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Caracterizacion de células serotoninérgicas
en el tejido cardiaco fetal
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Resumen

Objetivo: Caracterizar morfolégica y bioguimicamente células pro-
ductoras de serotonina durante el desarrollo del tejido cardiaco.
Material y métodos: Se utilizaron ratas gestantes de la cepa
Wistar. A los dias 10, 12, 16 y 20 de gestacion se obtuvieron los
fetos por cesérea, a los cuales se les disecaron los corazones,
gue se fijaron para los ensayos de inmunohistoquimica para trip-
téfano-5-hidroxilasa (Tph), ademas se efectué Western Blot para
la enzima,; se determind la concentracion de serotoninay la ac-
tividad de Tph por cromatografia de liquidos de alta resolucion.
Los resultados fueron analizados mediante U de Mann-Whitney,
aceptando un nivel de significacion de p < 0.05.

Resultados: En los cortes de corazén fetal, desde el dia 10 de
gestacion se observaron células inmunorreactivas para Tph,
con metacromasia en su interior. Fibras nerviosas inmunorreac-
tivas para la misma enzima gque hacen contacto probablemen-
te con las células serotoninérgicas. La actividad enzimética y
la concentracion de la serotonina aumentaron con la edad ges-
tacional, ademas, se encontrd la proteina enzimatica por Wes-
tern-Blot en el corazén fetal de 16 dias de gestacion.
Conclusiones: Se demostro la presencia de células producto-
ras de serotonina en el miocardio fetal, cuyo fenotipo corres-
ponde a mastocitos cardiacos, lo cual sugiere que la serotoni-
na puede ser importante en el desarrollo del tejido cardiaco y
gue también participa en los mecanismos fisiopatoldgicos de
los defectos cardiacos estructurales o en la predisposiciéon a
enfermedades cardiovasculares en el adulto.

Palabras clave: Corazon fetal, serotonina, triptéfano-5-hidroxi-
lasa, células serotoninérgicas.

Summary

Background: We undertook this study to present biochemical
and morphological characterization of serotonergic cells during
fetal heart development.

Methods: Wistar rats (10, 12, 16 and 20 days of gestation)
were used. After obtaining the fetuses by cesarean section, the
hearts were removed and fixed forimmunohistochemical assay
of tryptophan-5-hydroxylase (Tph), in addition to Western blot
for enzyme. Serotonin concentration and Tph activity were also
evaluated with high-performance liquid chromatography. Results
were analyzed using Mann-Whitney U test with a significance
level of p <0.05.

Results: Metachromatic cells immunoreactive for Tph were
observed from day 10 of gestation. Nerve fibers were also
labeled, apparently making contact with serotonergic cells. Tph
activity was measurable and serotonin levels increased with
gestational age. The presence of Tph protein was confirmed by
Western blot on day 16.

Conclusions: The present results support the existence of cells
located in the fetal myocardium, capable of producing serotonin,
whose phenotype belongs to cardiac mast cells. Their presence
in this tissue strongly suggests that serotonin may play a key
role in normal and abnormal development of cardiac tissue.

Key words: Fetal heart, serotonin, tryptophan-5-hydroxylase,
serotoninergic cells.
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Introduccidon

La enfermedad cardiaca congénita es una de las principales cau-
sas de morbilidad y mortalidad infantil.! A menudo se inicia por la
mnteraccion de factores ambientales y de susceptibilidad genéti-
ca.?® La identificacion de factores que regulan la proliferacion y
diferenciacion miocardica es de gran interés para el mejor conoci-
miento de la fisiopatologia de las enfermedades cardiacas conggé-
nitas.*® Algunas lineas de evidencia sugieren que 5-hidroxitripta-
mina (5-HT, serotonina) regula las funciones cardiovasculares
durante la embriogénesis y la edad adulta.”!° Se ha identificado a
la serotonina, a sus receptores y a la proteina transportadora de
serotonina (SERT) en el neuroepitelio y miocardio de roedores de
ocho dias de gestacion.”!"18 Ademas, en embriones de raton culti-
vados, en presencia de 1 UM de ritanserina (antagonista serotoni-
nérgico), se han observado diversas malformaciones congénitas
en la region cefélica, tubo neural y corazén 3121319

