B

5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICO BIOLOGICAS

Maestria en Biologia Experimental

“INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE
EL DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA
SEROTONINERGICO CEREBRAL.”

Presentado por:

LUCIA SANTIBANEZ MONDRAGON

ASESORES:

M. EN C. HECTOR URQUIZA MARIN
DR. ROSALIO MERCADO CAMARGO

Morelia Mich., Septiembre del 2006

INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE 1
DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA SEROTONINERGICO



£
5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA

INDICE

LISTA DE ABREVIATURAS 2
RESUMEN 3
ABSTRACT 4
l. INTRODUCCION 5
l.1. Desnutriciéon 5
|.2 Sistema serotoninérgico 14
|.3. Triptofano Hidroxilasa 18
|.4. Funciones de la serotonina 24
|.5. Receptores serotoninérgicos 26
|.6. Sistema serotoninérgico y desnutricion 27
Il. HIPOTESIS 31
lll. OBJETIVO GENERAL 32
IV. OBJETIVOS PARTICULARES 32
V. MATERIAL Y METODOS 33
V.1. Material Biolégico 33
V.2. Desnutricion proteico-calérica pre y perinatal 33
V.3. Desnutricion proteica perinatal 34
V.4. Obtencion de tejidos 35
V.5. Extraccion de RNA 35
V.6. Purificacion del RNA 36
V.7. Transcripcién reversa 36
V.8. Seleccién y Validacién de los primers 37
V.9. Validacién de los controles enddgenos 39
V.10 PCR cuantitativa en tiempo real. 39
V.11 Andlisis de Datos 39
VI. RESULTADOS 41
VII. DISCUSION 47
VIIl. CONCLUSIONES 50

IX. BIBLIOGRAFIA

INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE
DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA SEROTONINERGICO




i
i

5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA

ul

5-HIAA
5-HT
5-OHTrp
AADC
ADN
ARN
ARNmM
AMPc
ATP
BH,
BH,
BHE
DNAc
FL

Kwm
L-Trp

MAO
mg
Mg++
ml
mM
°C
pH
Pi
PIP2
rpm
SNC
TPH
DPC

LISTA DE ABREVIATURAS:

INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE

Microlitros
Micromolar
Acido 5-hidroxi-indolacético
5-hidroxitriptamina
5-hidroxitriptéfano
Descarboxilasa de los aminoacidos romaticos
Acido Desoxirribonucleico
Acido Ribonucleico
Acido ribonucleico mensajero
3’, 5’ —adenosina monofosfato ciclico
Adenosin trifosfato
Dihidrobiopterina
Tetrahidrobiopterina
Barrera hematoencefalica
Acido desoxirribonucleico complementario
Fraccion libre
Gramos
Constante de Michaelis
L-Triptéfano
Molar
Monoaminooxidasa
Miligramos
Magnesio
Mililitro
Milimolar
Grados centigrados
Potencial hidrogeno
Fosfato inorganico
Fosfatidil inositol-4,5-difosfato
Revoluciones por minuto
Sistema Nervioso Central
Triptofano Hidroxilasa
Desnutricion proteinico caldrica

DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA SEROTONINERGICO



E

i
5
*" 5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA

RESUMEN

Estd bien establecido en una variedad de especies que las alteraciones
producidas por la desnutricion pueden tener efectos permanentes si ésta ocurre
en un periodo critico durante la etapa del desarrollo. Evidencias tanto
epidemiolégicas como clinicas sugieren que la desnutricion tiene un papel en el
origen del sindrome metabdlico y sus componentes: hipertension, insulino-
resistencia, obesidad central y dislipidemia, asi como también en el desarrollo
cardiovascular, limita el crecimiento fetal y ademas, la desnutricion es uno de los
principales factores no genéticos que afectan el desarrollo del cerebro. Existen
evidencias experimentales de la alteracion de un sistema neuronal especifico en
el cerebro de ratas desnutridas durante el desarrollo prenatal y postnatal, este
sistema es el serotoninérgico que sintetiza al neurotransmisor serotonina (5-HT).
Se ha reportado que en ratas con desnutricién proteinico-calérica aumenta la
sintesis de serotonina cerebral, asi como también aumenta la actividad de la
Triptofano-5-hidroxilasa (TPH), enzima limitante de la sintesis de 5-HT. No se
conoce si el aumento en la sintesis de 5-HT se debe a un incremento en la
expresion de la TPH, por lo cual en el presente trabajo establecimos dos modelos
experimentales de desnutricibn en ratas uno con desnutricion proteico-calérica
pre y perinatal y otro con desnutricion proteica perinatal y mediante la técnica de
PCR cuantitativa en tiempo real determinar la expresion de la TPH. Con respecto
a los esquemas de desnutricion empleados en el presente trabajo, éstos
correlacionaron con resultados previos en los cuales se observo disminucion en
la talla y peso de los animales desnutridos comparados con el grupo control. En
cuanto a la expresion de la TPH en los animales desnutridos esta fue similar a la
de los animales controles lo que sugiere que los mecanismos moleculares
mediante los cuéles se incrementan los niveles de 5-HT vy la actividad de la TPH
pueden estar relacionados con cambios conformacionales del complejo
enzimatico o con el fendmeno de fosforilacion de la enzima. Es importante
realizar estudios para determinar los mecanismos moleculares mediante los

cuales existen cambios derivados de la desnutricion.
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l. INTRODUCCION

l.1. DESNUTRICION

Como un fenémeno invisible, la desnutricion abarca grandes poblaciones a
nivel mundial, los ultimos datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacién ® muestran que a nivel mundial hay 842 millones
de seres humanos desnutridos, la Republica del Congo (75% de la poblacion
desnutrida) seguida de Somalia (71%), Burundi (70%) y Afganistan (70%) son los
gue tienen mayor poblacion de desnutridos y las perspectivas de reducir de

manera relevante esta cifra en el futuro contintian siendo sombrias.

