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RESUMEN

El objetivo del estudio fue conocer las proporciones de triptéfano, aminoacidos
neutros (metionina, valina) y glucosa requeridos para favorecer la sintesis de
serotonina cerebral en niveles fisiologicos relacionados a la neuroconducta.
Observar el efecto dosis respuesta sobre el tiempo de inmovilidad para la prueba
de nado forzado en ratones frente a la manipulaciéon de las proporciones de
tript6fano, metionina, valina y glucosa dietética.

Se emplearon 90 ratones albinos machos de la especie Mus musculus formados
aleatoriamente en 8 grupos experimentales de 10 ratones cada uno y un grupo
control de 10 ratones. Cada grupo recibio por tres dias 5g de un tipo de formulacion
dietética en la que se manipuld la proporcion de triptéfano, metionina, valina y/o
glucosa, adicionalmente recibieron 20 ml de agua destilada. Las dietas fueron
administradas a las 8a.m., transcurridas seis horas cada raton fue sometido a la
prueba de nado forzado donde se midi6 el tiempo de inmovilidad, procedimiento
que se repitid por tres dias. Para el analisis de las variables se emplearon las

siguientes pruebas: ANOVA de un factor, T de Student y correlacion de Pearson.

Los tiempos de inmovilidad para el grupo 4 y 8 mostraron una tendencia similar
dosis respuesta frente al grupo control para los tres dias de observacion. La
formulacién dietética del grupo 4 evidenciéo mejor dosis respuesta frente al grupo
control, con una proporcién de triptéfano Vs. aminoacidos competidores de 3:1.
Respuesta similar se obtuvo para el grupo 8 con una proporcion de L- triptéfano, L-
metionina, L-valina, glucosa de 1:3:3:1.Las pruebas de ANOVA y T de Student no
revelaron diferencia significativa frente al grupo control salvo el dia dos para el
grupo 8 Vs. grupo control (p=0.0255). La prueba de correlacion de Pearson mostro
tendencia negativa significativa para los grupos 2, 7y 8 (r =-0,5292; p = 0,0198;
IC =-0,7929 a -0,09856; R=0,2800).

Palabras clave: L-tript6fano, L-metionina, L-valina, glucosa, serotonina, trastornos

mentales, dieta.



ABSTRACT

The objective of the study was to know the proportions of tryptophan, neutral amino
acids (methionine, valine) and glucose that benefit cerebral serotonin synthesis in
normal physiological levels related to neurobehavioral in rodents. To observe dosis
response related to inmobility time in forced swim test when proportions of

tryptophan, methionine, valine and dietetic glucose are manipulated.

90 albino male mice of the species Mus musculus were used. 8 groups of 10 mice
each were randomly formed and one control group. Each group received for three
days 5g of diet experimental formulation with different proportions of tryptophan,
metione, valine and or glucose, additionally 20 ml of distilled water. The diets were
fed at 8a.m., after 6 hours each individual was subjected to forced swim test where
immobility time was measured; procedure was repeated for three days. For analysis
of the variables, the following tests were used: one-tailed ANOVA, T Student test

and Pearson correlation.

The immobility time for group 4 and 8 showed similar trend dose response related
to control group for the three days of observation. The dietetic formulation of group
4 showed better dosis response in relation to group control with a ratio of tryptophan
vs. amino acid competitors 3:1. Similar response had formulation of group 8 with a
ratio of tryptophan, L-methionine, L-valine, glucose 1:3:3:1. The ANOVA and T
Student test revealed no significant difference related to control group except on
day two for group 8 vs. control group (p = 0,0255). For Pearson correlation test,
diets showed significant negative trend for groups 2, 7 and 8 (r = -0,5292; p =
0,0198; CI =-0,7929 to -0,09856; R = 0,2800).

Keywords: L-tryptophan, L-methionine, L-valine, glucose, serotonin, mental

disorders, diet.



INTRODUCCION

La falta o exceso de nutrientes por una dieta desequilibrada, ocasiona un
desbalance bioquimico en el organismo que puede generar enfermedades. En
particular, se ha demostrado la asociacion con el triptéfano y la salud mental, este
es un aminoacido considerado esencial, y uno de los menos abundantes en la
dieta. !

Triptofano es precursor de serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina), neurotransmisor
que regula el estado afectivo y el animo de la personas, asi, concentraciones
inadecuadas de este neurotransmisor a nivel cerebral, genera enfermedades

psiquiatricas, entre ellas depresion y ansiedad. 2

Es conocido que triptéfano requiere de transporte activo, para lo cual debe competir
con aminoéacidos neutros (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, metionina,
fenilalanina), por lo que el aumento de tript6éfano dietético, incrementaria la cantidad
transportada, a través de la barrera hematoencefalica, y visceversa al incrementar

la carga dietética de aminoacidos neutros, 1~*

Por otra parte, la ingesta de carbohidratos, favorece el incremento de triptéfano en
el sistema nervioso central, este tipo de nutriente provoca la liberacion de insulina,
esta hormona polipeptidica estimula la absorcion por los masculos, de aminoacidos
de cadena ramificada como leucina, isoleucina y valina, por lo tanto, reduce la

competencia por transportador. 15

La serotonina cerebral, se forma Unicamente dentro de las neuronas, y aun cuando
la serotonina se sintetiza también en la periferia, ésta no es capaz de atravesar la

barrera hematoencefélica, mientras que el triptéfano si. *

Estos conocimientos, abren la posibilidad que una dieta desproporcionada en
nutrientes, puede afectar la concentracion de serotonina en el cerebro, en
consecuencia, se comportaria como un factor de riesgo mas, que puede
condicionar la presencia de enfermedades mentales las que ademas, afectan a
millones de personas en el mundo. Se proyecta que para el 2030 la depresién sea
la primera causa de afios de vida perdidos por discapacidad, actualmente la
depresion unipolar afecta a 151 millones de personas en el mundo, siendo uno de

los principales motivos de afios de perdidos de vida saludable como resultado de

15



discapacidad. La psiquiatria considera varios factores influyentes en el desarrollo
de enfermedades mentales como la depresion, factores sociales, ambientales,
psicolégicos del comportamiento, de origen genético, hormonales, del sistema
inmune, bioquimicos hasta neurodegenerativos. Sin embargo, actualmente se
viene desarrollando investigacion en psiquiatria nutricional motivada por evidencia
en investigaciones en el que se devela la asociacién entre depresion y estilos de

alimentacion. ©

Dash et al, 2016 analizan la situacion actual respecto de los desérdenes mentales
comunes y la dieta, hacen referencia a la transicién nutricional y la alta presencia
de alimentos procesados de poca calidad nutricional, ricos en energia y cOmo se
traducen en problemas de salud publica como la obesidad y los desérdenes
mentales comunes como depresién y ansiedad. Recientemente la ciencia reconoce
gue existe relacion entre la dieta y la salud mental, proponen que intervenciones
dietéticas pueden resultar en oportunidad como medida preventiva e incluso como

tratamiento para atender desérdenes mentales comunes. ’

Otros investigadores como O’Neil et al, 2013 probaron los efectos de un tratamiento
y asesoria dietética en pacientes con diagnéstico de depresién mayor en la que
participaron 176 personas, fue un ensayo controlado randomizado cuyo objetivo fue
evaluar el costo beneficio de la intervencion en el tratamiento del episodio de la
depresion, aunque no cuantificaron en términos econémicos los beneficios los

resultados mostraron el potencial costo beneficio para los pacientes. 8

Jacka et al, 2012 realizaron un estudio en 1047 mujeres en el este de Australia con
edades entre 20 y 93 afios a las que se registrd sus habitos de alimentacién
mediante cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos validados para
habitos de ingesta dietética en poblacion australiana, el cuestionario registraba el
consumo de 74 tipos de alimento y seis tipos de bebida alcohdlica en los 12 meses
precedentes y evaluaba la presencia de algin desorden mental comin como
ansiedad, depresion o distimia aplicando la entrevista clinica estructurada del DSM-
IV-TR version para investigacion. Encontraron que dietas mejor balanceadas en las
que la desviacion estandar se incrementaba en relacion a magnesio, folato y zinc

reducia la posibilidad de depresion y distimia. °
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En otro estudio Jacka et al, 2012 hace referencia a una serie de estudios que
sugieren que estilos de vida modificables no s6lo son factores de riesgo para
enfermedades cronicas no transmisibles sino también resultarian ser un alto factor
de riesgo para los desdrdenes mentales mas comunes. Entre los factores de riesgo
se hace referencia a una mala alimentacion, la falta de actividad fisica e incluso el
tabaquismo. También comenta estudios hechos en China en la que se observa que
adolescentes con dietas predominantes en comida rapida y carnes rojas
manifestaban desérdenes conductuales. Otro estudio en China realizado en 5000
adolescentes con buenos habitos de alimentacion estuvo asociado con menor
prevalencia de sintomas psicologicos. De otro lado, otros estudios encontraron en
otros grupos poblacionales una disminucion en el riesgo de depresion en adultos

con buenos hébitos de alimentacion. 1°

Ya hace algunos afios en el Perl se avisora el impacto de los problemas de salud
mental, Velasquez A., 2009 confirmd que las enfermedades neuropsiquiatricas,
causan la mayor carga de enfermedades en el pais y producen la mayor pérdida
de afos de vida saludable (AVISA), afectando a 826 253 personas que representan
el 16% de todos los AVISA, y 28% de los AVISA de las enfermedades no

transmisibles. 1

En el Peru existen diversos problemas nutricionales derivados por dietas deficientes
y/o desequilibradas, asi, el Informe Final Perfil Nutricional y Pobreza en el Perq,
ENAHO I, trimestre 2008 del CENAN, encontrd que el 53% de todos los hogares
con uno 0 mas miembros menores y mayores de 18 afos, tienen algin miembro
mayor de 18 afios con exceso de peso, 15% presentd una dualidad parcial de

malnutricion, es decir déficit de talla/edad y exceso de peso. 2

Por otra parte, el promedio de ingesta de hierro es insuficiente y muy critica para el
caso de mujeres, ya que, estarian cubriendo menos del 50% de sus requerimientos
(45% de adecuacioén), mientras que es apropiado para los varones alcanzando el
131% de adecuacion. EI consumo de calcio también resulté muy insuficiente para
la poblacion en general alcanzando solo el 37% de adecuacion, y siendo mas critica
en mujeres (34% de las recomendaciones). Respecto al consumo de colesterol, los
varones cubren el 40% de las recomendaciones y las mujeres consumen menos

colesterol en su dieta habitual (33% de las recomendaciones). En cuanto al
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consumo de fibra dietaria es muy insuficiente (<50% de adecuacién de las
recomendaciones). (12)

La Encuesta Nacional de Indicadores Nutricionales, Bioquimicos, Socioecondmicos
y Culturales, relacionados con las Enfermedades Crénicas Degenerativas 2006,
mostré6 una elevada prevalencia de consumo de comidas rapidas en Lima
Metropolitana (66%), contrariamente a lo observado en la sierra rural (34%), asi, la
proporcion de calorias que provienen del consumo de carbohidratos (74%), se
encuentra cerca del limite maximo recomendado (75%), ubicandose con valores de

134% de adecuacion a las recomendaciones de FAO/OMS 2003. 13

Un estudio a nivel Lima Metropolitana, donde se observa que el 100% de mujeres
adolescentes, no cubren las recomendaciones nutricionales de hierro, calcio y en
menor proporcién otros nutrientes como tiamina, niacina y vitamina A . Asimismo,
en mujeres adolescentes de Lima Metropolitana, se observa un 16% de sobrepeso
y un 22% de exceso de grasa corporal. Ademas, el 72% consume mas energia de

la que gasta, y no se llega a cubrir ni la mitad de la recomendacion de fibra. *

Segun lo indicado, existe evidencia que a nivel nacional se consumen dietas
desequilibradas, que el impacto social y econdémico de las enfermedades
neuropsiquiatricas son causas principales de afios de vida perdidos por muerte
prematuray por discapacidad, es necesario buscar factores que contribuyen con la

prevencion y disminucion de riesgos de la enfermedad.

Se justifica el presente estudio ya que conocer la proporcion adecuada de
triptéfano, aminoacidos neutros y glucosa que pudiera favorecer la sintesis de
serotonina relacionada a la neuroconducta, podria permitir elaborar
recomendaciones nutricionales especificas para pacientes que padezcan
trastornos mentales asociados a serotonina, como tratamiento coadyuvante a
dichos trastornos. Ademas, las mismas recomendaciones nutricionales se podrian
incluir dentro de un manejo preventivo de las mismas enfermedades, especialmente

para pacientes en riesgo 0 mas vulnerables.