Las malformaciones cardiacas mas frecuentes son ausencia de
la trabeculacién miocardica, disminucion del grosor de la pared
ventricular, alteraciones en la organizacion de las sarcomeras, di-
latacion epicardica, disminucion de la proliferacion de los miocar-
diocitos, del mesénquima cardiaco y del endotelio vascular.3® Es-
tas malformaciones también han sido identificadas en embriones
cultivados en medios enriquecidos con inhibidores de la recaptura
de la serotonina.®'>1> Del mismo modo, también se han observado
en animales transgénicos carentes del gen que codifica al receptor
5-HT,, que funcionalmente se acopla a proteinas Gqy a la via de
sefializacion de RAS y activa a las proteinas cinasas C y MAPci-
nasa.®!1%1 Estos hallazgos sugieren que la serotonina participa ac-
tivamente en la proliferacion y diferenciacion de los miocardioci-
tos durante el desarrollo embrionario del corazon.”!!18

Sin embargo, a pesar de haber demostrado la presencia de la
serotonina y de sus receptores durante la cardiogénesis, hasta el
momento se desconoce en qué sitio y en qué etapa del desarrollo
se 1nicia su produccion. Se ha propuesto que en los estadios tem-
pranos de la gestacion la serotonina procede de la circulacion
materna o que se origina en células de la cresta neural que migran
alos tejidos periféricos, especialmente al tubo digestivo, a las glan-
dulas suprarrenales, a los rifiones y probablemente a los pulmo-
nes. La serotonina generada en estas células seria liberada al teji-
do intersticial y capturada, almacenada y transportada por las pla-
quetas a los tejidos periféricos. Después, las plaquetas la libera-
rian por un mecanismo de transporte activo e inmediatamente se-
ria recapturada por las células endoteliales de los vasos sangui-
neos y las neuronas ubicadas en el tejido cardiaco.®*'¢ Propone-
mos que durante el desarrollo embrionario del corazon aparecen
células productoras de serotonina en las estructuras cardiacas y
que la serotonina sintetizada por ellas participa en la proliferacion
y diferenciacion de los miocardiocitos. Esta es la hipotesis que
planteamos y que se evalua en este trabajo, caracterizando inmu-
nocitoquimica y bioquimicamente células productoras de seroto-
nina durante el desarrollo fetal del tejido cardiaco.

Material y métodos

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, machos y hembras nulipa-
ras, proporcionadas por la Unidad de Produccion y Experimenta-
cién de Animales de Laboratorio (UPEAL) del Cinvestav, Insti-
tuto Politécnico Nacional. Fueron mantenidas en condiciones am-
bientales controladas a 22 + 2 °C, con ciclos de luz/oscuridad de
12/12 horas (7:00 a 19:00 horas y de 19:00 a 7:00 horas, respec-
tivamente), humedad relativa de 50 a 60 %. Las ratas fueron ali-
mentadas con una dieta balanceada estandar y agua ad libitum.
La dieta Lab Diet 5P14 para roedores (PMI Feeds Inc., Rich-
mond, IN, U.S.A)) esta compuesta por 23 % de proteinas, 49 %
de carbohidratos, 4.5 % de grasa, 6 % de fibra y 8 % de cenizas,
levadura de caraccoria, vitaminas y minerales (lisina, tiamina, alfa-
tocoferol, calcio, sulfato ferroso, manganeso, entre otros micro-
nutrimentos), y proporciona una densidad calorica de 4.05 kcal/g
de alimento.

Al término del periodo de adaptacion, las ratas fueron aparea-
das, dos hembras (2500 + 10 g de peso corporal) por cada macho
(250 g de peso corporal). Después del periodo de apareamiento, el
tapon vaginal y la longitud cefalosacra permitieron determinar la
edad gestacional, con una aproximacion de seis horas. Durante la
gestacion, las ratas se mantuvieron bajo las mismas condiciones
ambientales y nutrimentales. A los 10, 12, 16 y 20 dias de gesta-
ci6n se extrajeron los fetos mediante operacion cesarea. Inmedia-
tamente se diseco el corazon para los ensayos bioquimicos e in-
munocitoquimicos. El manejo de los animales de experimenta-
cion se efectud en la UPEAL del Cinvestav, bajo las normas sani-
tarias y de ética del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio, con apego a la norma oficial mexicana
NOM-062-Z00-1999, publicada en el Diario Oficial de la Fede-
racién el 22 de agosto de 2001.