La desnutricion por lo general se presenta también como un problema
persistente en los paises en desarrollo. Si nos enfocamos al territorio mexicano,
los estados en donde se presenta con mayor frecuencia son: Chiapas, Oaxaca,
Yucatan, Veracruz y el Estado de México. ® La Organizacién Mundial de la
Salud, ha definido a la desnutricibn como un desbalance celular entre la
administracion de nutrientes y energia y la demanda del cuerpo para su seguro
crecimiento y mantenimiento de funciones especificas. Esta condicion puede
resultar del consumo de una dieta inadecuada o mal balanceada, por trastornos
digestivos, problemas de absorcion u otras condiciones meédicas.
@ Dependiendo del tipo de nutriente faltante la desnutricién puede ser caldrica,
proteica o mixta.® La desnutricion caldrica, se caracteriza por un balance
caldérico negativo de evolucién prolongada (semanas a meses), la desnutricién
proteica se desarrolla por un balance negativo nitrogenado, también se denomina

Kwashiorkor del adulto y la desnutricion mixta se caracteriza por la presencia de
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balances negativos tanto cal6ricos como proteicos en grados variables de

intensidad.

La desnutricibn en general se presenta y manifiesta en cuatro formas
diferentes denominadas kwashiorkor, marasmatica, Kwasiorkor marasmatica
mixta y sugar baby. En el primer caso, los nifios presentan inflamacion; en el
segundo, delgadez extrema (piel pegada al hueso); en el tercero, una
combinacion de las dos anteriores y en el cuarto lucen sanos y "gorditos”, pero
cuando son sometidos a analisis se revela la insuficiencia de nutrientes, esto se
debe a que perdieron grasa y nutrientes, pero acumularon agua y Su peso
aparentemente estd dentro de los pardmetros normales. En los cuatro tipos de
desnutricion, los nifios presentan palidez, caida de cabello y detencion del

crecimiento.®

Para diagnosticar desnutricion y su grado de avance se realizan exdmenes
de sangre y orina con los cuales se determina si existe deficiencia de vitaminas,
proteinas y minerales. El dato de laboratorio que sirve de apoyo para determinar
si un paciente tiene desnutricion o no, es la cuantificacion de proteinas en sangre
por ejemplo la albumina, un nifio sano debe tener cuatro gramos por cada 100

mililitros del fluido, y un nifio con desnutricion tiene hasta 2.5 gramos.®

Como ya se menciond, la desnutricion se induce por diferentes déficits de
nutrientes, sus sintomas no son los mismos en todos los casos y no se presenta
en la misma etapa, esto indica que cada ser humano la puede presentar en
cualquier etapa de su vida, ya sea en época temprana y/o en época tardia, es

decir, la desnutricion se puede presentar durante la etapa prenatal, perinatal y/o

INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE 6
DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA SEROTONINERGICO



£
5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA

postnatal. Dependiendo de la etapa en que se presente, tendremos la severidad
de sus consecuencias, pudiendo ser éstas de naturaleza reversible o

irreversible.®

Evidencias tanto epidemioldégicas como clinica sugieren que existen factores
prenatales que participan en el origen del sindrome metabdlico y sus
componentes: hipertension, diabetes, obesidad central y dislipidemia. Barker ©
propone la hipétesis del origen fetal en la cual sugiere que la talla
desproporcionada en el nacimiento de un individuo debido a un ambiente
intrauterino adverso se correlaciona con un incremento en el riesgo de adquirir
diabetes del tipo 2, hipertension y enfermedades cardiovasculares en la etapa
adulta. Un ambiente intrauterino pobre a nivel nutricional limita el crecimiento fetal
e induce cambios en el desarrollo metabdlico y cardiovascular.®) En estudios con
animales se observo en ratas madre sometidas a una baja nutricién que sus crias
desarrollaron hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hiperfagia, incremento en la

letargia, obesidad central y una masa muscular reducida.®®

Se han reportado
también cambios en los péptidos hipotalamicos reguladores del apetito y una
preferencia por el consumo de comida grasosa.”” McCance,? en estudios en
animales, observo que la programacion metabdlica podria ser inducida por la
nutricion temprana. La desnutricion inducida por restriccion proteica o por
restriccion calorica durante la gestacion y lactacion en ratas hembra, origind
crias con modificaciones en la programacién metabodlica de varios 6rganos
blanco incluyendo los islotes del pancreas, hipotalamo, higado y mdusculo,
ademas, presentaron enfermedades en el comienzo de su etapa adulta,® ¥ el

peso corporal, la longitud y la circunferencia craneana fueron significativamente