No existe en el Perd ningun estudio similar ni estimaciones aproximadas de ingesta

dietética promedio de triptéfano ni de aminoacidos neutros para poblacién peruana.
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Si bien la comunidad cientifica ha dado a conocer la ingesta recomendada de
aminoécidos para la poblacion general, no se conoce qué proporcion del
aminoacido triptéfano en relacion a aminoacidos neutros y glucosa se requiere para

favorecer una sintesis de serotonina cerebral normal.

Una de las pruebas mas utilizadas para evaluar neuroconducta es a través de
modelos experimentales en roedores, se trata de la prueba de nado forzado en
donde se mide el tiempo de inmovilidad y sirve como indicador en la simulacion de
estados depresivos, a mayor tiempo de inmovilidad indicaria sintomas de
desesperanza o animo depresivo. Dicha prueba esta validada como método
experimental en la evaluacion de la potencial eficacia y comportamiento de
farmacos antidepresivos en roedores. Fueron Porsolt y sus colegas quienes
desarrollaron el método debido a la falta de modelos experimentales que pudiera
simular la enfermedad depresiva y al mismo tiempo mostrar la sensibilidad al

tratamiento farmacoldgico para la depresion. 151¢

Por otro lado, existen diversos métodos para estudiar irregularidades en la sintesis
de serotonina. Se sabe que la concentracion de serotonina esta en relaciéon al
triptéfano dietético, una de las formas tipicas de estudiar estas irregularidades es
disminuyendo el sustrato triptéfano para la sintesis cerebral de serotonina. Una de
las prueba de mayor efecto sobre la concentracion de triptdfano sérico es la prueba
de deplecién y recarga de tript6fano mediante la ingesta de un brebaje depletado

en triptéfano. 17

El objetivo principal del presente estudio experimental es conocer una proporcion
dietética adecuada de triptéfano en relacibn a aminoacidos competidores por
transportador (metionina y valina) que favoreceria la sintesis de serotonina a
niveles fisioldgicos relacionados a la neuroconducta expresada en tiempos de

inmovilidad de la prueba de nado forzado.

Evaluar si la incorporacién de glucosa dietética resultaria favorable para disminuir
la competicion entre triptéfano y aminoacidos neutros (metionina y valina)
comparando el efecto dosis respuesta sobre el registro del tiempo de inmovilidad

en la prueba de nado forzado.
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Asi mismo determinar si existe correlacidon entre el incremento en las proporciones
de dichos nutrientes y el tiempo de inmovilidad al ser manipulados en las diferentes

formulaciones.

20



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes de la investigacion
Dawn M Richard, Micahel A Dawes, et al., (2009), publicaron una revision
gue incluye la farmacocinética de triptéfano asi como las influencias y
modelos experimentales sobre la biodisponibilidad del mismo y sus efectos
en la reduccion en la sintesis de serotonina. Uno de los modelos
experimentales contemplaba el uso de paraclorfenialanina (PCPA) conocido
también como fenclonina en ratas, la cual bloquea la sintesis de serotonina
pero observaron que el proceso se revierte al ingerir mas triptéfano. Otro
modelo examinado fue la reduccion de la sintesis de serotonina mediante la
restriccion de ingesta dietética de triptéfano, comprobaron que la restriccion
redujo lentamente su biodisponibilidad, sin embargo, presentaron
limitaciones por el periodo relativamente largo en restricciones dietéticas en
humanos (10 dias en promedio). La deplecion aguda y recarga de triptéfano
fue el modelo que resulté en un maxima depleciéon plasmatica transitoria de

triptéfano sugiriendo dicho método como el mas efectivo. 7

Hood SD, Bell CJ y Nutt DJ (2005), en su estudio cuyo objetivo fue proveer
una revision respecto del triptéfano como aminoacido esencial, con énfasis
en su rol para la sintesis de serotonina cerebral, investigan sobre las
metodologias para la manipulacién de triptéfano. Indican que uno de los
métodos mas usados para reducir la sintesis de serotonina cerebral es
reduciendo la biodisponibilidad de triptéfano en ratones manipulando la
enzima triptéfano hidroxilasa, paso primero limitante para la ruta metabdlica
en la sintesis de serotonina. Esto se logra con el uso de paraclorofenilalanina
(PCPA), aminoacido sintético inhibidor selectivo de la triptéfano

hidroxilasa. 18

Marsh DM, Dougherty DM, et al., (2002), indican que la deplecién aguda de
triptéfano, es uno de los métodos mas utilizados y que logra alcanzar un
maximo de deplecion transitoria en cinco a seis horas. El procedimiento
incluye la administracion de un brebaje que contiene 100g de 15

aminoacidos excepto triptofano (ver tabla 1). La ingesta de este brebaje
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resulta en dos procesos separados que reducen la biodisponibilidad de
triptéfano para atravesar la barrera hematoencefalica. Primero la gran
cantidad de aminoacidos estimulan la sintesis proteica en el higado
aprovechando el triptéfano circulante preexistente. Segundo, la poca
concentracion de triptéfano plasmatico en proporcién a los amino&cidos
neutros maximiza la competencia por transportador para atravesar la barrera
hematoencefalica. El resultado es una reduccion significativa de la sintesis
de serotonina cerebral en humanos, primates no humanos y en cerebro de
ratas. 17723

Tabla 1: Formulacion de aminoacidos en 50g y 100g de brebaje
para deplecién y recarga de L-tript6fano.

Formulacidn :Triptéfano 50g 100g
Deplecién L-Triptofano 0,0 0,0
Recarga L-Tript6éfano 5,15 10,30
15 amino4cidos

L-alanina 2,75 5,50
L-arginina 2,45 4,90
L-cisteina * 1,35 2,70
Glicina hidromonoclorhidro 1,60 3,20
L-histidina* 1,60 3,20
L-leucina* 4,00 8,00
L-lisina 4,45 8,90
L-metionina* 1,50 3,00
L-fenilalanina* 2,85 5,70
L-prolina 6,10 12,20
L-serina 3,45 6,90
L-treonina* 3,25 6,50
L-tirosina* 3,45 6,90
L-valina* 4,45 8,90
Deplecién, total gramos 50,00 100,00
Recarga, total gramos 55,15 110,30

*Aminoacidos competidores (CAA)

Fuente: Dawn M Richard et al. L-Tryptophan: Basic metabolic functions,
behavioral research and therapeutic indications. International Journal of

Tryptophan Research, 2009.

22



Comai S, Bertazzo A, Caretti N, Podigurna-Stopa A, Luisi S y Costa CVL
(2013), analizaron los niveles séricos de triptéfano, serotonina y 5-
hidroxitriptofano en mujeres con tres formas distintas de amenorrea: 16
pacientes diagnosticadas con anorexia nerviosa, 60 pacientes con
amenorrea funcional del hipotdlamo, 14 pacientes con hiperprolactinemia.
Los datos fueron comparados con un grupo de 25 mujeres sanas. El
triptofano sérico fue significativamente menor (p<0,05) en el grupo de
anoréxicas (11,64 +-0,53ug/ml). El estudio también mostré que las mujeres
afectadas por diversas causas de amenorrea presentaban alteraciones en el
metabolismo de triptéfano via serotonina pero en particular, hubo una mayor
y marcada diferencia entre los subgrupos de pacientes con anorexia

nerviosa. %*

Cruz Rubens et al., (1991), realizaron un estudio experimental en roedores
para observar el efecto de dietas con distintos niveles de triptofano (Try),
para ello utilizaron alimentos con diversas concentraciones de triptéfano
como harina de soja (alta disponibilidad de Try) y zeina suplementada con
Try (igual disponibilidad de la soja) fueron observados en el “open field”,
durante el 8-13 y 25-30 dias de vigencia de las respectivas dietas. El grupo
alimentado con zeina presentd promedios de locomocion y de exploracion
vertical (alzarse) significativamente mayores (p<0,05) que los demas en el
primer periodo de observaciones. Estas diferencias no fueron observadas en
la segunda fase de observaciones cuando los grupos mantenidos con zeina
y zeina + Try se presentaban bajo fuerte deplecidn proteica. Los resultados
sugieren que la menor disponibilidad del Try de la dieta y por extension de la
5-HT cerebral aumenta la actividad exploratoria, lo que puede significar

menor nivel de emocionalidad. 2°

Betancourt Lépez et al., (2005), estudiaron el comportamiento y parametros
reproductivos de 288 codornices (Cotumix Cotumix Japdnica) en una granja
comercial suplementadas con triptéfano como precursor del neurotransmisor
serotonina. Se utilizaron niveles 0 (T1), 1,25mg/dia (T2) y 2,5mg/dia (T3). El
grupo control presentd un mayor numero de aves (p<0,05) con posicion
agresiva ante un estimulo externo, comprobandose con este estudio que el

triptofano reduce la agresion y estabiliza el comportamiento social.
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Igualmente, el nimero de aves con dorso desplumado fue superior en el
grupo testigo. Durante el periodo evaluado se presentdé un mejor peso del
huevo, mejor conversion de alimento y mayor ganancia de peso de los
grupos suplementados con triptéfano. Demostrandose claramente el efecto

positivo del triptéfano sobre el comportamiento agresivo de la codorniz.(26)

Se realiz6 una busqueda virtual en la Biblioteca Cochrane para la frase
Triptéfano y hidroxitriptamina (5-HT o serotonina) para la depresion. Shaw Kk,
Turner J, Del Mar C, en la revision Cochrane traducida (2008), encontraron
108 ensayos donde el objetivo era determinar si el 5-HT y el tript6fano son
mas eficaces que el placebo, y si su uso es fiable para tratar trastornos
depresivos en personas adultas. Los investigadores que participaron
informaron que los sintomas de depresién disminuyeron cuando se
compararon el 5-HT vy el triptéfano con un placebo no farmacolégico. Cabe
sefialar que en dichos estudios se report6é que se habian presentado efectos
secundarios (mareos, nauseas Yy diarrea). Del mismo modo se evidencio
asociacion del triptéfano con la aparicion de una enfermedad mortal. Una de
las conclusiones de dicha revisiéon fue que se necesitan mas pruebas para
evaluar la eficacia y seguridad del triptéfano antes de poder establecer
conclusiones significativas o determinantes. Mientras tanto, los revisores
sugieren que resulta mas conveniente el uso de antidepresivos ampliamente
estudiados y que no presentan efectos secundarios potencialmente mortales
reportados. 27

Madelyn H Fernstrom y John D Fernstrom (1995), midieron la concentracion
de triptofano y serotonina cerebral, luego de alimentar a ratas
secuencialmente con dos comidas. Un grupo de ratas ingiri6 en ayunas,
primero una comida a base de carbohidrato y luego de 2 horas, una comida
a base de proteinas. Otro grupo de ratas ingirié en ayunas primero la comida
a base de proteina y luego de 2 horas la comida a base de carbohidratos.
Los resultados mostraron que cuando la primera comida era de
carbohidratos, la concentracion de tript6fano y sintesis de serotonina
cerebral se incrementaban pasadas las 2 horas Estos resultados se
extienden a 4 horas si primero ingerian la proteina. A las 2 horas de ingerir

primero proteina no habia cambios en la sintesis de serotonina ni
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concentracion de carbohidratos tampoco se registraron cambios en una
segunda comida de carbohidratos 2 horas después. Sin embargo, la ingesta
de carbohidratos 3 horas después a la ingesta de proteinas incrementé la
concentracion de triptéfano y sintesis de serotonina cerebral luego de 2
horas El articulo concluye que la concentracion de triptéfano y sintesis de
serotonina responden a una ingesta secuencial de comidas con
carbohidratos o proteinas si hay un intervalo de tiempo suficiente entre cada

comida. 28

Ardis TC, Cahir M, Eliott JJ, Bell R, Reynolds GP, Cooperen SJ (2009),
examinaron los efectos de la deplecién de triptéfano sobre la concentracion
de noradrenalina, dopamina y serotonina. Haciendo un seguimiento a la
administracion oral de mezclas de aminoacidos con triptéfano y de
aminoacidos libre de tript6fano determinaron la concentracion de los
neurotransmisores y triptéfano libre en plasma mediante High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) con deteccion electroquimica. Encontraron
que la concentracion plasmatica de triptéfano libre se redujo significativa y
sustancialmente en un 79% en ratas que ingirieron la mezcla de aminoacidos
libre de tript6fano, en comparacion con aquellas que ingirieron la mezcla de
aminoacidos con triptéfano. Se registré una reduccién significativa de la
serotonina y del 5-hidroxiindolacético en diversas regiones del cerebro de la
rata, mas no se alter6 significativamente la concentracion de noradrenalina
y dopamina en ninguna de las regiones del cerebro analizadas en dicho
estudio. Este es otro estudio que evidencia que la administracion de una
mezcla de aminoacidos libre de triptéfano en ratas, puede reducir
significativamente la concentracion de triptdfano libre en plasma a niveles
comparables en los reportados en estudios en humanos. Estos resultados
indican que cambios conductuales y cognitivos producidos por la deplecion
de triptéfano en estudios preclinicos y clinicos, estan relacionados a efectos

especificos en el sistema serotoninérgico. 2°

Dawn M Richard, Michael A Dawes, Charles W Mathias, Ashley Acheson,
Nathalie Hill-Kapturczak y Donald M Dougherty (2009), indican que como

precursor de serotonina, estudios experimentales han mostrado que el rol de
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L-triptéfano en la sintesis de serotonina, es un factor importante en el estado

de animo, la conducta y capacidad cognitiva. ’