Ensayos bioquimicos
Inmunocitoquimica para triptoéfano-5-hidroxilasa (Tph)

Los corazones de los fetos de ratas obtenidos en los dias 10, 12,
16y 20 de edad fetal fueron fijados con formol a 10 % diluido en
una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.4.
Después, los corazones se deshidrataron y colocaron en parafina
para obtener cortes de 4 um de grosor; a continuacion, los cortes
fueron fijados en portaobjetos cubiertos de poli L-lisina a 10 %.
Con los cortes desparafinados se procedio al desenmascaramiento
antigénico por medio de una soluciéon amortiguadora de citratos
0.1 M, pH 6.0 (DECLERE, Cell Marque), en un horno de micro-
ondas durante tres ciclos de dos minutos. En seguida se inhibio
la actividad de la peroxidasa enddgena con H,O, a 5 % durante
15 minutos.

Una vez lavados, los cortes fueron incubados con el anticuer-
po primario monoclonal especifico para Tph a una dilucion de
1:500 (Monoclonal Anti-tryptophan Hydroxylase Clone WH-3,
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Sigma. Saint Louis, Missouri, USA) en una solucién de PBS 0.1
M, pH 7.4, Triton X-100 a 0.3 y 3 % de suero de caballo durante
18 horas a 30 °C. Al dia siguiente, los cortes se lavaron e incu-
baron con el anticuerpo secundario diluido en PBS y Triton X
100 (anticuerpo biotinilado dirigido contra IgG de cabra) duran-
te 30 minutos. Los cortes fueron incubados con el complejo avi-
dina-biotina durante 15 minutos a temperatura ambiente; se la-
varon y la inmunorreactividad fue revelada con un kit comercial
de 3,3-diaminobencidina y H,O, de acuerdo con el protocolo de
Vector Laboratories.? Las fotomicrografias fueron tomadas con
una camara digital (Coolpix 995, Nikon).

Actividad de la Tph por cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC)

La actividad de la Tph fue evaluada por la determinaciéon de 5-
hidroxitriptéfano formado, mediante HPLC (Water S. A. de C.V.)
con un detector fluorométrico (Waters model 474 Scanning Fluo-
rescence Detector).??> Este método consiste en incubar 300 pug
de la proteina enzimatica en presencia de una soluciéon amorti-
guadora de tris-HCI 50 mM, pH 7.40, EGTA 1.0 mM, 15 pg de
catalasa, 200 UM 2-amino-4-hidroxi-1-metil tetrahidrobiopteri-
na. La reaccion se incubo a 37 °C durante 10 minutos y se detuvo
por la adicion de HCIO, 6 M mas 5 mM de EDTA y 0.1 % de
acido ascorbico; 20 YL del medio de la reaccion fueron inyecta-
dos al HPLC. Se us6 una columna de simetria C ; (5 ym de tama-
flo de particula) 3.9 x 150 mm (Waters S. A. de C.V.). La fase
movil se preparo con acetato de sodio 40 mM, pH 3.30 y acetoni-
trilo, en una relacion de 95:5, respectivamente, y se corrio a un
mililitro por minuto. Las longitudes de excitacion y emisién que
se utilizaron para la deteccion del 5-hidroxitriptéfano formado
fueron 280 y 340 nm, respectivamente. Los tiempos de retencion
para 5-hidroxitriptéfano fueron 2.3 minutos y 5.5 minutos para el
L-triptofano.