disminuidos en el grupo desnutrido.*¥ Estos estudios demuestran que si
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aplicamos un estrés nutricional durante periodos criticos del desarrollo se altera la
fisiologia y el metabolismo del organismo y las consecuencias seran observadas
en etapas posteriores aun en ausencia del estrés nutricional que las inicio, siendo

este fenémeno la programacion metaboélica.™®

Entre los trastornos nutricionales, los del Sistema Nervioso (SN) ocupan una
posicién especial por su interés e importancia. Ellos representan un problema de
salud de proporciones mundiales serias debido a la alta prevalencia de
deprivacion dietética cronica endémica, especialmente en paises tropicales
subdesarrollados. En paises industrializados, la incidencia de estos trastornos se
asocia con la alta tasa de alcoholismo, trastornos de mala absorcion, trastornos
psiquiatricos alimentarios (por ejemplo la anorexia nerviosa) y el uso de drogas
que tienen un efecto antagonico a ciertas vitaminas. El inicio de formacion del
sistema nervioso central (SNC) es en la tercera semana de la gestacion en el
humano y tanto directivas genéticas como estimulacion y enriguecimiento
ambiental y la propia nutricion determinan el nivel de maduracion del SNC y el
desarrollo de la inteligencia. Las enfermedades nutricionales del SN pueden
ocurrir en forma pura y, mas frecuentemente, en varias combinaciones que
involucran tanto al Sistema Nervioso Central como al Periférico.*® Es dificil
valorar el efecto de la desnutricion en las funciones del SNC por la dificultad de
separar las variables nutricionales de los efectos de las infecciones frecuentes, de
privacion psicosocial, factores genéticos y contaminantes ambientales. Cualquier
forma de desnutricion, ya sea por una deficiencia global de nutrientes o por una
deficiencia de nutrientes especificos, alterara la formacion del SNC. Los dafios al
sistema nervioso central causados por las formas severas de desnutricion

(marasmo y kwashiorkor) se pueden demostrar clinicamente por signos y
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sintomas neurolégicos como apatia, irritabilidad, debilidad muscular, hipotrofia,
ansiedad, fatiga crénica, hipotonia, hipo- e hiperactividad, déficit de atencién y
bajo rendimiento escolar.*” La biopsia de nervio sural en nifios con desnutricién
proteinico-calorica (DPC) severa muestra la persistencia de fibras mielinizadas de
bajo calibre, falla en la elongacién internodal y desmielinizacion segmentaria

significativa.®”

Asimismo, se han observado multiples alteraciones neurales a nivel
histoldgico, electrofisiolégico, bioquimico y conductual en animales y humanos
con deficiencia global de nutrientes en etapas prenatal y perinatal pero que no

presentan las formas severas de desnutricion.

Los dafios nutricionales durante las etapas criticas prenatales o postnatales
resultan en alteraciones en la histogénesis del tejido nervioso.® Se han
reportado anormalidades en la neurogénesis, siendo especialmente vulnerables
las células madre, estas anomalias causadas por la DPC en la gliogénesis,
migracion celular, diferenciacion celular y formacion de circuitos neuronales en
los periodos criticos de desarrollo podrian tener un gran impacto en la plasticidad
cerebral de los sujetos desnutridos.*®*?? Se han descrito desérdenes en la
sinaptogénesis,® lo que aunado a los otros dafios podrian resultar en la
alteracion de la organizacion de vias y circuitos, lo cual podria tener como
consecuencia deficiencias conductuales y del aprendizaje.®>*® Desde el punto
de vista histolégico, se ha observado una reduccién en el nimero de neuronas,**
2428 se han descrito alteraciones en la proporcién de neuronas que interactdian y

en la proporcién de neuronas y sinapsis en el giro dentado.®” El nimero de

sinapsis esta disminuido y existen alteraciones en las espinas dendriticas, en la
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arborizacion dendritica y en el proceso de eliminacion de las sinapsis
redundantes en diferentes sitios de la corteza y del hipocampo, asi como en las

O 2834  También se ha

propiedades dindmicas de la transmision sinaptica.
reportado disminucion en el diametro del axén de las fibras en ratas desnutridas,
especialmente en el tracto corticoespinal,** %39 esta reduccién podria ser el
resultado de una pérdida selectiva de las fibras mas anchas o una disminucién en
sus diametros. Estudios de neurofisiologia en ratas sugieren que hay mayor

pérdida de las fibras con umbrales de disparo menores, es decir, de las fibras

mas gruesas.®”

Hay regiones del SNC que presentan alteraciones por desnutricion, por
ejemplo, se ha observado reduccion en la eliminacion de sinapsis redundantes en
el nucleo rafe dorsal, locus coeruleus y corteza visual asi como alteraciones en el
hipocampo (especialmente en giro dentado) y en los tractos motores y
sensitivos,%11 18 3049 astag alteraciones del crecimiento pueden ser mediados

en parte por cambios en los factores de crecimiento.