Badawy et al. (2010), indican que el triptéfano plasmético es un pardmetro
periférico importante para evaluar el ingreso de triptéfano al cerebro para la
sintesis de serotonina cerebral. Sin embargo el triptéfano libre en plasma es
muy labil y facilmente influenciado por diversos moduladores como el ayuno,
la ingesta de alimentos, medicamentos, consumo de alcohol y bebidas
calientes comunes, consumo de drogas ilicitas, algunas hormonas, ejercicios
y estrés. La interpretacion de los cambios plasmaticos del triptéfano libre
requiere de una metodologia analitica y la consideracion de moduladores

fisioldgicos y farmacoldgicos descritos en la revision. 3°

Newsholme et al. (2006), publican un articulo en el que explica que los
cambios en la concentracion de serotonina cerebral han sido sugeridos como
una de las causas de fatiga ante la actividad fisica. Similar a lo que otros
autores sostienen respecto de la biodisponibilidad de triptéfano sérico y su
relacion en la sintesis de serotonina cerebral, sostiene que el paso limitante
para la sintesis de serotonina es el transporte de triptéfano a través de la
barrera hematoencefalica. Afirma que el transporte esta influenciado por la
fraccion biodisponible de triptéfano y la concentracion de amino&cidos
neutros que incluyen leucina, isoleucina y valina y que ademas son
transportados por la misma via. Se han publicado estudios en humanos que
han mostrado que el ratio plasmatico de triptéfano libre/aminoacidos neutros,
se incrementa y que el triptéfano es captado por el cerebro durante el
ejercicio de resistencia, sugiriendo que esto podria incrementar la sintesis
de serotonina en el cerebro. Menciona también que la ingesta de
carbohidratos durante el ejercicio, retrasa el posible efecto de los
aminoacidos neutros sobre la fatiga, aspectos que se pueden contrastar en

el presente estudio. 3!

El modelo experimental de nado forzado fue publicado hacia el afio 1977 por
Porsolt y colaboradores, es una prueba validada y ampliamente utilizada
desde su desarrollo hasta la actualidad por investigadores en diversas partes

del mundo incluyendo el Perg. 1>16
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Este modelo experimental se utiliza para la evaluacion del comportamiento
de los farmacos antidepresivos, la eficacia antidepresiva de nuevas drogas,
y las pruebas experimentales que requieren la simulacion o la prevencion de
estados depresivos. Para la prueba los roedores son sometidos a nadar en
cilindros con agua sin lugar a escape y en un margen estrecho de espacio.
Lo que se observa en la dindmica es un primer periodo de nado vigoroso
luego del cual puede producirse momentos de inmovilidad en la que se
observa una postura caracteristica con esfuerzo por sostener la cabeza fuera
del agua, como respuesta al aprendizaje de no poder escapar y que los
autores interpretan como pérdida de esperanza. A estos momentos de
inmovilidad se le conoce también como “conducta de desesperanza”. En las
pruebas con el modelo experimental se demostré6 que los tiempos de
inmovilidad se reducian significativamente con el uso de antidepresivos, la
medicion del tiempo de inmovilidad cuando el roedor esta frente a una
situacion de la cual no puede escapar es el indicador para medir el efecto o
dosis respuesta de la sustancia en estudio. La prueba de nado forzada tiene
buena validez predictiva y presenta ventajas en relacion a otras pruebas
similares: permite obtener resultados en tiempos cortos y a bajo costo para

la deteccion de sustancias con potencial efecto antidepresivo. 3273°

Estudios que comparan la accién farmacolégica de sustancias
antidepresivas utilizan la prueba de nado forzado para observar la
neuroconducta. Un estudio cubano compara los efectos de D-004,
imipramina y sertralina en el modelo de nado forzado en ratones, alli se
observd que las sustancias antidepresivas redujeron el tiempo de
inmovilidad para dicha prueba en roedores. Consideran la prueba como uno
de los mas empleados para evaluar eficacia de antidepresivos, aun cuando
existen patrones distintivos segin su modo de accién, por ejemplo los
inhibidores selectivos de la recaptura noradrenérgica y dopaminérgica
(desipramina, maprotilina, y bupropion) disminuyen la inmovilidad vy
aumentan la conducta de escalado y los inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (5HT) (fluoxetina, paroxetina, sertralina) reducen

la inmovilidad y aumentan el nado. 3©
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Investigadores peruanos de la Facultad de Medicina de la Universidad San
Martin de Porras estudiaron el efecto antipsicotico y conductual de Maytenus
macrocarpa, arbol nativo de la regibn amazonica del Perd popularmente
denominado como Chuchuhuasi, para dicho estudio utilizaron pruebas en
roedores como la prueba de Irwin para evaluar presencia o ausencia de
letalidad, convulsiones, sedacion, excitacion entre otros, asi como la prueba
de nado forzado para evaluar efectos antidepresivos. Encontraron mayor
tiempo de inmovilidad para Maytenus macrocarpa en comparacion con el

farmaco haloperidol. 37

1.2 Bases teodricas

1.2.1 Aminoécidos generalidades
Los aminoacidos son moléculas biolégicas que cumplen con ciertas
caracteristicas estructurales, estan constituidas por un grupo carboxilo
(-COOH), un grupo amino (-NH?), un atomo de hidrégeno y una cadena
lateral que diferencia un aminoacido de otro y que aporta propiedades
particulares. Esta cadena lateral o grupo R varia en estructura y carga
eléctrica, cualidad que permite su clasificacion. Todos estos
componentes estan unidos a un atomo de carbono central (Cz) llamado
alfa. Los grupos R que distinguen un aminoacido de otro, también se
unen al carbon-alfa excepto en el caso de la glicina en donde el grupo
R es el hidrégeno. Los aminoacidos son moléculas que desarrollan
multiples funciones en las células, una de las cuales es servir como
monomeros a partir de los cuales se construyen otras moléculas
biol6gicamente activas, forman cadenas polipeptidicas de proteinas
donde los aminoacidos se presenta en la forma L-estereoisémeros.
Casi todas las proteinas tiene sus estructuras constituidas, en diversas
proporciones por 20 L-alfa-aminoacidos, estos resultan relevantes para
hacer proteinas en los mamiferos. Otras proteinas estan constituidas
por otros L-alfa-aminoacidos derivados de los 20 basicos productos de
procesos que ocurren después de la formacion del esqueleto
polipeptidico, de alli la diversidad biologica. Varios otros aminoacidos
se encuentran en el cuerpo, libres o combinados (es decir no asociados

a péptidos o a proteinas). Estos aminoacidos que no estan asociados
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1.2.2

a las proteinas tienen funciones especializadas. Varios de los
aminoécidos que estan en las proteinas también tienen funciones
distintas a las de formacion de péptidos y las proteinas, por ejemplo
tirosina en la formacion de hormonas tiroideas o glutamato que actua

como neurotransmisor. 38

Clasificacion aminoéacidos neutros

Se utilizan diversos criterios para clasificar los aminoacidos. La
estructura quimica y carga eléctrica de los aminoacidos permiten
clasificarlos facilitando asi el conocimiento de sus propiedades, aspecto
fundamental para el entendimiento de la bioguimica. Los aminoacidos
pueden agruparse segun la propiedad de su grupo R, su polaridad o
tendencia a interactuar con el agua a un nivel de pH biolégico es decir,
cercano a 7. La polaridad del grupo R puede ser totalmente apolar o
hidrofébico es decir, insoluble en agua o altamente polar o hidrofilico,
es decir soluble en agua. Los siguientes aminoacidos pertenecen al
grupo R neutro apolar alifatico, son hidrofébicos: glicina, alanina, valina,
lecucina, isoleucina y prolina. Son importantes para las interacciones
hidrofébicas dentro de las estructuras proteicas. Otro grupo son los R
neutros aromaticos, son relativamente apolares y pueden participar en
interacciones hidrofébicas especialmente cuando los grupos
aromaticos se apilan (uno sobre otro) estos son fenilalnanina, tirosina y
tript6fano poseen la propiedad de absorber luz ultravioleta. Los grupos
R neutros polares sin carga son mas solubles en agua o hidrofilicos
debido a que sus grupos funcionales forman puentes de hidrégeno con
el agua, los aminoacidos serina, treonina, cisteina, metionina,
asparagina y glutamina comprenden este grupo. Dos aminoéacidos
tienen grupo R con carga neta negativa a pH 7 (acidicos), el aspartato
y glutamato de ellos se deriva la asparagina y glutamina
respectivamente. Finalmente los aminoacidos con carga neta positiva

a pH 7 (basicos) son lisina, arginina, histidina. 3&3°

Otro punto de vista para clasificar los aminoacidos es por su cadena
lateral: aminoacidos con cadena lateral sin carga y apolar se incluyen

glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
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1.2.3

triptéfano, metionina. Por su cadena lateral sin carga y polar se incluyen
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina. Por su
cadena larga cargada se incluyen acido aspartico, acido glutamico,

histidina, lisina, arginina. *°

Triptéfano

Metabolismo y fisiologia

El triptéfano es un aminoacido neutro aromatico que circula en la
sangre de forma libre o ligada a la seroalbumina. Se sabe que entre el
80% y el 90% del tript6fano ingerido esté presente en el organismo de
forma conjugada y es metabdlicamente inactivo. Por otro lado la union
del tript6fano a proteinas puede verse influenciada por diversas
sustancias como los acidos grasos no esterificados palmitico oleico y
linoleico. Existen situaciones que inducen el incremento de los acidos
grasos no esterificados una de ellas es la descarga de catecolaminas
durante el estrés o el ayuno prolongado y como consecuencia
aumentan el triptéfano libre dado que los &cidos grasos no esterificados

desplazan al triptéfano de los lugares de unién a la albimina. *%42

Un porcentaje pequefio del triptéfano libre llega al sistema nervioso
central, del 10% del tript6fano no conjugado el 8% es metabolizado en
el higado por accion de la triptéfano-2,3-dioxigenasa dando lugar a los
acidos kinureico xanturénico y nicotinico. La metabolizacion hepética
puede influirse por causas diversas. La enzima triptéfano-2-3-
dioxigenasa, antes conocida como triptdfano pirrolasa, puede inducirse
por glucocorticoides y por el propio triptéfano. El 2% restante accede al
sistema nervioso central para su utilizacion en la sintesis proteica, se
produce un acumulo en las células gliales para actuar como sustrato en

la sintesis de indolaminas. 3

Otros factores pueden alterar la biodisponibilidad de triptéfano. La
accion de algunos antidepresivos pueden tener efecto sobre el paso de
triptéfano por la barrera hematoencefalica, la nicotinamida, los
antidepresivos triciclicos, la mianserina y la carbamacepina inhiben la

enzima triptéfano-2-3-dioxigenasa, dicha inhibicion enzimatica conlleva
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la disminucion de las kinureinas, que dificultan el paso del triptéfano al

cerebro. 4

El paso del triptéfano a través de la barrera hematoencefalica es un
proceso activo que se realiza de modo competitivo con los aminoacidos
neutros de cadena ramificada (fenilalanina, tirosina leucina, isoleucina,
metionina, histidina y valina) que utilizan el mismo transportador.
Depende, por tanto, de la concentracion de triptéfano libre en plasmay
de las concentraciones plasmaticas de los otros aminoacidos. El
aumento de insulina que se produce tras una ingesta rica en hidratos
de carbono se traduce en una disminucion de los amino4cidos que
compiten con el triptéfano para pasar la barrera hematoencefalica con

lo que se favorece su paso al sistema nervioso central. 4547

El triptéfano se incorpora a la neurona por mecanismos de transporte
activo relacionadas con una ATPasa Na*/K* dependiente se consiguen
concentraciones intraneuronales cuatro veces superiores a las
externas. Solo la forma levogira del triptéfano atraviesa la membrana

neuronal. Compite con la L-metionina, L-tirosina y L-fenilalanina. 48

Requerimiento y estimaciones de ingesta de triptéfano dietético

Beckmann en su publicacién del afio 1983 estimé que el aporte de
triptéfano dietético en la dieta occidental habitual es cerca de 0,5g de
triptéfano diario, del que solo el 2% al 3% se utiliza en la produccién

central de serotonina. #°

De acuerdo al reporte del afio 1985 del grupo de expertos de
FAO/OMS/UNU se publicaron los requerimientos de aminoacidos

esenciales por edades. Estos se detallan en la tabla 2. >0
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Tabla 2. Estimaciones de requerimiento de aminoacidos en
diferentes edades (mg/kg por dia)

Infantes Nifios Escolares Adultos
Aminoéacidos (3-4 meses) (2 afios) (10-12 afos)
(ref. 12) (ref. 82, 83) (ref.12) (ref.86) (ref.12)

Histidina 28 ? ? ? [8-12]
Isoleucina 70 31 30 28 10
Leucina 161 73 45 44 14
Lisina 103 64 60 44 12
Metionina + cisteina 58 27 27 22 13
Fenilalanina + tirosina 125 69 27 22 14
Treonina 87 37 35 28 7
Triptoéfano 17 125 4 3.3 3.5
Valina 93 38 33 25 10
Total amino&cidos

esenciales 714 352 261 216 84

Fuente: FAO/WHO/UNU. Energy and Protein Requirements. Report of a
joint FAOA/WHO/UNU Expert Consultation. Technical Report Series no.
724, World Health Organization, Geneva, Switzerland. 1985.