Determinacion de serotonina por HPLC

La 5-HT en los corazones fue determinada por HPLC de acuerdo
con el método de Peat y Gibb.? Los corazones fueron desproteini-
zados con una solucion de HCIO, 0.1 N mds metabisulfito de
sodio 4 mM en una relacion 1:3 peso/volumen; se homogeneiza-
ron los corazones con un émbolo de teflon Glas Col Instruments,
a una velocidad de 1000 rpm durante 30 segundos. A continua-
ci6n, el homogeneizado se centrifugd a 10 000 rpm durante 15
minutos a 4 °C; después, el sobrenadante fue separado y filtrado
en una membrana de nailon de 0.45 pm de tamafio de poro. Poste-
riormente, 20 Wl del filtrado fueron inyectados al HPL.C, utilizan-
do una columna de simetria C , de fase reversa de 5 pm de tama-
flo de particula, 3.9 x 150 mm de longitud. Se usé un sistema
binario de una solucién de fosfato de potasio monobasico 2 mM,
pH 3.50 mas acido heptanosulfonico 1 g/l de solucion y una
mezcla de metanol/agua en una relacion de 3:2 v/v, a razon de

un mililitro por minuto. La determinacion de la 5-HT se realizé
mediante un detector fluorométrico (Waters Modelo 474), con
una excitacion de 290 nmy 330 nm de emision. La respuesta fue
obtenida mediante un sistema analogo Milenium 32 y la con-
centracion de 5-HT fue considerada como la altura maxima de la
sefial, de acuerdo con una curva estandar de cantidades conoci-
das de 5-HT y expresada en ng/g de tejido.

Inmunotransferencia de Tph por Western Blot

Los corazones fetales fueron homogeneizados durante 30 segun-
dos a 4 °C en una solucion de Tris-HC1 50 mM, pH 7.4. Después
las muestras fueron centrifugadas a 29 000 g durante 15 minutos a
4 °C. Se cuantifico la concentracion de proteinas por el método de
Lowry y colaboradores.?* Se colocaron 30 plg de proteina en cada
uno de los canales de un gel de SDS-poliacrilamida a 10 % de un
milimetro de grosor. La corrida electroforética se efectud a 100 V
durante una hora a 5 °C. Para electrotransferencia de las proteinas,
el gel se montd en membranas de nitrocelulosa (0.45 pm); la co-
rrida se efectud a 25 V, toda la noche.”

Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferi-
das fueron colocadas en una solucion de bloqueo a base de leche
semidescremada a 1 % diluida en PBS 0.1 M, pH 7.4 mas Tween-
20, 0.1 M, durante 30 minutos. A continuacion las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo primario monoclonal especi-
fico para Tph a una dilucion de 1:500 (Monoclonal Anti-trypto-
phan hydroxylase Clone WH-3. Sigma. Saint Louis, Missouri,
USA) en la misma solucion de bloqueo. Al dia siguiente, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario antirra-
ton (Chemicon) a una dilucién de 1:5000 en la misma solucion
de bloqueo. Enseguida, las membranas fueron incubadas con el
sistema ABC Elite de Vector Labs durante una hora. Después de
lavar las membranas con PBS, se revelaron por quimioluminis-
cencia con el sistema ECL de Amersham.

Determinacién de proteinas por espectrofotometria

Las proteinas de los corazones fetales fueron determinadas por
el método de Lowry y colaboradores.? El homogeneizado de los
corazones se diluyo 40 veces con agua bidestilada; de esta dilu-
cién se tomo 0.1 ml. La reaccion se inici6 al agregar 0.5 ml del
reactivo A, el cual contenia 0.5 ml de Cu,SO, a 1%y 0.5mlde
tartrato de sodio y potasio a 2 % en 50 ml de Na,CO, a 2 %,
diluido en NaOH a 0.1 N. La mezcla se agito vigorosamente y
dejo en reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Des-
pués se adiciond 0.05 ml de reactivo B, el cual contenia reactivo
de Folin en una dilucion 1:1 con agua bidestilada. Las muestras
se agitaron y 30 minutos después se les midio la absorbancia en
un espectofotometro Beckman a 700 nm de longitud de onda.
En cada ensayo se incluyé una curva estandar de concentracio-
nes conocidas de albumina. La concentracion de proteinas del
corazdn se expresd en mg/g de tejido.
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Andlisis estadistico

Para comparar los resultados de la actividad especifica de Tph y
la concentracion de serotonina en el tejido cardiaco a las edades
de 16 y 20 dias de vida fetal, primero se obtuvieron los prome-
dios y las desviaciones estandar de cada una. Después se com-
par6 la actividad de Tph expresada en fmol de 5-HTP/mg de
proteina/hora a los 16 dias contra la de los 20 dias de edad ges-
tacional. Y de la misma forma se analizé la concentracion de
serotonina en el tejido cardiaco, a través de U de Mann-Whit-
ney, ya que los valores de la actividad de la enzima y la concen-
tracion de serotonina no mostraron una distribucién normal, acep-
tando un nivel de significacion de p < 0.05.