El desarrollo de varias funciones neurolégicas sufre retraso y alteraciones
cualitativas en ratas y humanos desnutridos. El desarrollo locomotor por ejemplo,
en ratas desnutridas en las etapas pre- y postnatales adquieren una marcha
adulta después de los 15 dias de vida postnatal, a diferencia de los controles que
la tienen a los 13 dias, ademas, la marcha se mantiene torpe y ligeramente
anormal hasta el dia 30.“" Otros estudios con ratas desnutridas revelaron retraso
en el desarrollo de reflejos motores.“**® Es interesante correlacionar estas
observaciones con las realizadas en nifios pequefios para su edad gestacional,

los cuales han cursado con desnutricion prenatal, estos nifios presentan una
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postura en miembros superiores de flexibn mas acentuada que los nifios con
pesos adecuados para su edad.*? Ademas, la desnutricién postnatal resulta en
retrasos significativos en el condicionamiento Pavloviano a estimulos visuales en

ratas. ¥

Bioguimicamente, la desnutricion puede causar déficit en la cantidad de ADN,
fosfolipidos, esfingomielina, proteinas nucleares y otros componentes del sistema
nervioso de ratas en los cuales existe evidencia de alteraciones en su sintesis,™
10.46-50) 3demas de las alteraciones ya mencionadas en la mielina y las células
gliales.®® EI colesterol, fosfolipidos, ARN y ADN estan disminuidos en los
cerebros de nifios que murieron por marasmo.®” %? Ademas, se han reportado
alteraciones en los niveles de algunos neurotransmisores, como son glutamato,
serotonina, acetilcolina, opiaceos, GABA y norepinefrina.** °3°® También se han
observado reducciones en la formacion de 5 alfa reductasa y dihidrotestosterona,
substancias que se encuentran en altas concentraciones en la mielina del cuerpo

calloso y tracto piramidal.“®

Se observé que la desnutricion proteinico-calérica causa también depresion
inmune con aumento en la frecuencia y severidad de las infecciones. Se ha
reportado que la hipereactividad central noradrenérgica secundaria a desnutricién
podria ser responsable de la depresion inmune, especialmente en la respuesta

célula.®”

Electrofisiologicamente, se han detectado varias anormalidades en sujetos
desnutridos, en ratas se han observado alteraciones en la velocidad de

conduccién motora y reduccién en la excitabilidad de las fibras.®” Otros estudios
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demostraron conduccion disminuida en los sistemas somato-sensoriales,
auditivos y visuales de ratas desnutridas por DPC o con deficiencias vitaminicas
especificas.*> %59 Se ha reportado una disminucion en los disparos
espontaneos de las células de las capas lll, IV y V de la corteza y menores
valores de cronaxia en la corteza parietal y corteza frontal.‘® 6%2 Ademas, se
han descubierto alteraciones en la ontogenia de la potenciacion a largo plazo
(LTP).®® También se han descrito desérdenes en la actividad eléctrica cortical y
su ontogenia, especialmente en la actividad theta,®*®® lo cual se ha traducido en

5.1 8870) E| suefio

una mayor susceptibilidad a crisis convulsivas en animale
MOR también podria ser alterado por la desnutricién.®® Por otro lado, en nifios
desnutridos, se han reportado cambios en los electroencefalogramas,™, los

a, (71-73)

electromiogramas y en la velocidad de conduccion periféric en la

a,7479)

conduccion a través de la via auditiv y una conducciéon motora

prolongada.® Otros estudios, han reportado una conduccién somato-sensorial

central normal en nifos con desnutricion cr()nica,m)

y se ha propuesto que la
diferencia en la afectacion de los diferentes tractos nerviosos se debe
principalmente a los periodos criticos de desarrollo para cada tracto. Yakovlev y
Lecours,"™® describieron los ciclos mielo-genéticos relacionados con la velocidad
de mielinizacién (algunos tractos tienen ciclos de mielinizacion rapida y temprana
en el periodo prenatal y otros tractos tienen ciclos prolongados y lentos durante
etapas pre- y postnatales), por lo tanto es posible considerar que los tractos
corticoespinales, de ciclos mielo-genéticos prolongados, asi como otros tractos

de mielinizacion similar, tienen mayor riesgo de alteracion por la desnutricion que

los tractos sensitivos, de mielinizacion prenatal rapida.
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Se han reportado alteraciones en la capacidad adaptativa y de respuesta en el
tiempo de escape a agentes nocivos en animales desnutridos, asi como en la
prolongacion en el tiempo de aprendizaje de conductas condicionadas aun
después de la rehabilitacion nutricional,”® los cuales podrian conducir a
conductas sociales y de socializacién alteradas. Se ha reportado déficits del
aprendizaje y memoria, los cuales se han correlacionado con cambios
anatomicos en la formacion hipocampal después de desnutricion pre- y postnatal
en animales.®**) Alteraciones conductuales en ratas relacionadas con la
disminucion de serotonina por desnutricion incluyen déficit en el aprendizaje

espacial y en la capacidad de reaprender tareas. %

Estudios realizados en América Latina, Africa y Estados Unidos han
demostrado que niflos desnutridos tienen un menor coeficiente intelectual (C.I.)
que nifios nutridos normalmente del mismo nivel socioeconémico.®® El tiempo de
reaccion visomotor en nifios desnutridos se ha reportado aumentado en varios
estudios.®? Ademas, existe evidencia de déficit en la atencién, trastornos del
aprendizaje y de la memoria.®%*% %9 | os nifios desnutridos no exploran
adecuadamente su ambiente en situaciones novedosas, demostrando inhibicion o
actividades sin objetivos.® Un estudio con nifios desnutridos en Filipinas mostré
puntajes inferiores a nifios controles en tareas motoras y precepttales.®® En la
India, un estudio utilizando tareas de desarrollo cognitivo controlando variables
socioecon6micas mostré un rendimiento mas bajo en nifios desnutridos que

controles.®”