Otros autores presentan también recomendaciones de ingesta diaria y
estimaciones de ingesta de triptéfano, mencionando que la tipica ingesta
de triptéfano para muchos individuos es aproximadamente entre 900 a
1000mg diarios, mientras que la ingesta diaria recomendada para
adultos se estima entre 250mg/dia y 425mg/dia. Esto se traduce a una

ingesta diaria recomendada de 3,5 a 6,0 mg/kg de peso por dia. 7

1.2.4 Metionina
e Metabolismo y aspectos fisioldégicos
La metionina es un aminoacido neutro apolar metabolizado
principalmente en el higado via transmetilacion/transulfuracion la
sintesis de novo no se da en el cuerpo humano por lo que es
considerado aminoacido esencial. La cisteina, se forma a partir de la
transferencia del atomo de azufre de metionina. Cuando hay exceso

dietético de metionina sus atomos de carbono pueden utilizarse para la
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1.2.5

1.2.6

generacion de energia o para la gluconeogénesis mientras que su
atomo de azufre es tomado para formar el sulfihidrilo de la cisteina.
Este aminoacido es activado por la sintesis de S-adenosilmetionina,
este compuesto es el principal donador de los grupos metilo para la
mayoria de reacciones de transmetilacion en el cuerpo humano. El 80%
de la metionia se transforma en cisteina, para ello interviene el folato y

sus derivados, la vitamina B12, y la homocisteina metiltransferasa. *%°*

Valina

Metabolismo y aspectos fisioldgicos

Es un aminoacido neutro apolar alifatico, junto a leucina e isoleucina
son considerados de cadena ramificada representando entre el 20% a
30% de los aminoacidos provenientes de la dieta. A diferencia de otros
aminoacidos estos no son sintetizados a nivel intestinal o hepatico
ambos tejidos con baja actividad enzimatica para estos aminoacidos,
sin embargo alguna actividad por transaminasas puede ocurrir para
estos aminoacidos. La concentracién plasmatica de valina se
incrementa pos ingesta de alimentos, cantidades excedentes de valina
son catabolizadas en tejidos periféricos como musculo esquelético,

corazoén, tejido adiposo y rifiones. 4051

Requerimientos de aminoéacidos

Las estimaciones sobre requerimientos vienen actualizandose cada
cierto tiempo luego de trabajos exhaustivos de Comités de Expertos,
estas mismas pueden tener variaciones segun el método utilizado para
dicha estimacién. La tabla 3 muestra el patrbn de composicion
aminoacidica de las proteinas dietarias estimada al afio 2004 como

miligramos de aminoéacido en relacion al total de proteina. >%°3
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Tabla 3: Patron de composicién (mg aa/ g proteina)

Reeds Reeds Reeds Millward
FAO FAO FNB/ Comité Comité Comité
OMS OMS USA Expertos Expertos Expertos
UNU UNU
1985 2001 2002 2004 2004 2004 1999
Adultos  Adultos Adultos la4 10a 14 14 a 18 Adultos
afios afios afos
Histidina 16 18
Isoleucina 13 29 25 36 32 30 30
Lisina 16 45 55 63 58 53 31
Leucina 19 59 47 52 47 42 33
Met + Cys 17 20 25 32 28 26 27
Phen + Tyr 19 59 47 52 47 42 33
Treonina 9 23 27 43 36 34 26
Triptéfano 5 8 7 11 9 8 6
Valina 13 38 32 40 36 32 23
Fuente: Recomendaciones nutricionales para el ser humano: actualizacion. Instituto

de Nutricion e Higiene de los Alimentos. Cuba, 2004.

1.2.7

Serotonina

Descripcion y sintesis

La 5-hidroxitriptamina o 5-HT o serotonina es una amina biégena
compuesta por un anillo inddlico y una cadena lateral tilamino. Se
puede detectar neuroquimica e histoquimicamente. Es una sustancia
muy difundida en los reinos animal y vegetal. En los mamiferos,
aproximadamente el 90% de la serotonina total se localiza en las
células enterocromafines del intestino, alrededor del 8% en las
plaquetas y el 2% restante en el sistema nervioso central,
particularmente en la glandula pineal y en el hipotalamo. En la ratay en
el ratdn, la serotonina se encuentra también en los mastocitos junto con
la histamina. Los mastocitos humanos probablemente no contienen
serotonina. La serotonina se sintetiza en las diversas localizaciones
mencionadas excepto en las plaquetas, donde se concentra
activamente. La forma usual de serotonina consiste en una sal doble
de sulfato de creatinina. Algunas frutas como los platanos contienen
gran cantidad de serotonina, pero su consumo no supone amenaza de
intoxicacion debido a que la amina no se absorbe bien en el tubo
digestivo y es rapidamente metabolizada. Sin embargo, la ingestion de

alguna de ellas puede aumentar la excrecion urinaria de sus
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metabolitos. 4°

La sintesis de serotonina cerebral se encuentra intimamente
relacionada al triptofano. Este aminoacido es precursor del
neurotransmisor y pasa por un proceso de hidroxilacién por oxigenasa
y tetrahidrobiopterina en el carbono 5, como resultado se tiene 5-
hidroxitrptéfano, paso previo a la formacion de serotonina y 5-
hidroxitriptamina. La relevancia del triptéfano no sélo se debe al hecho
de ser sustrato sino también a que varios estudios han demostrado que
la concentracién de serotonina cerebral es directamente proporcional
al triptéfano plasmatico y cerebral. Asi la ingesta dietética de triptofano,
se sabe influye en la cantidad de serotonina cerebral y en general en el

cuerpo humano. !

Implicancia fisiolégica y patolégica de la serotonina

La serotonina se ha implicado en numerosos procesos fisiologicos y
patolégicos. Entre las funciones fisiologicas en las que se cree
interviene la 5-KT se incluyen el suefio, el dolor, la tension arterial,
composicién del liquido cefalorraquideo, el control de la temperatura,
el funcionamiento del sistema nervioso a nivel entérico, la ovulacion, la
conducta sexual, la respuesta al estrés y los procesos de aprendizaje.
Se han descrito alteraciones serotoninérgicas en el sindrome
carcinoide, en los trastornos afectivos, obsesivo-compulsivo, por
angustia, por déficit de atencion, de la alimentacion, en la conducta
suicida, en la agresién, en la toxicomania, alcoholismo, en el sindrome
afectivo estacional y el hipercinético, en los sindromes psicéticos de la
infancia, en la fenilcetonuria, en la migrafia, en la hipotonia del

Sindrome de Down y en la enfermedad de Alzheimer. #°

Anatomia del sistema serotoninérgico

El sistema serotoninérgico consiste en un grupo morfolégicamente
diverso de neuronas, cuyos cuerpos celulares se sitlan en los ndcleos
del rafe del tronco cerebral y en algunas regiones de la formacion
reticular, y complejos sistemas axonales que se extienden virtualmente

a todas las regiones del cerebro pero con particular densidad al cortex
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cerebral sistema limbico, ganglios basales, muchas regiones del tronco
y materia gris del cordon espinal. Los estudios en mamiferos coinciden
en dividirlo en dos grupos: grupo caudal, cuyas proyecciones se
extienden fundamentalmente al cordén espinal y grupo rostral cuyos
cuerpos celulares se sitian en el puente y mesencéfalo y aseguran la

inervacion de la parte anterior del cerebro. 4%5*

Metabolismo de la serotonina

El metabolismo serotoninérgico se inicia a partir del aminoécido
esencial triptéfano, que solo puede obtenerse a través de la dieta. Las
etapas en la biosintesis serotoninérgica son: una hidroxilacion y una
decarboxilacion. El triptéfano es hidroxilado y la reaccion es catalizada
por la triptéfano hidroxilasa, enzima muy especifica de la serotonina.
Requiere la presencia de la tetrahidrobiopterina como cofactor y del
oxigeno. Su valor de Km frente al triptéfano es muy superior a la
concentracion intracerebral por tanto la enzima no esta saturada. Una
variacion en la concentracion intracerebral del triptofano puede
provocar variaciones en la sintesis de 5-HT. La decarboxilacion tiene
lugar por una decarboxilasa con propiedades comunes con la DOPA
descarboxilasa, enzima que interviene en la biosintesis
catecolaminérgica. Exige fosfato de piridoxal como cofactor el 5-HTP
se descarboxila en la cadena lateral para convertirse en 5-
hidroxitriptamina o serotonina. La administracion de 5-HTP, provoca un
aumento de 5-HT en el cerebro, ello también ocurre en menor
proporcion en las neuronas catecolaminérgicas debido al

reconocimiento del sustrato por la DOPA. #9547

La etapa limitante de la sintesis serotoninérgica es la de la hidroxilacién
ya que la velocidad de la reaccion es muy inferior a la de la
decarboxilacién. La  hidroxilacién es inhibida por la
paraclorofenilalanina que se fija de modo irreversible sobre la enzima.
La triptéfano hidroxilasa puede inhibirse por el producto final. Dicha
inhibicion disminuye al aumentar la liberacion o con el tratamiento con

el farmaco reserpina. #9547
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1.3 Definicion de términos
Alimentacion: es el proceso que inicia desde que se elige un alimento,

ingresa al cuerpo y es absorbido por las vellosidades intestinales. >2

Aminoacidos aromaticos: se incluye los aminoécidos fenilalanina, triptéfano

y tirosina y estan incluidos ademas en los neutros polares o apolares. >°

Aminoacidos competidores de triptéfano (CAA): grupo de aminoacidos
neutros cuya competencia radica en la afinidad por el mismo transportador
sérico en relacién al aminoacido triptéfano entre ellos se incluye la valina y

metionina. 17-60

Aminoé&cidos neutros: son moléculas constituyentes de las proteinas. Existen
muchas formas de clasificarlas, comunmente va en funcién a las
propiedades que se observan en su cadena lateral o grupo R. Asi se tiene
aminoacidos neutros polares, aminoacidos neutros apolares, aminoacidos

de carga negativa, positiva 0 aminoacidos aromaticos. 383°

Aminoéacidos ramificados (BCAAs): agrupa a los aminoacidos esenciales
leucina, valina, isoleucina poseen en su estructura quimica una residuo

ramificado comparten una ruta y destino metabdlico. 5261

Biodisponibilidad: cantidad o grado de nutriente, sustrato o sustancia

disponible para las células o tejido. >°

Dieta: es el conjunto de alimentos o materia habitualmente elegidos e

ingeridos por un individuo para su alimentacion. >8

Dieta desequilibrada: alimentacion desproporcionada en nutrientes con

posibles deficiencias o excesos de los mismos. 8

Dieta equilibrada: Es el conjunto de alimentos que ingiere el individuo y que
cumple con las cuatro leyes basicas de la nutricion: ser suficiente en energia,
completa en nutrientes, guardar las proporciones de nutrientes segun el
requerimiento diario recomendado, adecuada al organismo en relacion a su

estado de salud, edad y habitos individuales. >8
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Estimacion de ingesta: cantidad promedio que se estima una poblacion

consume de un nutriente o alimento. 6263

Ingesta adecuada (Al): es el valor estimado de nivel de ingesta empleado
cuando no puede establecerse un valor de RDA o valor de ingesta
recomendada. Este dato es resultado de aproximaciones que se obtienen de
observaciones o de experimentacion en uno 0 mas grupos de personas

sanas. 6293

Metabolismo: comprende mudltiples reacciones quimicas en que la materia
se utiliza como energia o pasa por multiples transformaciones para formar
materiales que constituyen las diferentes células o son almacenadas.