Resultados

Para confirmar la especificidad del anticuerpo contra Tph, como
controles se utilizaron cortes de tallo cerebral de rata adulta, donde
se localizan las neuronas serotoninérgicas. En la figura 1 se
muestran estas neuronas y las fibras nerviosas inmunorreactivas
para la enzima, tefiidas con 3,3-diaminobencidina.

En los cortes de corazon fetal se observaron células inmuno-
rreactivas para Tph, dichas células se ubican entre el endocardio
y el miocardio con granulos intracitoplasmaticos de la enzima a
partir del dia 10 de gestacion (figuras 2A y 2B). En la figura 2C
se muestran las células inmunorreactivas para Tph a las edades
de 16 y 20 dias de gestacion, que presentan morfologia fusifor-
me y se sittan alrededor de los miocardiocitos. Estas células
inmunorreactivas para Tph se observan con mayor definicion en
el endocardio a los 20 dias de edad gestacional (figura 2D).

Figura 1. Neuronas serotoninérgicas inmunorreactivas para
Tph en los nucleos del rafé del tallo cerebral de rata adulta.
Tefidas con 3,3-diaminobencidina.

A los 20 dias de gestacion también se observaron células in-
munorreactivas para Tph (figura 3A), células ovoides y algunas
con mayor cantidad de granulos intracitoplasmaticos, ubicadas
en hileras que siguen los trayectos de los miocardiocitos y vasos
sanguineos. En la figura 3B vemos células que se localizan alre-
dedor de los vasos sanguineos y en el intersticio cardiaco. Es
interesante observar que al hacer contratinciones con azul de to-
luidina, las células inmunorreactivas para Tph presentan meta-
cromasia con multiples granulos intracitoplasmaticos (figura 3C).
Notese que ademas de las células inmunorreactivas existen fi-
bras nerviosas inmunorreactivas para Tph que siguen los trayec-
tos de los vasos sanguineos y de los miocardiocitos, incluso dan
la impresion de hacer contacto entre células y fibras nerviosas
inmunorreactivas para Tph.

La actividad especifica de Tph en el corazén fetal de 16 dias
de edad gestacional se muestra en el cromatograma represen-
tativo de la figura 4A (linea azul). Los estandares L-triptofano
(L-Trp) y S-hidroxitriptéfano (5-HTP) se presentan con linea
negra. La actividad de la enzima expresada en fmol de 5-HTP/mg
de proteina/hora mostré un patrén de desarrollo ascendente de
14 2.8 fmol a los 16 dias, a 62 + 7.6 fmol a los 20 dias de vida
fetal (p <0.001) (cuadro I). Con la finalidad de evaluar la expre-
sion de Tph en el corazdn fetal se efectuaron experimentos de
Western blot, empleando tejido del tallo cerebral de rata adulta
como control. A diferencia del tallo cerebral donde se demostrd
una sola banda de Tph de 56 kDa (figura 4Ba), en el corazon
fetal de 16 dias de edad se observaron dos bandas inmunorreac-
tivas a la enzima de 53 y 56 kDa (figura 4Bb).

La serotonina en el corazén fetal de 16 dias de edad gestacio-
nal se muestra en el cromatograma representativo de la figura 5
(linea roja). Los estandares de L-Trp, 5-HT y acido 5-hidroxiin-