Esto sugiri6 que la desnutricibn podria resultar en alteraciones
visuales, las cuales podrian ser las responsables de las alteraciones
neurointegrativas y de percepcion observadas.® La desnutricion global no es la

Unica que afecta las funciones cognoscitivas, por ejemplo los déficit aislados de
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yodo, hierro y acidos grasos también pueden afectar las funciones cerebrales

superiores.®

l.2. SISTEMA SEROTONINERGICO

El sistema serotoninérgico se localiza en la parte media del tallo cerebral,
agrupandose en nueve nucleos que han sido clasificados de acuerdo a su origen

embrionario, conocidos como complejo nuclear del Rafé. (Fig. 1). %

Cerebelo

Corteza Cerebral

Fig. 1. Esquema de un corte sagital del cerebro de rata que muestra la distribucion del
sistema serotoninérgico y su innervacion.

Los 9 nucleos serotoninérgicos presentes en el rafé son el palidus (By),
obscuro (B:), paragigantus celularis ( B3 ), magnus ( B4 ), pontis ( Bs), dorsalis (
Be,B7 ), centralis superior (Bs), tegmental reticular del puente (Bg). Algunos de
ellos ( magnus, palidus y obscurus ) proyectan sus axones hacia la médula

espinal en donde inervan neuronas motoras y sensoriales.
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Las neuronas de nucleos del cerebro medio y de la parte alta del puente,
inervan a la corteza cerebral, al cuerpo estriado, a estructuras del sistema
limbico, al tubérculo olfatorio, al hipocampo y al diencéfalo. Los efectos de los
terminales serotoninérgicos pueden ser excitadores (sobre neuronas motoras de
la médula) o inhibidores ( de las fibras nociceptivas que entran a la médula ).®®
El neurotransmisor del sistema serotoninérgico es la serotonina (5-HT, 5-OH-
Triptamina). El triptofano (L-Trp) es el aminoacido esencial precursor de la
sintesis de 5-HT. El L-Trp una vez absorbido del tracto gastrointestinal se
distribuye a los tejidos de todo el organismo. El L-triptofano proveniente de la
dieta, ®5 899 gl entrar al torrente sanguineo se encuentra en dos formas, una
fraccion en la que se encuentra unida a la albimina en un 80-90% y otra fraccion
que circula en forma libre (FL), ® que es la que compite con otros amino&cidos
neutros: (tirosina, fenilalanina, leucina, isoleucina y valina) para poder
atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) la cual es una monocapa de células
epiteliales que desempefia una funcion esencial en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral. La BHE tiene permeabilidad selectiva a los medicamentos
y otras sustancias extrafias al organismo, se comporta como barrera de
naturaleza lipoide y tiene un mecanismo de transporte especifico.®” El ingreso
del L-Trp al SNC depende de un mecanismo de transporte saturable localizado

en la BHE, %) como se muestra en la fig. 2.
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Fig. 2. Transporte de L-Trp a través de la barrera hematoencefalica

Existen varios factores en el organismo que participan en la regulacion de la
concentracion de la FL del L-Trp en el plasma, entre ellos se encuentran la
constante de afinidad que tiene el aminoacido para unirse a la albumina; la
concentracion de albumina y de acidos grasos libres, estos ultimos desplazan al
L-Trp de su unioén con la albumina, de esta forma aumenta la disponibilidad del
aminodcido para su transporte al cerebro y con ello se aumenta la sintesis de 5-
HT. La concentracion de la FL del L-Trp depende también de la concentracion de
los aminoacidos ya que compiten por su transportador en la BHE, de tal forma
gue una disminucion en la concentracion de estos aminoacidos neutros en el
plasma permitirAn un mayor paso del L-Trp al cerebro y un aumento en la

sintesis de 5-HT. &%)
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El L-Trp una vez que entra en las terminales serotoninérgicas es hidroxilado
por la triptofano 5- hidroxilasa ( TPH, EC.1.14.16.4) la cual es la enzima limitante
de la sintesis de 5-HT. Esta enzima utiliza Fe** como cofactor, oxigeno molecular
y el complejo tetrahidropteridina (BH4) un co-substrato para hidroxilar al
triptofano y generar 5-hidroxitriptofano. Este metabolito es descarboxilado por la

DAC (descarboxilasa de a.a. aromaticos para formar la 5-HT ©®*°7 (Fig. 3).

"
Triptéfana hidroxiasa

Tnptofanao descarboxiass
Serotoning Acido
S-Hidroxindodacatico

Serotoning

# MAD
\J Receptor
Acido S-Hidroxindaolacétion

Fig. 3. Mecanismo catalitico en la sintesis y catabolismo de la serotonina. La TPH es la
enzima limitante en la sintesis serotoninérgica y cataliza la hidroxilacion del L-Trp usando

como cofactor al Fe2+ y como co- substrato la BH4.
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El catabolismo de la serotonina se inicia con la desaminacion oxidativa a 5-
hidroxiindolactetato catalizada por la monoaminoxidasa (MAO). La N - metilacién
de la serotonina, seguida de la O-metilacion en la glandula pineal, forma
melatonina. También se presenta la metilacion directa de la serotonina y del 5-
metoxiindolacetato.