Empieza en el momento en que los nutrientes son absorbidos. 2

Nutricién: hace referencia a la resultante de tres procesos que comprenden
la alimentacion, el metabolismo y la excrecién de sustancias que ingresan al

organismo con el objetivo de mantener la integridad del individuo y la vida.
58,59

Requerimiento diario recomendado (RDA): es el valor del nivel de ingesta
diaria de un nutriente que resulta suficiente, es decir sin carencia ni
excedente para cubrir las necesidades de casi todos (97,5%) los individuos
sanos, segun edades, sexo y situaciones de embarazo y lactancia de la

poblacion. 6263

Serotonina cerebral: biomolécula que ejerce funcién de neurotransmisor es

sintetizado a partir de triptéfano dietético. *
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CAPITULO Il

METODOLOGIA
2.1. Tipo y disefio de investigacion
Estudio experimental, analitico, prospectivo, longitudinal triple ciego de
variables cuantitativas, realizado en el Instituto de Investigacion de la

Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martin de Porres.

2.2. Disefio muestral

2.2.1.Poblacion de estudio
Ratones albinos especie Mus musculus. Los roedores procedieron del
bioterio del Centro Nacional de Productos Biolégicos del Instituto

Nacional de Salud del Perd.

2.2.2.Criterios de seleccion
Ratones albinos machos de la misma cepa BALB/c albino 1 especie Mus
musculus, y de peso promedio 25g. Se siguieron los lineamientos éticos
citados en el Current Protocols and Pharmacology > y en The Mouse in

Biomedical Research Normative Biology Husbandry. ©6®

2.2.3.Muestra
2.2.3.1 Muestra bioldgica

Se emplearon 90 ratones albinos machos de la misma cepa BALB/c

albino 1, especie Mus musculus, y de peso promedio 259.

2.2.3.2 Formulaciones en evaluacién
2.2.3.2.1. Muestra dietética

Dieta normal o estandar para roedor, dieta especial para
deplecién y recarga. Aminoacidos aislados en polvo, L-triptéfano,
L-metionina y L-valina, grado Feed. Dextrosa al 5% de laboratorio
B/BRAUN, agua destilada. La dieta normal y las dietas de
deplecién y recarga se elaboraron y adquirieron en la Fundacion
para el Desarrollo Agrario de la Facultad de Ingenieria de Industria
Alimentaria de la Universidad Agraria La Molina. Los aminoacidos

L-triptéfano, L-metionina y L-valina fueron donaciones de la
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2.2.3.2.2.

empresa Montana S.A. se adjunta en el anexo 2, 3y 4 certificacion
y grado de pureza de los aminoacidos.

Formulacion dietética

Para el desarrollo de las formulaciones se tomaron los valores del
brebaje descritos en la metodologia de la prueba de deplecion
aguda de triptéfano y recarga segun Dawn M Richard, et al.,
(2009). 17 A los ingredientes de la dieta normal estandar para
roedores, se le elimind el ingrediente torta de soya (fuente
proteica) e incrementd maiz que naturalmente es pobre en
triptéfano y de costo accesible, asi se obtuvo la dieta depletada.
A partir de la dieta depletada se desarrollaron las recargas con
distintas concentraciones de tript6fano, metionina y valina
agregando cada aminoacido en proporciones distintas segun el
disefio de cada grupo experimental. Adicionalmente dos de los
grupos recibieron dextrosa al 5% via oral. Para la elaboracion de
las formulaciones, los especialistas de la Universidad Nacional
Agraria la Molina con ayuda de la computadora utilizaron el
método de programacion lineal en el cual se generan cuatro
archivos con la siguiente data: el valor nutritivo de los
ingredientes, otro archivo con los requerimientos nutricionales, los
archivos de restriccion de ingredientes (listas con niveles de
ingredientes para cada dieta), otro de restriccion de nutrientes
(listas con las restricciones de nutrientes es decir los niveles
minimos de requerimientos) para cada dieta, en base a esta
informacion, el programa define los niveles de ingredientes que
aportan nutrientes solicitados al minimo costo. Segun estos
resultados se prepararon los ingredientes los cuales fueron
molidos hasta alcanzar un tamafio de particula de 600 micrones
(0,6 mm de diametro). Luego se pesé y para lograr la uniformidad
de 95% (homogenidad) se mezcld utilizando un micro mezclador
horizontal de paletas de acero inoxidable, durante 6 minutos.
Finalmente fueron etiquetados y embolsados por tipo de

formulacion. La tabla 4 y 5 describen los ingredientes y valor
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nutricional de la dieta normal y dieta depletada. La tabla 6 detalla
las proporciones de triptéfano, metionina, valina y/o glucosa

recibida por cada grupo experimental.

Tabla 4. Ingredientes de la dieta normal y dieta

depletada
Ingredientes Dieta normal Dieta depletada
Maiz 65,729 95¢g
Torta de soya, 47 26,299 0
Aceite de soya 6,329 2,69
Carbonato de calcio 1,169 1,199
DL-Metionina 0,21g 0,339
Pre mezcla de 0,19 0,1g
Vitaminas y Minerales
CL-Colina, 60 0,19 0,1g
Sal 0,19 0,1g
Fosfato dicalcico 0 0,28¢g
L-Lisina 0 0,22¢g
L-Treonina 0 0,08¢g
Total kilos 100 100
Contenido nutricional
Triptoéfano 0,25% 0,09%
Metionina 0,50% 0,50%
Valina 0,91% 0,48%
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Tabla 5: Composicion nutricional de la dieta normal y

dieta depletada

Nutriente

Dieta normal

Dieta depletada

Materia seca
Proteina

Fibra

Grasa

Energia Metabdlica
Lisina
Metionina
Met-Cist
Arginina
Treonina
Triptéfano
Glicina

Gli-Ser

Histidina
Leucina
Isoleucina
Fenilalanina
Fen-Tir

Valina
Fosfolipido total
Fosfolipido disponible
Calcio

Sodio

Acido linoleico

88,07%
18,0%
2,70%
8,88%
3,50 MCAL/KG
0,94%
0,50%
0,81%
1,22%
0,72%
0,25%
0,77%
1,68%
0,47%
1,70%
0,77%
0,89%
1,65%
0,91%
0,33%
0,11%
0,50%
0,05%
4,71%

86,63%
8,82%
2,38%
6,00%
3,50 MCAL/KG
0,40%
0,50%
0,67%
0,44%
0,40%
0,09%
0,34%
0,72%
0,19%
1,05%
0,30%
0,40%
0,76%
0,48%
0,30%
0,13%
0,50%
0,05%
3,39%
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Tabla 6. Proporciones de triptéfano, metionina, valina y/o glucosa recibida por cada grupo experimental.

Dieta Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
control 1 2 3 4 5 6 7 8
L-Triptéfano 0,25g 0,09g 10,21g 20,42g 30,63g 10,21g 10,21g 10,21g 10.21g
L-Metionina 0,5g 0,5g 2,5¢g 2,5¢g 2,5¢g 5g 7,58 5g 7.5
L-Valina 0,91g 0,48g 8,42¢g 8,42¢g 8,42¢g 16,84g 25,26g 16,84g 25.26g
Dextrosa 5% 0 0 0 0 0 0 0 0,25ml 0,25ml

Ingredientes de varios dieta varios dieta varios dieta varios dieta  varios dieta varios dieta varios dieta varios dieta Varios dieta

la dieta normal normal normal normal normal normal normal normal normal
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2.2.4.Muestreo

Aleatoriamente se formaron 8 grupos experimentales y un grupo control
de 10 ratones cada uno. Los roedores, luego de pasar por una semana
de aclimatacion, recibieron a las 8 a.m., 5g de la dieta indicada y agua
destilada. Para ello se coloco en cada jaula un pocillo con 5g de la dieta
en polvo y un pocillo con agua destilada. De acuerdo a la metodologia
descrita en las pruebas de deplecion y recarga, luego de seis horas pos
ingesta, se procedié con la prueba de nado forzado. Dicha prueba se
disefid en base a la prueba de nado forzado en ratones descrito por
Roger D. Porsolt 1516 Para esta prueba se utilizaron cuatro tanques
cilindros de vidrio tipo Macrolon de 30 cm de altura por 20 cm de
diametro. Se utiliz6 como separados laminas opacas individuales para
cada tanque cilindro. Estos se llenaron con agua a una altura de
aproximadamente 20 cm, la temperatura del agua fue de 23°C. Se
verificaron las siguientes condiciones: temperatura ambiental de 21+/-
3°C, humedad de 30 a 70%, niveles de ruido menores de 70dB. Cada
raton fue colocado individualmente en el tanque cilindro para grabar y
luego medir su movimiento durante 6 minutos. Los primeros dos
minutos fueron de aclimatacién y los ultimos cuatro se contabilizaron
para la medicion. El parametro de medicion fue el tiempo de
inmovilidad. 3> Este procedimiento se repitio tres dias consecutivos.

Para la asignacion de grupos se aplicod un sistema de triple ciego en el
que, el administrador, el evaluador y el digitador, no conocieron las

dietas asignadas a cada grupo. Asi, los grupos experimentales fueron:

- Grupo control: Recibi6 dieta normal

- Grupo 1: Recibi6 dieta depletada en triptéfano

- Grupo 2: Recibi6 dieta con una recarga de triptéfano y una recarga
de metionina y valina

- Grupo 3: Recibi6 dieta con doble recarga de triptéfano y una
recarga de metionina y valina

- Grupo 4: Recibi6é dieta con triple recarga de triptéfano y una

recarga de metionina y valina
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- Grupo 5: Recibi6 dieta con una recarga de triptéfano y doble
recarga de metionina y valina

- Grupo 6: Recibi6 dieta con una recarga de triptéfano y triple
recarga de metionina y valina

- Grupo 7: Recibi6 dieta con una recarga de triptéfano, doble
recarga de metionina y valina, mas glucosa

- Grupo 8: Recibio dieta con una recarga de triptofano, triple

recarga de Metionina y valina, mas glucosa

2.3. Lugar donde se ejecuté la investigacion
El estudio se desarrolld en el bioterio de la Facultad de Medicina Humana

de la Universidad San Martin de Porres.

2.4. Instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos

2.4.1 Instrumentos

Se utilizé los siguientes instrumentos, materiales y equipos:

- 90 jaulas de metal enumeradas de 20cm de ancho por 30cm de largo
y 15cm de altura.

- Termdmetro para medir la temperatura del agua

- Cuatro tanques cilindro de vidrio transparente de 30cm de alto por
20cm de diametro y sus respectivas cubiertas laterales opacas

- Cronometro

- Higrémetro digital Thermo-Hygro marca VWR Internacional (T°:5-34
°C; humedad: 32-82%)

- Sensor de ruido marca Digital Sound Level Meter© (60-120 dB).

- Videocamara

- Balanza de alimento

- Video camara

- Papel toalla y lampara de luz calida

- Soporte informético GraphPad versién 5

2.4.2 Procedimientos de recolecciéon de datos
La video camara se ubico frente a los tanques cilindros y registro la
prueba de nado forzado, junto a ella se colocé el cronémetro que marcé

los 6 minutos que duro la prueba. Las jaulas fueron enumeradas para
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identificar a cada raton, pasadas las 6h pos ingesta en tandas de cuatro
y por orden numérico de menor a mayor, con ayuda de profesional
técnico se coloc6 cada raton individualmente en cada tanque cilindro
previamente acondicionado para la prueba de nado forzado, con el
termometro se control6 la temperatura del agua. Inmediato al ingreso de
la tanda de cuatro roedores, se inici6 el conteo por cronémetro y se inicié
la filmacion la cual también registra el tiempo, ambos detenidos a los 6
minutos. Con apoyo del profesional técnico se retiré del cilindro a cada
raton, se le seco6 individualmente con papel toalla junto a una lampara
para evitar hipotermia en el roedor. Inmediato a ello se le retorno a la
jaula correspondiente. En una ficha de recoleccion de datos se registré
el nimero de video y el numero de jaula que identifica a cada roedor.
Este procedimiento se repite tres dias consecutivos. Concluida la prueba
para los 90 roedores, se visualiz6é cada video en computadora, se utilizé
cronémetro para el registro del tiempo de inmovilidad de cada ratén. Los
datos obtenidos fueron ingresados a la base de datos del software

estadistico para las pruebas correspondientes.

2.5. Procesamiento y analisis de datos
Los datos descriptivos se presentan como medias y desviacion estandar,
y para la validacién estadistica se aplicaron las pruebas de ANOVA de un
factor, T-Student de dos colas y la prueba de correlacion de Pearson. Se

utilizé como soporte informatico el software GraphPad version 5.