Figura 2. Células inmunorreactivas para Tph en el corazén
fetal de rata. Se trata de cortes longitudinales del corazon:
A) 10 dias. B) 12 dias. C) 16 dias. D) 20 dias de gestacion.
Las flechas muestran células inmunorreactivas para la enzi-
ma que se localizan en el miocardio y endocardio fetal.
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Figura 3. Células inmunorreactivas para Tph en el corazon de rata a los 20 dias de gestacion. A) Células inmunorreactivas
para Tph tefiidas con 3,3-diaminobencidina. B y C) Células inmunorreactivas para la misma enzima tenidas con 3,3-diami-
nobencidina y azul de toluidina. N6tese que las fibras inmunorreactivas para Tph hacen contacto con las células inmuno-
rreactivas (cabeza de flecha) y siguen el mismo trayecto de los vasos sanguineos (v).
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Figura 4. Actividad especifica de Tph y expresion de la pro-
teina enzimatica por Western blot en el corazdn fetal de rata.
A) Cromatograma representativo de un estandar de 5-HTP y
de L-Trp (linea negra) y la actividad especifica de Tph en el
corazon fetal a los 16 dias de gestacion (linea azul). B) Ex-
presion de Tph identificada por electrotransferencia e inmu-
nodeteccion por Western blot con anticuerpos especificos
para la enzima. a) Tallo cerebral de rata adulta donde se
distingue una sola banda de 56 kDa de peso molecular. b)
Corazon de rata a los 16 dias de gestacion; se observan dos
bandas, una de 53 kDa y otra de 56 kDa de peso molecular.

dolacético se presentan en linea negra. Obsérvese que también
existio aumento significativo de la cantidad de serotonina en el
corazén fetal de 16 a 20 dias de edad gestacional (p < 0.001)
(cuadro I).

Discusion

La hipotesis del presente estudio fue demostrar que durante el
desarrollo del tejido cardiaco existen células serotoninérgicas.
En efecto, los hallazgos morfologicos mostrados confirman que
durante la cardiogénesis existen células inmunorreactivas para
la enzima limitante en la sintesis de serotonina, la triptofano-5-
hidroxilasa, a partir del dia 10 de gestacion. Estas células inmu-
norreactivas para Tph se encuentran distribuidas en todas las
capas del corazon fetal, sobre todo alrededor de los vasos san-
guineos. Por su localizacion y la presencia de multiples granulos
intracitoplasmaticos en el periodo de 16 y 20 dias de gestacion,
se planted la posibilidad de que pudiera tratarse de células ceba-
das. Para confirmarlo, los cortes del corazon fetal se contratifie-
ron con azul de toluidina, donde se observéd que las células in-
munorreactivas para Tph mostraron metacromasia, al igual que

Cuadro I. Actividad serotoninérgica
en el corazon fetal de rata

Edad fetal

(dias) Tph 5-HT
16 14 £+ 2.8 50 + 10*
20 62 + 7.6 110 £+ 15*

Tph = actividad de triptéfano-5-hidroxilasa en nmol de 5-HTP/mg proteina/hora
5-HT = concentracién de serotonina en ng/mg de tejido.Cada punto representa
el valor promedio + desviacién estandar de cuatro experimentos efectuados
por duplicado. La diferencia estadistica entre las edades de 16 y 20 dias de vida
fetal en cada uno de los parametros bioquimicos se obtuvo con U de Mann-
Whitney.*p < 0.001.
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en los mastocitos o células cebadas adultas.?*? Estos hallazgos
apoyan la existencia de mastocitos que durante la cardiogénesis
producen serotonina y que probablemente participan activamen-
te en la diferenciacion de los miocardiocitos, aspecto que tam-
bién se esta evaluando en el laboratorio. Por otro lado, no se sabe
si en etapas tempranas de la cardiogénesis se expresa primero el
fenotipo serotoninérgico seguido por la diferenciacion hacia
mastocito, o st ambas caracteristicas fenotipicas aparecen simul-
taneamente, lo que tendria que ser indagado.

Los mastocitos son células que captan, sintetizan, almacenan
y liberan una variedad de neuropéptidos y neurotransmisores, por
ejemplo, neurotensina, somatostatina, sustancia P, serotonina y ace-
tilcolina.?®3° Ademas, se ha observado que los mastocitos tienen
una relacion estrecha con las fibras nerviosas periféricas; estas
interacciones se han demostrado en el diafragma, cerebro, vejiga,
ileon, mesenterio y piel.3! Es importante sefialar que en este traba-
jo se apreciaron dichas interacciones entre fibras nerviosas y mas-
tocitos inmunorreactivos para Tph. Este hallazgo sugiere que las
interacciones entre mastocitos productores de serotonina y fibras
nerviosas podrian estar participando activamente en la prolifera-
ci6n y diferenciacion de los miocardiocitos. En efecto, se ha ob-
servado en los animales transgénicos carentes del receptor 5-HT,
una mayor letalidad embrionaria y neonatal, debido a que estos
animales tienen multiples malformaciones congénitas del cora-
z6n. Los animales que logran sobrevivir tienen paredes ventricu-
lares delgadas debido al dafio en la proliferacion de los miocardio-
citos y a la desorganizacion de la sarcomera en la zona compacta,
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Figura 5. Concentracion de serotonina en el corazon fetal de
rata. Se observa en el cromatograma una corrida representa-
tiva de un estandar de acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA),
de L-L-Trp y de 5-HT (4 ng/uL) (linea negra), comparado con
la concentracion de 5-HT (linea roja) obtenida en corazon fe-
tal de rata a los 16 dias de gestacién, que muestra el mismo
tiempo de retencion que el estandar de 5-HT.