Todos los tejidos, incluso el encéfalo, capturan la melatonina circulante, pero
ésta es metabolizada con rapidez. Los principales catabdlicos urinarios normales

del triptofano son 5 — hidroxiindolacetato e indol — 3 — acetato. ©®

[.3. TRIPTOFANO HIDROXILASA

La 5-triptofano hidroxilasa (TPH) es la enzima limitante en la sintesis de la
serotonina. Puede ser fosforilada por una proteina cinasa dependiente de calcio y
calmodulina.

En lo que respecta a la regulacion de la expresion de los genes de la TPH, la
mayoria de las regulaciones de este tipo son en la transcripcion. Hay pocos casos

en que la regulacion actta sobre la traduccion.

&

_t

fosforilacidn

“+_ -

desfosforilacian

(_\ m fosfato
L 2l

H enzima

Fig. 5. Mecanismo de regulacion por fosforilacion de la TPH.

INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE 18
DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA SEROTONINERGICO



» 5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA
La TPH es sintetizada en los cuerpos celulares serotoninérgicos de los

nacleos de rafé y se encuentra Unicamente en las células que sintetizan

serotonina, su distribucion en el cerebro es similar a la de la serotonina.

La triptofano hidroxilasa contiene 444 aminoacidos, y tiene un peso molecular
de 51 000.7® Es parte de una familia de enzimas conocidas como aminoacido
aromatico hidroxilasas. Los otros miembros de la familia son la tirosina
hidroxilasa (TH) y la fenilalanina hidroxilasa (PAH). °>1% La TrpOH es similar a
la PAH en un 52% de aminoé&cidos y en un 70% de propiedades similares. %%
Su gran homologia reside en las regiones de carbono central y terminal de estas
enzimas, haciendo que estas areas contengan el sitio catalitico; pero la
especificidad por el sustrato se cree que podria residir en los aminoacidos

cercanos al N-terminal.("®

Mientras que tirosina y fenilalanina hidroxilasa han sido estudiadas en gran
medida en lo que respecta a su estructura, caracteristicas y regulacion, *°® Ia
TPH ha sido poco estudiada debido a su extremadamente baja abundancia de
MRNA para TPH en el SNC y las dificultades que presenta para la purificacién de
la proteina %9 asi como la falta de lineas celulares neuronales productoras de
serotonina adecuadas para sus estudios in vitro. Funcionalmente, estas enzimas
dependientes de biopterina, exhiben rasgos catalicos similares, convirtiendo su
sustrato aminoacidico aromatico a un producto hidroxilado en la presencia de

oxigeno molecular y del i6n ferroso. %7
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Durante muchos afios se creyo que solamente un gen era el responsable de
la sintesis de serotonina en vertebrados. Walter reportd la existencia de dos
genes TPH distintos en multiples especies. En los seres humanos estos genes
estan localizados en los cromosomas 11 y 12 respectivamente, y codifican dos
enzimas homologas diferentes TPH1 y TPH2 con un porcentaje total de identidad
del 71% @ 1% comparada con un 52% de identidad en la secuencia de TPH1
humana y fenilalanina hidroxilasa ®°?. Todos los residuos que han sido
detectados como importantes para la estructura y funcionamiento de la TPH1
estan conservadas en TPH2. Por lo tanto la mayoria de las caracteristicas de la
TPH1 deberian también estar presentes en TPH2. Se ha demostrado que la
TPH2 puede ser fosforilada por una cinasa Il dependiente de calmodulina/Ca 2+
(CaMKIl) vy proteina cinasa A (PKA), *°” |os sitios de fosforilacién para CaMKI
han sido encontrados en serina 59 y 260 y para PKA en serina 58 en TPH1

recombinante, 109112

y ambos estan conservados en TPH2. Después de la
fosforilacion, una proteina 14-3-3 se une probablemente al residuo 58 de
fosfoserina en TPH1, incrementa la actividad de la enzima, e inhibe su

defosforilacién. (10911°)

Esto podria tener una importancia funcional desde la
activacion de ambas cinasas que han sido implicadas en la regulacion de la
sintesis de serotonina y la liberacién de serotonina en el cerebro. Por otro lado,
recientemente se ha demostrado que la fosforilacion de TPH1 por CaMKIl su
degradacion es por el proteosoma, *® podria especularse que la unién de una
proteina 14-3-3 a TPH compite con la degradacion del proteosoma y ocurre
solamente en algunos tejidos o solamente con una de las dos formas in vivo