2.6. Aspectos éticos
Se respetd los principios y los lineamientos para las investigaciones en
animales de laboratorio, referidos por la International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals, 66 y la Declaracién sobre el uso de
Animales en la Investigacion Biomédica.®’ El estudio fue aprobado para su
ejecucion por el Instituto de Investigacion de la Facultad de Medicina

Humana de la Universidad de San Martin de Porres.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

Los resultados del presente estudio se presentan por dia. Los tiempos de
inmovilidad promedio registrados en el dia uno para el grupo control y los ocho
grupos experimentales del uno al ocho respectivamente fueron: 7,29 +/- 5,06; 26,83
+/- 26,54, 18,33 +/- 18,26; 1,89 +/- 2,71, 5,50 +/- 3,78; 3,50 +/- 21,43; 11,67 +/- 9,75;
0,86 +/- 1,21; y 6,00 +/- 7,04; (Ver tabla 7). La prueba ANOVA mostr6 diferencia
significativa en los grupos para el dia uno con un valor p=0.0157 con IC al 95%
(Ver figura 1)

Tiempo de inmovilidad en segundos

Grupos experimentales

Figura 1 Tiempos promedio de inmovilidad para el

grupo control y grupos experimentales en el dia 1"

* En la figura 1 se observa los tiempos promedio de inmovilidad del grupo control y los ocho grupos
experimentales en el dia uno.
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Los grupos que registraron tiempos promedio de inmovilidad similares al grupo
control para el dia 1 fueron los grupo 4 y 8 (ver tabla 7 y figura 2). La prueba de
ANOVA para los tiempos promedio del grupo control, grupo 4 y grupo 8 no mostré

diferencia significativa para el dia 1.

Tiempo de inmovilidad en segundos

Grupos experimentales

Figura 2: Comparacion de tiempos promedio del

grupo control, grupo 4y grupo 8 parael dia 1

* La figura 2 muestra la comparacion de los tiempos promedio de la dieta normal del grupo control, la dieta
con triple recarga de triptoéfano del grupo 4 y la dieta con una recarga de triptéfano y triple de metionina,
valina mas glucosa del grupo 8.

48



La prueba T de Student para el grupo control Vs grupo 4 y grupo control Vs grupo

8 no fueron significativos. (Ver figura 3)

pEan RN
LR R R RN RN

Tiempo de inmovilidad en segundos

Grupos experimentales

Figura 3: Comparacién tiempos promedio grupo

control y grupo 4 parael dia 1

* La figura 3 compara los tiempos promedio de la dieta normal del grupo control y la dieta con triple recarga
de triptéfano y constante en metionina y valina del grupo 4 para el dia 1.
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Grupos experimentales

Figura 4: Comparacion tiempos promedio del grupo

control y grupo 8 parael dia 1"

* La figura 4 compara los tiempos promedio de la dieta normal del grupo control con la dieta con una recarga
de triptéfano, triple recarga de metionina, valina mas glucosa y constante en metionina y valina recibida por
el grupo 8 para el dia 1.
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Se compararon los resultados del grupo control, grupo 2, grupo 3y grupo 4 en los

que la formulacion dietética incrementaba la concentracion de triptéfano y mantenia

contante los aminoacidos competidores. La prueba ANOVA para dichos grupos

mostro diferencia significativa con un valor p = 0.0168. Ver figura 5.
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Grupos experimentales

Figura 5: Efecto dosis respuesta de los grupos 2,3y 4

frente al grupo control.”

* La figura 5 muestra la diferencia significativa del efecto dosis respuesta de las dietas del grupo 2,3y 4 en

las que se da una recarga, doble recarga y triple recarga de triptéfano respectivamente manteniéndose la

dosis de metionina y valina, frente al grupo control.
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La prueba de correlacion de Pearson mostré una tendencia negativa no significativa
para los resultados en los grupos 2, 3y 4 (r=-0,4194; p=0,0584; IC=-0,7207 a -
0,01512; R=0,1759) en el dia uno. (Ver figura 6)
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Figura 6: Correlacién respecto de triptéfano para el dia 1°

2 3
Grupos experimentales
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* La figura 6 el resultado de la prueba de correlacién para las dietas a las cuales se incrementaba la proporcién
de triptéfano, muestra que a mayor concentracién de triptéfano, menor tiempo de inmovilidad. En estos

grupos metionina y valina fueron constantes.
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Tabla 7: Tiempos promedios de inmovilidad (segundos) de roedores que recibieron dietas basadas en triptoéfano,

metionina, valinay glucosa.

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO p
DIA CONTROL GRUPO1 GRUPO2 GRUPO 3 A GRUPO 5 5 GRUPO 7 o P<0.05
DIA 1 7.286 26,83 18,33 1.889* 5,500 13,50 11,67 0,8571** 6,000 00157
+/-5.057 +/-26,54 +-1826  +/-27,13  +/-3,782  +1-21,43  +/-9,750 +/-1,215 +/-7,043 '
DIA 46,71 61,83 47,86 43,00 23,67 34,83 28,33+/- 37,57 16,83% NS
+/-23,56 +/-37,48 +-17,39  +/-39,16  +/-12,72  +/-35,77 19,63 +-37,16 +/-16,90
DIA 3 68,00 64,71 89,29 53,00 37,67 71,29 27,00 55,14 67,86 NS
+/-38,36 +/-46,09 +-40,35  +/-30,91  +/-21,63  +/-46,77  +/-13,98 +/-53,93 +/-36,69

*Prueba de ANOVA de un factor, NS = no significativo, **Prueba T-Student frente a grupo 1y Prueba T-Student frente a grupo

control.
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Se compararon los efectos dosis respuesta de las dietas que mantenian en una
carga la concentracion de triptéfano e incrementadas proporcionalmente
metionina y valina. La prueba ANOVA para los grupos control, 2, 5y 6 no mostré

diferencia significativa para el dia 1. (Ver figura 7)

Tiempo de inmovilidad en segundos

Grupos experimentales

Figura 7: Efecto dosis respuesta de los grupos 2,

5y 6 frente al grupo control para el dia 1

* La figura muestra el efecto dosis respuesta sobre el tiempo de inmovilidad de la dieta normal del grupo
control y las dietas con proporciones incrementadas de metionina y valina con una recarga para el grupo
2, doble recarga para el grupo 5 y triple recarga para el grupo 6. La dosis de una recarga de triptéfano se
mantuvo constante para los grupos 2, 5y 6 para el dia 1.
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Asi mismo, la prueba de correlacion mostr0 una tendencia negativa no
significativa para los grupos 2, 5y 6 (r = -0,1762; p=0,4843; 1C=-0,5943 a —
0,3168; R=0,03105). (Ver figura 8)
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Figura 8: Correlacion de Pearson respecto de minoéacidos
metioninay valina para el dia 1

* En la figura 8 se refleja los resultados de la prueba de correlacién la que muestra que a mayor
concentracién de metionina y valina, el tiempo de inmovilidad tiende levemente a disminuir. En estos
grupos la concentracion de triptéfano fue constante y de una recarga.
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También se comparo el efecto dosis-respuesta de las dietas que mantuvieron
constante una recarga de triptdfano, incrementadas proporcionalmente los
aminoacidos metionina y valina pero ademas recibieron glucosa. La prueba
ANOVA para los grupos control, 7 y 8 no mostré diferencia significativa para el
dia 1. (Ver figura 9)
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Figura 9: Efecto dosis respuesta sobre el tiempo de
inmovilidad para el grupo control frente a los

grupos 7y 8del dia 1’

* La figura 9 muestra el efecto dosis respuesta sobre el tiempo de inmovilidad de las dietas con proporcidn
incrementadas de metionina, valina en doble recarga para el grupo 7 y triple recarga para el grupo 8
ambas mas glucosa frente al grupo control para el dia 1.
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Por otro lado, si se observo una correlacion negativa significativa para los grupos
2, 7y 8 (r=-0,5292; p=0,0198; 1C=-0,7929 a -0,09856; R=0,2800) que indicaria
que a mayor concentracion de aminoacido de competidores en presencia de

glucosa, menor tiempo de inmovilidad. (Ver figura 10)
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Figura 10: Correlacion de Pearson respecto de aminoacidos

metionina, valinay glucosa para el dia 1

* En el gréfico 10 la prueba de correlacién muestra que a mayor concentracién de metionina y valina, mas
glucosa menor tiempo de inmovilidad estadisticamente significativo. La concentracién de triptéfano se
mantuvo constante.
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Se comparé el efecto dosis- respuesta sobre el tiempo de inmovilidad de la dieta
depletada del grupo 1 versus el grupo 3y el grupo control versus del grupo 3. La
prueba T de Student aplicada para ambas comparaciones, mostraron diferencia
significativa con un valor p=0,0136 y p=0,0156 respectivamente lo que evidencia
que a pesar de registrar menor tiempo de inmovilidad el efecto dosis respuesta

no es similar al grupo control ni a la deplecion. (Ver figura 11 y figura 12)
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Figura 11: Comparacion dosis respuesta entre el grupo 1y

grupo 3 sobre el tiempo de inmovilidad del dia 1"

* La figura 11 muestra el efecto sobre el tiempo de inmovilidad entre la deplecién de triptéfano para el
grupo 1y una doble recarga de triptéfano para el grupo 3.
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Figura 12: Comparacién dosis respuesta entre el grupo

control y grupo 3 sobre el tiempo de inmovilidad del dia 1

* La figura 12 muestra el efecto sobre el tiempo de inmovilidad entre la dieta normal del grupo control y
una doble recarga de triptéfano del grupo 3 donde la diferencia fue significativa para la prueba T de
Student.
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La misma prueba mostré diferencia significativa para grupo control Vs el grupo 7
y el grupo 1 Vs. grupo 7, con un valor p=0,0067 y p=0,0244 respectivamente.
(Ver figura 13 y figura 14)
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Figura 13: Comparacion dosis respuesta entre grupo

control y grupo 7 sobre el tiempo de inmovilidad del dia 1"

* La figura 13 muestra el efecto entre la dieta normal del grupo control y la dieta con una recarga de
triptéfano, doble recarga de metionina y valina mas glucosa del grupo 7 sobre el tiempo de inmovilidad
en el dia 1.
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Figura 14: Comparacion dosis respuesta entre a grupo 1y

grupo 7 sobre el tiempo de inmovilidad del dia 1"

* La figura 14 muestra el efecto entre la dieta depletada del grupo 1 y la dieta con una recarga de
triptéfano, doble recarga de metionina y valina mas glucosa del grupo 7 sobre el tiempo de inmovilidad
en el dia 1.
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Los tiempos de inmovilidad promedio registrados para el dia dos en el grupo
control y los ocho grupos experimentales del uno al ocho respectivamente
fueron: 46,71 +/- 23.56; 61,83 +/- 37,84; 47,86 +/-17,39; 43,00 +/- 39,16; 23,67
+/- 12,72; 34,83 +/- 35,77; 28,33 +/- 19,63; 37,57 +/- 37,16; y 16,83 +/- 16,90
(ver tabla 7). La prueba ANOVA no mostré diferencia significativa p = 0,2114 (ver

figura 15).
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Figura 15: Tiempos promedio de inmovilidad para el grupo

control y grupos experimentales en el dia 2

* La figura 15 muestra los tiempos promedio de inmovilidad del grupo control y los ocho grupos
experimentales en el dia dos.
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La prueba de correlacion de Pearson mostrO una tendencia negativa no
significativa para los grupos 2, 3 y 4 (r=-0.3632, p=0,1154; IC=-0.6942 a
0,09458; R=0,1319) en el dia dos. (Ver figura 16)
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Figura 16: Correlacion de Pearson respecto de tript6fano

parael dia 2

* En el gréfico 16 el resultado de la prueba de correlacién muestra que aun cuando la tendencia no es
significativa se observa que a mayor concentracién de triptéfano menor tiempo de inmovilidad, en estos
grupos la concentracidon de metionina y valina se mantuvieron constantes.
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Asi mismo, se revel6 una tendencia negativa no significativa para los grupos 2,
5y 6 (r=-0,3356; p=0,1602; IC=-0,6854 a 0,1401; R=0,1126). (Ver figura 17)
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Figura 17: Correlacion de Pearson respecto de aminoacidos

metionina y valina para el dia 2"

" En la figura 17 se observa el resultado de la prueba de correlacién que muestra una tendencia negativa
no significativa, a mayor concentracion de metionina y valina menor tiempo de inmovilidad, en estos
grupos la concentracidn de triptéfano se mantuvo constante.
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Por otro lado, se observo correlacion negativa no significativa para los grupos 2,

7'y 8 (1=-0,3920, p=0,0874; IC=-0,7112 a 0,06127; R=0.1536). (Ver figura 18)
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Figura 18: Correlacion de Pearson respecto de aminoacidos

metionina, valina mas glucosa para el dia 2

* La figura 18 refleja la tendencia de la prueba de correlacién de Pearson donde se muestra que a mayor

concentracién de metionina, valina, mas glucosa menor tiempo de inmovilidad estadisticamente
significativo. La concentracion de triptéfano se mantuvo constante.
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Se compararon los grupos cuyos tiempos de inmovilidad resultaban similares en
el dia 2 para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas.
Se comparo el grupo 8 versus el grupo 1y el grupo control. La prueba T de
Student aplicada al grupo control Vs grupo 8, grupo 1 Vs. grupo 8, mostrd
diferencia significativa con un valor p=0,0255 y p=0,0231 respectivamente. (Ver

figura 19 y figura 20)
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Figura 19: Comparacién dosis respuesta entre el grupo

control y grupo 8 sobre el tiempo de inmovilidad del dia 2"

* La figura 19 se compara el efecto de la dieta normal del grupo control y la dieta con una recarga de
triptéfano, triple recarga de metionina y valina mas glucosa del grupo 8 sobre el tiempo de inmovilidad
en el dia dos.
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Figura 20: Comparacion dosis respuesta entre el grupo 1y
grupo 8 sobre el tiempo de inmovilidad del dia 2

* En la figura 20 se compara el efecto de la dieta depletada del grupo 1y la dieta con una recarga de
triptéfano, triple recarga de metionina y valina mds glucosa del grupo 8 sobre el tiempo de inmovilidad
en el dia dos.