asi como defectos en la trabeculacién miocardica.®!>13 En conjun-
to, estos resultados sugieren que 5-HT participa en la regulacion
de la diferenciacion y proliferacion de los miocardiocitos a través
de la activacién del receptor 5-HT,, *'>!> Ademas, diversos estu-
dios farmacologicos han relacionado los receptores 5-HT ,, 5-HT
5-HT,,. 5-HT,, 5-HT,, y 5-HT, con la funcion cardiovascular;*>*
estos receptores se localizan en las terminales nerviosas o bien
sobre el miocardio y su papel esta en estudio. 8323

Otros hallazgos no menos importantes del presente trabajo
son la confirmacién de la actividad de Tph, asi como la presen-
cia de serotonina en el tejido cardiaco fetal. También se identifi-
caron en el mismo tejido, dos bandas de la proteina de la enzima
(53 y 56 kDa) mediante Western blot, a diferencia del tallo cere-
bral de la rata adulta (control), donde solo existié una banda de
56 kDa, similar a lo ya demostrado por otros autores.>* Lo ante-
rior sugiere que en el corazon fetal se expresan dos isoformas de
Tph, que podrian o no corresponder a las dos isoformas descritas
en el tejido adulto.

Agradecimientos

Este trabajo se efectuo gracias a los apoyos financieros otorgados por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (2005/1/1/005) y el Cinvestav.

Referencias

1. Goldmuntz E. The epidemiology and genetics of congenital heart disease.
Clin Perinatol 2001;28:1-10.

2.Lewin MB. The genetic basis of congenital heart disease. Pediatric Ann
2000;29:469-480.

3. Gelb BD. Molecular genetics of congenital heart disease. Curr Opin Cardiol
1997:12:321-328.

4. Kirby ML. Cardiac morphogenesis: recent research advances. Pediatr Res
1987;21:219-224.

5. Dianne AL, Penny KA, Brian SC, Jeffrey H, Steven GH. Regulation of rat
cardiac myocyte growth by a neuronal factor secreted by PC 12 cells. Pediatr
Res 1997;41:832-841.

6. Banach K, Halbach MD, Hu P, Hescheler J, Egert U. Development of electrical
activity in cardiac myocyte aggregates derived from mouse embryonic stem
cell. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2003;284:H2114-H2123.

7.1keda K, Tojo K, Otsubo Ch, Udagawa T, Kumazawa K, Ishikawa M, et al.
5-hydroxytryptamine synthesis in HL-1 cells and neonatal rat cardiocytes.
Biochem Biophys Res Commun 2005;328:522-525.

8. Canan G, Nebigil, Maroteaux L. A novel role for serotonin in heart. TCM
2001;11:329-335.

9. Frishman WH, Grewall P. Serotonin and the heart. Ann Med 2000;32:195-
209.

10. Yavarone MS, Shuey DL, Tamir H, Sadler TW. Serotonin and cardiac
morphogenesis in the mouse embryo. Teratology 1993:47:573-584.

11. Lauder MJ, Wilkie MB, Wu Ch, Singh S. Expression OfS-HTZI3 and 5-HT,,
receptors in the mouse embryo. Int J Devl Neuroscience 2000;18:653-662.

12. Nebigil CG, Doo-Sup Ch, Dierich A, Hickel P, Le Meur M, Messaddeq N,
et al. Serotonin 2B receptor is required for heart development. Proc Natl
Acad Sci USA 2000:,97:9508-9513.