explicando que diferentes estabilidades describen para TPH de diferentes

fuentes. (16118
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Tryptophan hydroxylase (TPH) is the rate-limiting enzyme in the
synthesis of the neurotransmitter serotonin. Once thought to be a
single-gene product, TPH is now known to exist in two isoforms-
TPH1 is found in the pineal and gut, and TPH2 is selectively
expressed in brain. Heretofore, probes used for localization of TPH
protein or mRNA could not distinguish between the TPH isoforms
because of extensive homology shared by them at the nucleotide
and amino acid level. We have produced monospecific polyclonal
antibodies against TPH1 and TPH2 using peptide antigens from
nonoverlapping sequences in the respective proteins. These
antibodies allow the differentiation of TPH1 and TPH2 upon
immunoblotting, immunoprecipitation, and immunocytochemical
staining of tissue sections from brain and gut. TPH1 and TPH2
antibodies do not cross-react with either tyrosine hydroxylase or
phenylalanine hydroxylase. Analysis of mouse tissues confirms that
TPH1 is the predominant form expressed in pineal gland and in
P815 mastocytoma cells with a molecular weight of 51 kDa. TPH2 is
the predominant enzyme form expressed in brain extracts from
mesencephalic tegmentum, striatum, and hippocampus with a
molecular weight of 56 kDa. Antibody specificity against TPH1 and
TPH2 is retained across mouse, rat, rabbit, primate, and human
tissues. Antibodies that distinguish between the isoforms of TPH
will allow studies of the differential regulation of their expression in
brain and periphery.

Recientemente, la comparacion con rayos X de las estructuras de PAHYy TH y
el primer analisis estructural con rayos X de la TPH1 ha definido varios
aminoécidos participantes en la unién de triptéfano, hierro y el cofactor BH4. %
122) Todos estos residuos son idénticos en TPH2 y por lo tanto podria tener las
mismas funciones que TPH1. Las secuencias responsables de la tetramerizacion

1 (123-126)

de la proteina TPH también estan conservados en TPH2 indicando que

también tiene un complejo multimérico.

Sin embargo, también existe diferencia a nivel molecular entre estas dos
formas de la TPH las cuales podrian ser las responsables para describir las

diferencias bioquimicas y funcionales entre las preparaciones de TPH purificada
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de corteza cerebral y de la periferia. En particular, el N-terminal de la proteina, el
cual contiene dominios reguladores que son bastante opuestos, probablemente
como una consecuencia, los valores de Km. para triptofano de las enzimas

purificadas y recombinantes son diferentes. (2%

La TPH1 esta expresada en la periferia y en la glandula pineal, en tanto que la
TPH2 estd expresada en el tronco cerebral, sugiriendo que TPH2 es la
responsable de la sintesis de serotonina en el cerebro. **” En estudios post-
mortem, se demostré que la TPH2 también estd expresada en el cerebro
humano, pero no en los tejidos periféricos, “*® mientras que los niveles de la
TPH en la glandula pineal y el tronco cerebral son similares, ?®, el mRNA de la
TPH1 es mucho méas abundante en la glandula pineal que en el tronco cerebral,
en tanto que se encontrd, que el MRNA de la isoforma de la triptofano hidroxilasa
(TPH2) se expres6 150 veces mas en el cerebro que el mRNA de la TPH1, pero
no fue detectada en tejidos periféricos (duodeno, pulmones). 9 La
concentracion de serotonina en la glandula pineal es muy alta y muestra un

modelo diurno dramético con niveles mucho mas altos en la noche. 3V

Los cDNA que codifican a la triptofano hidroxilasa tanto del cerebro como de
la glandula pineal han sido clonados y secuenciados, se encontraron algunas
diferencias bioquimicas entre las enzimas obtenidas del cerebro y de la glandula
pineal, tales como el peso molecular, la especificidad por el sustrato y el punto
isoeléctrico. Sin embargo los cDNA aislados de ambos tejidos parecen tener
idénticas las secuencias de nucleotidos, dando a entender que las diferencias
especificas en las propiedades de esta enzima en tejidos diferentes resulta del

procedimiento de diferenciacién post-transduccional. ®
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Varios laboratorios han reportado diferencias cinéticas entre las formas
periféricas y del cerebro de la PTH, pero los datos aun son inconsistentes e
inconclusos. Debiéndose esto probablemente al uso de diferentes especies,
tejidos, procesos de purificacién, y diferentes condiciones para llevar a cabo estos

(132)

estudios. La TPH2 sometida a transcripcion in Vitro y al sistema de

traduccion presentd inhibicién por sustrato por exceso de Trp y BH4, %2

El valor de Vmax de TPH1 fue mas alto que para TPH2, ambas en presencia o
en ausencia de parejas de fusion. Las diferencias en los valores de Vmax podrian
ser el resultado de diferencias inherentes en la eficiencia catalitica o en la
estabilidad enzimatica. Respecto a los valores de Km para el cofactor
tetrahidroxibiopteridina parecieron ser mas bajos para TPH2 que para TPH1,
mientras que los valores de Km para Trp fueron consistentemente mas altos para
TPH2 que para TPH1, si la enzima fue estudiada antes y después de remover la
pareja de fusion. En promedio, el Km para Trp fue cerca de cuatro veces mas
para TPH2 que para TPH1 debido esto a la fusidén de proteinas; pero solamente

dos veces mas en el caso de las proteinas purificadas. 32139

[.4. FUNCIONES DE LA SEROTONINA

La 5-HT fue inicialmente identificada por el interés de sus efectos
cardiovasculares. Existen estudios en los que se atribuye al sistema
serotoninérgico cerebral una participacion en la regulacion de diversas funciones

organicas, a continuacion se describen algunas de las funciones de la 5-HT.