67



Los tiempos de inmovilidad promedio registrados para el dia tres en el grupo
control y los ocho grupos experimentales del uno al ocho respectivamente
fueron: 68.00 +/- 38,36; 64,71 +/- 46,09; 89,29 +/- 40,35; 53,00 +/- 30,91, 37,67
+/-21,63; 71,29 +/- 46,77; 27,00 +/- 13,98; 55,14 +/- 53,93; y 67,86 +/- 36,69 (ver
tabla 7). La prueba ANOVA no mostré diferencia significativa p = 0,1568 (ver
figura 21)
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Figura 21: Tiempo promedio de inmovilidad para el grupo

control y grupos experimentales en el dia 3"

* En la figura 21 se observa los tiempos promedio de inmovilidad para el grupo control y los 8 grupos
experimentales en el dia tres.
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Se aplicé la prueba de correlacion de Pearson tomando los grupos con
concentraciones de triptéfano en aumento. La prueba mostré tendencia negativa
significativa para los grupos 2, 3y 4 (r=-0,5802; p=0,0092; IC=-0,8187 a -0,1710;
R=0,3367). (Ver figura 22)
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Figura 22: Correlacion de Pearson respecto de tript6fano

para el dia 3

*Enlafigura 22 el resultado de la prueba de correlacién muestra tendencia negativa significativa, a mayor
concentracién de triptéfano menor tiempo de inmovilidad, en estos grupos la concentracion de metionina
y valina se mantuvieron constantes.
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La misma prueba se realiz6 para los grupos que mantenian constante triptéfano
pero incrementaban aminoacidos competidores. Se observd una tendencia
negativa significativa para los grupos 2, 5y 6 (r=-0,5308; p=0,0133; 1C=-0,7831
a -0,1285; R=0,2818). (Ver figura 23)
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Figura 23: Correlacion de Pearson respecto de aminoéacidos

metionina y valina para el dia 3

* La figura 23 muestra el resultado de la prueba de correlacién muestra tendencia negativa significativa,
a mayor concentracién de metionina y valina menor tiempo de inmovilidad. En estos grupos la
concentracién de triptéfano se mantuvo constante.
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Por otro lado, se analizo la correlacion entre los grupos que mantenian constante
triptéfano pero incrementaba aminoacidos competidores y se incluia glucosa.
Resultd en una tendencia negativa no significativa para los grupos 2, 7y 8
(r=-0,2798; p=0,2192; 1C=-0,6349 a 0,1728; R=0,07831) en el dia 3. (Ver figura
24)
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Figura 24: Correlacion de Pearson respecto de aminoacidos

metionina y valina mas glucosa para el dia 3"

* La figura 24 refleja el resultado de la prueba de correlacién donde se muestra una tendencia negativa
no significativa, a mayor concentracion de metionina y valina mas glucosa menor tiempo de inmovilidad.
En estos grupos la concentracién de triptéfano se mantuvo constante.
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Los tiempos de inmovilidad para el grupo control, grupo 4 y 8 muestran una
tendencia similar dosis respuesta para los tres dias de observacion (ver figura
25). Las pruebas de ANOVA y T de Student no revelaron diferencia significativa

salvo el dia dos para los valores del grupo control Vs. grupo 8.
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Figura 25: Comparacion del efecto de las dietas en el grupo
control, grupo 4y grupo 8 sobre el tiempo de inmovilidad paralos

tres dias”

* La figura 25 compara y muestra la tendencia similar en el efecto de las dietas recibidas sobre el tiempo
de inmovilidad entre el grupo control, grupo 4 y grupo 8 para los tres dias que se realizé la prueba de nado
forzado.
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CAPITULO IV

DISCUSION
La prueba de deplecion aguda y recarga de triptéfano permite medir su maximo
efecto a las 6 horas pos ingesta a la formulacion es decir, desde el primer dia de
prueba, Dawn M Richard et al (2009) menciona que muchos estudios han medido
la efectividad de la prueba sobre su capacidad de alterar los niveles plasmaticos
de triptéfano y que en promedio se alcanza una reduccion de 81%, el rango de
efectividad oscila entre 55 y 94% sin embargo, para observar la tendencia y
considerando que los efectos de la deplecidon y recarga son transitorios se
decidié realizar la prueba por tres dias consecutivos, asi los resultados

preferentemente considerados en este estudio son los del dia uno.’

Las dietas basadas en diferentes proporciones de triptéfano, metionina, valina y
glucosa mostraron diferentes dosis-respuesta sobre el tiempo de inmovilidad. La
diferencia significativa para el dia uno revelaria que proporciones inadecuadas
de triptéfano, metionia, valina y glucosa afectaria el tiempo de inmovilidad. Sin
embargo, a pesar de las diferencias en los promedios éstas resultaron no
significativas sobre los tiempos promedio para el dia dos y dia tres. Esto puede
explicarse debido a que la duracion del efecto de la prueba de deplecién y
recarga es transitoria, nuevamente Dawn M Richard et al (2009) lo refieren en
su articulo. Sumado a ello, cabe resaltar que los mecanismos de adaptacion del
mismo roedor podrian responder a esta tendencia tal como se registré en los
tiempos promedio del grupo control para el dia uno, dos y tres en donde se
observa que la duracion de los tiempos promedio se prolongan con los dias (ver
tabla 7). Por otro lado, la desviacion estandar en algunos tiempos promedio
fueron valores superiores a la media, lo que evidenciaria que la respuesta
individual de cada ratén puede ser muy variable, cada individuo podria mostrar
mayor o menor respuesta frente al mismo estimulo. Molendijk ML de Kloet ER
(2015) revisa articulos y publicaciones de la ultima década donde se aplica la
prueba de nado forzado en roedores para evaluar el efecto de drogas
antidepresivas, en sus conclusiones considera que en la prueba de nado forzado
podemos observar la respuesta activa o pasiva frente a un factor estresor y que
al mismo tiempo dicha respuesta activa o pasiva va en funcién a la respuesta
cognitiva que incluye mecanismos de adaptacion y de supervivencia asi cada
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roedor podria tener variabilidad en la intensidad de la respuesta, siempre
comparable estadisticamente. Cabe también considerar la variabilidad o
polimorfismo genético que podria generar diversa la respuesta entre cada
individuo frente a un mismo estimulo y bajo las mismas condiciones. Algunos
polimorfismos para la codificacion genética del cerebro y en particular de la 2-
triptéfano hidroxilasa que hidroxila triptofano al interior de la célula nerviosa en
la ruta metabdlica para la sintesis de serotonina cerebral, podria estar asociada
a suceptibilidades en la respuesta. Tzvetkov MV (2008) identificaron dos
polimorfismos (rs10897346 y Pro312Pro) para el gen de la 2-triptéfano
hidroxilasa que podrian generar variacion en la respuesta al tratamiento con
drogas antidepresivas. Es sabido que los seres vivos podemos presentar
variabilidad genética que podria generar respuestas distintas cuando la

variabilidad genética se da en relacion al transportador o en relacion a enzimas.
17,68,69

Las comparaciones estadisticas se realizaron para identificar qué formulaciones
dietéticas con proporciones experimentales mostrarian una respuesta similar al
grupo control sobre el tiempo de inmovilidad, la similitud reflejaria una respuesta
semejante a la normal para ratones en términos de neuroconducta. En ese
sentido, la dieta depletada en triptdfano, en concordancia con el efecto esperado
en la neuroconducta frente a la poca disponibilidad de triptéfano para la sintesis
de serotonina, ! registré tiempos promedio de inmovilidad elevados en los tres
dias de prueba. En este grupo se pudo mostrar el efecto agudo de la deplecién
de triptéfano a las seis horas como se sefiala en L-Tryptophan: Basic Metabolic
Functions, Behavioral Research and Therapeutic Indications donde la
formulaciéon mantiene niveles normales de otros nutrientes pero depletados de
triptéfano. Con la formulacion depletada recibida por el grupo 1, la disponibilidad
se veria afectada en dos procesos metabdlicos, primero la presencia de
aminodacidos dietéticos estimularia la sintesis hepética de proteina que a su vez
reduciria la concentracion de algun remanente de triptofano circulante y en un
segundo proceso, la menor concentracion de triptéfano en relacion a la mayor
concentracion de aminoacidos competidores, reducirian la disponibilidad de
triptéfano para cruzar la barrera hematoencefélica y llegar al cerebro, tanto la
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sintesis proteica como la proporcion triptéfano/aminoacidos competidores

maximiza la competencia por transportador al cerebro .17

En contraste, el grupo 2 cuya formulacion dietética fue de una recarga de
triptéfano y una recarga de aminoécidos competidores como metionina y valina,
revela una mejor dosis respuesta con un menor tiempo de inmovilidad en
comparacion a la deplecion de triptéfano sin embargo, no es una diferencia
significativa. Estos resultados podrian evidenciar la importancia de la proporcién
entre dichos aminoacidos para favorecer o limitar la posibilidad de atravesar la
barrera hematoencefalica y servir de sustrato para la sintesis de serotonina.
Aunque con otros objetivos de estudio, Maes M. et al estudiaron un grupo de
mujeres cuya depresion era resistente a tratamiento, dentro de sus
observaciones se mostraron niveles séricos de triptéfano y cinco aminoacidos
competidores valina, leucina, tirosina, fenilalanina e isoleucina bajos. Segun el
estudio los resultados sugeririan que la resistencia al tratamiento tendria relacion

con una baja biodisponibilidad sérica de tripté6fano. ©

A diferencia del resto de formulaciones dietéticas experimentales, las
formulaciones de los grupos 4 y 8 mostraron una tendencia dosis-respuesta
similares al grupo control que recibi6 dieta normal en los tres dias de prueba. La
formulacion dietética del grupo 4 fue una triple recarga de triptéfano y una
recarga de metionina y valina mientras que la formulacion dietética del grupo 8
fue una recarga de triptéfano, triple recarga de metionina y valina mas glucosa.
A pesar de ser proporciones inversas en el primer caso la alta concentracion de
triptéfano habria reducido la competicion mientras que en el segundo caso seria
la presencia de glucosa lo que habria disminuido la competicion entre los
aminoacidos. Esta tendencia indicaria que dichas formulaciones tendrian
proporciones de triptéfano, aminoacidos competidores y glucosa mas adecuados
en relacion a la neuroconducta y coinciden con los hallazgos de otros
investigadores que han observado similares efectos en sus estudios, Flavio
Kapczinski et al, publicé una revision sobre los aspectos fisiologicos del triptéfano
y escribe sobre la relacion con la ingesta dietética, sus observaciones tendrian
coincidencias con los resultados del grupo experimental 4 y 8. Por un lado
Kapczinski et al resaltan lo esencial del transportador pero también lo relevante

de la concentracion del aminoacido que transporta, sostienen que el trasportador
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tiene una baja selectividad de los aminoacidos que transportan a través de la
barrera, seleccionando de preferencia los aminoacidos cuyas concentraciones
sean mas altas. Aun cuando la ingesta dietética fuere hiperproteica, los niveles
séricos posprandiales de triptéfano serian bajos debido a que es un aminoacido
escaso en la dieta habitual, los competidores saturarian al transportador y
triptéfano seria relegado al metabolismo periférico. En el grupo experimental 4,
la formulacion dietética mantiene triplicada la concentracion de triptéfano y
mantiene sélo una recarga de metionina y valina lo que permitiria ganar la
competicion y atravesar la barrera hematoencefalica dejando relegados los
competidores al metabolismo periférico. Por otro lado el grupo experimental 8,
sostiene una concentracion inversa, una recarga de triptéfano y triple de
competidores mas glucosa, en la misma revision Kapczinski et al encuentran
que la ingesta de hidratos de carbono favorece la disponibilidad de triptéfano
debido a que la presencia de glucosa estimula la salida de insulina y ésta a su
vez estimularia la utilizacién de aminoécidos de cadena ramificada entre ellos
valina por los muasculos, esta seria otra manera de disminuir la competicion por
transportados. Cabe sefialar que tanto los resultados del grupo 4 y grupo 8 no
mostraron diferencia significativa frente al grupo control, salvo el dia dos del
grupo 8 que mostro diferencia significativa en relacion a la dieta normal del grupo
control. Tal vez esta diferencia la ubicaria en una segunda mejor formulacién