13. Nebigil CG Hickel P, Messaddeq N, Vonesch JL, Douchet MP, Monassier
L, etal. Ablation of serotonin 5 HT, receptors in mice leads to abnormal
cardiac structure and function. Circulation 2001;103:2973-2985.

428

Cirugia y Cirujanos



Corazon fetal y triptofano-5-hidroxilasa

14.Nebigil CG, Etienne N, Schaerlinger B, Hickel P, Launay JM, Maroteaux
L. Developmentally regulated serotonin 5-HT,, receptors. Int J Devl
Neurosci 2001;19:365-372.

15.Choi DS, Birraux G, Launay JM, Maroteaux L. The human serotonin
serotonin,, receptor: pharmacological link between serotonin, and
serotoninlD receptors. FEBS 1994;352:393-399.

16.Choi DS, Ward SJ, Messaddeq N, Launay JM, Maroteaux L. 5-HT,,
receptor-mediated serotonin morphogenetic functions in mouse cranial
neural crest and myocardiac cells. Development 1997;124:1745-1755.

17.Sar1Y, Zhou FC. Serotonin and its transporter on proliferation of fetal heart
cells. Int J Devl Neuroscience 2003;21:417-424.

18.Cote F, Tévenot E, Fligny C, Fromes Y, Darmon M, Ripoche MA, et al.
Disruption of the nonneuronal Tph1 gene demonstrates the importance of
peripheral serotonin in cardiac function. PNS 2003;100:13525-13530.

19. Hansson SR, Mezey E, Hoffman BJ. Serotonin transporter messenger RNA
expression in neural crest-derived structures and sensory pathways of the
developing rat embryo. Neuroscience 1999;89:243-265.

20. Naish JS, Boenisch AJ, Farmilio U, Stead RH. Handbook of Immunochemical
Staining Methods. Carpinteria, CA: Dako Corp.; 1989. pp 1-41.

21. Johansen PA, Jennings I, Cotton RGH, Kuhn DM. Tryptophan hydroxylase
is phosphorylated by protein kinase A. J Neurochem 1995;65:882-887.

22.Johansen PA, Jennings I, Cotton RGH, Kuhn DM. Phosphorylation and
activation of tryptophan hydroxylase by exogenous protein kinase A. J
Neurochem 1996:66:817-823.

23.Peat MA, Gibb JW. High-performance liquid chromatographic
determination of indoleamines, dopamine and norepinephrine in rat brain
with fluorometric detection. Anal Biochem 1983;128:275-280.

24. Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement
with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 1951;193:265-273.

25.Lane D. Antibodies: A Laboratory Manual. New York: Harlow; 1988. pp.
471-5009.

26. Galli JS. Mast cell and basophils. Curr Opin Hematol 2000;7:32-39.

27.Payne V, Kam PCA. Mast cell tryptase: a review of its physiology and
clinical significance. Anaesthesia 2004;59:695-703.

28.Leon A, Buriani A, Dal Toso A, Fabris M, Romanello S, Aloe L, et al. Mast
cells synthesize, store, and release nerve growth factor. Proc Natl Acad Sci
USA 1994,91:3739-3743.

29. Palladini G, Tozzi R, Perlini S. Cardiac mast cells in the transition to heart
failure: innocent bystanders or key actors? J Hypertens 2003;21:1823-1825.

30. Sperr WR, Bankl HC, Mundigler G, Grossschmidt AH, Simon P, Laufer P,
et al. The human cardiac mast cell: localization, isolation, phenotype, and
functional characterization. Blood 1994;84:3876-3884.

31.Bauer M, Razin E. Mast cells-nerve interactions. News Physiol Sci
2000;15:213-218.

32.Saxena PR, Villalon CM. Cardiovascular effects of serotonin agonists and
antagonists. J Cardiovasc Pharmacol 1990;15:S17-S34.

33.Ramage AG Central cardiovascular regulation and 5-hydroxytryptamine
receptors. Brain Res Bull 2001;56:425-439.

34. McKinney J, Knappsokg PM, Haavik J. Different properties of the central
and peripheral forms of human tryptophan hydroxylase. J Neurochem
2005;92:311-320.

Volumen 77, No. 6, Noviembre-Diciembre 2009

429