antecedida por la formulaciéon administrada al grupo 4. 1771

La prueba de correlacion de Pearson respecto de triptéfano mostré6 una
correlacion negativa, de manera que a mayor concentracion de triptéfano
administrado, menor era el tiempo de inmovilidad. Fueron los grupos 2, 3y 4
tomados para dicha prueba ya que se les administré una, dos y tres recargas de
triptofano respectivamente manteniéndose en una recarga metionina y valina. La
tendencia en este resultado mostraria que la cantidad disponible de triptéfano
dietético seria un factor determinante para la disponibilidad de este sustrato para
la sintesis de serotonina, a esta reflexion también llegaron Wurtman RJ et al
cuando midieron la proporcion de triptéfano plasmatico mediante la prueba de
HPLC separacion y cuantificacion por fluoresencia luego de la ingesta de un
desayuno rico en hidratos de carbono y otro rico en proteinas elaborado con

alimentos tipicos de la dieta americana a ocho sujetos. Las mediciones revelaron
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alteraciones en los niveles de triptéfano plasmatico, los autores sostenian que
las concentraciones cerebrales de triptéfano, asi como el pase del mismo de la
sangre al cerebro depende en parte de la concentracion plasmatica de triptéfano
y en parte de los aminoacidos competidores entre ellos tirosina, fenilalanina,
leucina, isoleucina, valina y metionina. Resultado comparable se obtuvo de la
correlacion respecto de los aminoacidos competidores y glucosa para los grupos
2, 7y 8 donde la correlacion fue negativa y significativa para esta ultima en el
dia uno. A mayor concentracion menor tiempo de inmovilidad. En concordancia
a los resultados obtenidos de las pruebas estadisticas de correlacion,
investigadores sostienen que los niveles plasmaticos de triptéfano estarian en
relacion a la concentracion cerebral de serotonina e incluso podrian tomarse
como indicadores predictivos a la sintesis del mencionado neurotransmisor, a
estas conclusiones llegé Fernstrom et al en su estudio en humanos en el que
administra via oral jugo con 40g de lactoalbumina, gluten, zeina o almidén e hizo
una medicion inicial de triptéfano sérico y determiné el ratio con aminoacidos
competidores y otra a los 30 minutos. Con los resultados de su estudio llega a la
conclusién que las diferencias en los ratios triptéfano/aminoacidos competidores
de dichas proteinas en humanos podria modificar la sintesis de

serotonina. 467276
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CONCLUSION

El estudio permitio identificar una proporcion de 3:1 de triptéfano en relacion a
metionina y valina que favoreceria la sintesis de serotonina y que mostré una
dosis respuesta similar al grupo control para los tres dias de prueba. Dicha
proporcién se obtuvo de la formulacion dietética recibida por el grupo 4.

El modelo experimental utilizado mostr6 que la manipulacion dietética de
tript6fano, metionina, valina y glucosa afecta los tiempos de inmovilidad de los
ratones en la prueba de nado forzado.

La investigacion permitié corroborar que un bajo aporte de triptéfano afectaria la
neuroconducta. Situacién observada en el grupo 1 que recibié dieta depletada
en triptéfano y que registr6 mayor tiempo de inmovilidad interpretada como

manifestacion de desesperanza.

De acuerdo a lo registrado para el grupo 8, la incorporacion de glucosa dietética
podria mejorar la disponiblidad de tript6fano. Su formulacién dietética cuya
proporcion de tript6fano, metionina, valina, glucosa fue de 1:3:3:1 fue la que

registré una segunda mejor dosis respuesta en comparacion al grupo control.

La extension del modelo experimental a tres dias de prueba mostré que los
roedores presentan respuestas de adaptacion al estimulo y que existe

variabilidad de cada individuo en la respuesta frente al mismo estimulo.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, sugiere que a mayor
concentracion de triptéfano o en presencia de glucosa dietética, la manifestacion

de desesperanza en la prueba de nado forzado se veria reducida.
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RECOMENDACIONES

Los hallazgos en este estudio asi como en diversos estudios epidemiolégicos
muestran la necesidad de generar mayor investigacion respecto de los
componentes y nutrientes de la dieta que beneficien o afecten la salud mental
del individuo. Los profesionales de la salud en general deben tomar en cuenta
los habitos de alimentacion del paciente para minimizar cualquier factor que
afecte negativamente la salud de los pacientes y promover los habitos de

alimentacion saludable y balanceada.

Es recomendable que estudios similares puedan implementar nuevas pruebas
bioquimicas que permitan dosificar la concentracion de serotonina cerebral para
precisar el efecto en la sintesis respecto de la manipulacién de triptéfano y
aminoacidos competidores. Para el desarrollo de este estudio se buscaron
pruebas y modelos experimentales validados que resulten determinantes para
medir la sintesis de serotonina cuantificando su concentracion. El 5-
hidroxiindolacético es un metabolito de la serotonina presente en la orina que
puede reflejar su concentracion cerebral. Debido a su laboriosidad en la

recoleccion de orina y el costo de la prueba no fue viable su utilizacion.

Es aconsejable que posteriores estudios similares que incluyan la prueba de
nado forzado, consideren la variabilidad de las respuestas de cada individuo asi
como los mecanismos de adaptacién de los roedores para disefiar el modelo

experimental.

Es de gran utilidad contar con apoyo técnico calificado para la ejecucion de la
prueba de nado forzado y lograr realizar el estudio dentro de los tiempos viables

y estimados.
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ANEXO 01
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ANEXO 02
CERTIFICADO DE PUREZA AMINOACIDO TRIPTOFANO
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ANEXO 03
CERTIFICADO DE PUREZA AMINOACIDO METIONINA
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ANEXO 04
CERTIFICADO DE PUREZA AMINOACIDO VALINA

g E
ol Hebei Tianning Biotech Co.,Ltd

Addeess: Suning Industry Park,Cangzhon Hebei Provines China
TEL:GO36-31 7-3579075 FAX:0086-317-6127755

CERTIFICATE OF ANALYSIS

PRODUCT MAME; L-Valine MFG DATE : 2013.00.11 -
BATCH MO AMI0707 EXFDATE: 2016.07.10 #
PACEING: 25kefdrum QUANTITY: 1223kp
Teat Tlems Specification USP24 Test results
Drscripiion White crvefals or cosalline  powides, Conforms
Hlightly bitter taste
Specific rotation +24.56" —+258" +26.8°
Aszay 08.5~101.5 L0D.0%,
pH 5570 &0
Chloride(CL} =0.05% <0.05%
Bulfane 20,03 % <%
Tron{Fe) < 30ppm 1T <stgm |
Assgnle (As) = 1.5ppm | <1 4ppm
Heavy metnlsFhy) =2 15ppm < L3ppm
Lossondiying <0.30% 0.22%
Rezidue on ignition £20L10% 0.07%
Organic volatile impurities | Conforms USF24 | Conforms
|

Comelugien: Passer test aecacding b the Standard of USF24

Inspecior Qiangian Zhang  Checker: Chunbua Han  Quslity Testing Director: Vit Wine

HEBEI TIANNING BIGTECH C0. LTE]
AR TR RAR




ANEXO 05
CARTA DE AUTORIZACION PARA EJECUCION DE ESTUDIO

La molina, 14 de noviembre del 2011

DR, RAFAEL ELGEGREN REATEGUI
DIR. SECCION DE POST GRADO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

UNIVERSIDAD DE SAN MARTIN DE PORRES

Estimado Doctor,

Me dirijo a usted, a fin de expresarle, la conformidad en la autorizacién de la alumna de
Maestria en Ciencias Basicas, SARA ABU-SABBAH MITRE, para que desarrolle su proyecto de
tesis "PROPORCIONES REQUERIDAS DE TRIPTOFANO, AMINOACIDOS NEUTROS Y GLUCOSA
QUE PERMITAN UNA SINTESIS DE SEROTONINA CEREBRAL EN NIVELES FISIOLOGICOS
NORMALES REALCIONADOS A LA NEUROCONDUCTA", en las instalaciones del Instituto de
Investigacion de |a Facultad de Medicina Humana de la USMP,

Sin otro particular, me despido, no sin antes manifestarle mis sentimientos de respeto y estima
personal,

Muy cordialmente,

DR. BENJAMIN CASTAREDA CASTAREDA
DIR. INSTITUTO DE INVESTIGACION
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

UNIVERSIDAD DE SAN MARTIN DE PORRES



ANEXO 06
CARTA DE ACEPTACION DE ASESOR DE TESIS

La Moalina, 0 de diclembre de 2015,

Sefor;

Dra. Rosa Falconi Sandoval.
Directora de la Seccion de Posgrado
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
Ple.-

Estimada Dra. Rosa Falconi Sandoval, 12 presente tiene a bien manifestar que quien suscribe es
asesor de la Tesista Sara AbuSabbah Mitre, quien ha ejecutado su tesis titulada "ESTUDIO SOBRE
PROPORCIONES DE TRIPTOFAND, AMINOACIDOS NEUTROS ¥ GLUCOSA PARA LA SINTESIS DE SEROTONINA
CEREBRAL EN NIVELES FISIOLOGICOS NORMALES RELACIONADOS A LA NEUROCONDUCTA®, de la misma
forma sefalar que he revisado el Informe de tesis y cuenta con mi aprobacian,

Sin mads que agregar, paso a despedirme aprovechando la misiva para expresar mis sentimientos de
respeto y estima personal,

fuy cordialmente,

o

]

Dr. Alberto Alcibfades Salazar Granara

agise Clrepare €2 48472 Profezar invessipader

vaatar s Sarichns, \agister er Crencins Bszicas NecloaFarmacelogin

Cerwace comnbpyoon de Madiors Tracloonsl y Panrecglagy - CVTEAR

PR e resigaticn. Faiulied co Medicire Hurary, Urlversidad Sar Aartin oe Porres
Av BCorregicor NE 1531 LaMeAry, iy Pery Te¥ (abersl 295-1300dracc11d; 151

PG iovumesinaLarp.ecv.ceiraesIacisn/me yacicioryl ghe



ANEXO 07
INFOGRAFIA DE LA PRUEBA DE NADO FORZADO

1: Preparacion de muestra, 2: Inmersion de roedores en 3: Medicion de tiempo y
instrumentos y equipos cilindros con agua grabacion
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ANEXO 08

IMAGENES FOTOGRAFICAS DE LA PRUEBA DE NADO FORZADO DEL
PRESENTE ESTUDIO




ANEXO 09

BASE DE DATOS TIEMPOS DE INMOVILIDAD REGISTRADOS POR DIA
DE PRUEBA
Tiempos de inmovilidad en segundos registrados por cada roedor (Dia 1)
Grupo
control Grupo 1 Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo4 | Grupo5 | Grupo 6 | Grupo 7 | Grupo 8
5 91 36 0 0 0 5 0 6
16 0 1 0 8 2 0 2 0
0 14 45 6 7 74 13 0 2
12 66 8 0 0 0 30 3 18
0 0 0 1 3 28 29 0 10
2 2 87 7 25 0 3 10 0
4 81 0 1 3 51 15 1 60
8 50 3 0 11 0 44 88 53
53 28 17 90 0 0 4 0 0
4 1 0 2 1 71 4 80 0
Tiempos de inmovilidad en segundos registrados por cada roedor (Dia 2)
Grupo
control Grupo 1 Grupo2 |[Grupo3 |Grupo4 |Grupo5 |[Grupo6 |Grupo7 |Grupo8
73 115 55 20 3 158 37 67 60
72 0 49 4 31 11 15 5 4
2 53 123 114 32 92 2 2 18
56 62 70 12 11 0 6 2 20
0 2 2 0 20 66 130 2 60
25 0 127 37 3 0 17 120 0
49 162 20 2 8 24 60 22 9
101 55 29 38 53 4 102 45 48
43 0 54 141 2 12 35 18 2
9 84 58 76 40 141 3 104 0
Tiempos de inmovilidad en segundos registrados por cada roedor (Dia 3)
Grupo
control Grupo 1 Grupo2 |[Grupo3 |Grupo4 |Grupo5 |[Grupo6 |Grupo7 |Grupo 8
135 121 98 83 2 163 20 85 53
44 22 134 12 23 29 13 17 10
0 96 125 102 120 65 72 2 6
121 116 116 41 169 102 40 10 32
0 9 24 2 51 26 15 8 85
70 0 144 44 18 150 40 161 1
22 55 55 125 59 32 73 152 95
140 34 20 5 14 18 45 4 130
105 1 73 42 0 95 10 30 92
46 127 20 96 61 161 16 84 108
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