e Timia:
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El papel de la 5-HT en la regulacion de la timia ha sido desarrollado a partir de

las hipétesis de Van Praga.®*>*"

que avala esta teoria el hecho de que una
dieta libre de triptofano a las cinco horas de la ingesta y coincidiendo con el pico
plasmético mas bajo de este aminoéacido, produce un estado depresivo moderado
en voluntarios sanos.®*®

e Suefo:

La 5-HT es el mediador responsable de las fases Ill y IV del suefio lento. El
ritmo suefio-vigilia esta regulado por el balance adrenérgico-serotoninérgico,
siendo la noradrenalina la responsable del despertar y mantener la vigilia. %39
e Factor Trofico:

Se ha propuesto que la serotonina tiene un mecanismo de accion

metabotrépico induciendo cambios tréficos, lo que implica una serie de procesos

141) (142)

quimicos en las células blanco,**? Mercado **Y y Manjarréz y col., han
demostrado que la serotonina tiene una funcion como factor promotor en la
diferenciacion neuronal en el cerebro fetal teniendo una influencia tréfica durante
el desarrollo cerebral.

e Conducta Sexual.

La 5-HT presenta un efecto inhibitorio sobre la liberacion hipotalamica de
gonadotropinas con la consecuente disminucion de la respuesta sexual normal.
La disminucién farmacolégica de la 5-HT facilita la conducta sexual. 43
e Regulacién termonociceptiva
La 5-HT produce un efecto dual sobre la termia segun el receptor estimulado

por ejemplo si se estimula el 5-HT; se produce hipotermia y si es el 5-HT;

hipertermia. El suefio de ondas lentas produce el pico minimo de temperatura
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coincidente con la aparicion del pico maximo de secrecion de la hormona de

crecimiento. 44

e Conducta alimentaria

La 5-HT es el principal mediador inhibidor del nucleo hipotaldmico ventro-
medial que regula la ingesta y saciedad. Este efecto es altamente especifico para
los hidratos de carbono, necesitando de cofactores centrales y periféricos para
actuar sobre los otros nutrientes ( proteinas y lipidos ). La hiperserotoninergia

(145)

produce anorexia y la hiposerotoninergia produce ganancia de peso, ®® esto

puede ser causa de la anorexia en la depresion. 33 5768
Otra funcion descrita para la 5-HT es su papel regulador de la actividad de la

bomba de sodio y potasio.**®)

I.5. RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Hasta la década pasada, la caracterizacion de diferentes receptores
serotoninérgicos se ha realizado de manera sistematica, " han identificado
quince diferentes receptores, los cuales se dividieron en siete familias: (5-HT4, 5-
HT,, 5-HT3, 5-HT,, 5-HTs, 5-HTs and 5-HT-;); con sus diferentes subtipos. Los
receptores de la serotonina median acciones de un gran nimero de compuestos
psicoterapéuticos y psicoactivos incluyendo drogas antipsicéticas, algunos

antidepresivos y farmacos antimigrafiosos, entre otros. (148149

Algunos
compuestos son agonistas, esto es, imitan la actividad en este caso del
neurotransmisor con una cinética muy parecida y otros, son antagonistas lo que

significa que su afinidad es alta pero bloquean la actividad del receptor y la
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cascada de sefializacion intracelular. Los receptores 5-HT; estan involucrados en
la dilatacion arterial, en la inhibicion de la transmision de sefiales en el sistema
nervioso simpatico y la autoinhibicion en el cerebro, los receptores 5-HT,
participan en la agregacion de plaquetas, los receptores 5-HT; median en el
reflejo Bezold-Jarisch que consiste en una respuesta a la serotonina de
hipotensién como consecuencia de una bradicardia subita y transitoria y también
participa en la liberacion de catecolaminas en el muasculo cardiaco. Se
comienzan a caracterizar los receptores 5-HT,;, se tiene evidencia de su
presencia en cerdos, y participan en la taquicardia inducida por 5-HT y que no es

bloqueada por drogas que se unen a los receptores 5-HT;, 5-HT, 0 5-HT3. 0

En cuanto a los receptores 5-HTs, tienen una gran homologia con los
receptores de la familia 5-HT; y se sabe que se expresan en la corteza cerebral,
en el hipocampo, en el bulbo olfatorio y en la capa granular del cerebelo pero aun
no se conocen todas las funciones en las que participan 4*®. Se cloné el gen que
codifica para un receptor 5-HT no descrito, que difiere en cuanto a las
caracteristicas fisiolégicas y en cuanto a la distribucion en el SNC con respecto a

otros y se designé 5-HT,. 5V

1.6. SISTEMA SEROTONINERGICO Y DESNUTRICION

Cuando la desnutricion se origina por la deficiencia de un solo nutriente, tal
como un aminoacido esencial, que debe ser obtenido a través de la dieta, se
induce un dafio serio en el sistema nervioso central porque algunos de los
aminoacidos son precursores de neurotransmisores, y sus niveles dependen

directamente de su disponibilidad. Uno de los sistemas mayormente afectados
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por esta deficiencia de aminoacido es el sistema serotoninérgico, ya que la
sintesis de la serotonina esta directamente relacionada a la toma del aminoécido
esencial: L-triptofano. ©°

Una vez captado el L-Trp, es hidroxilado por la enzima triptofano-5-hidroxilasa,
®1 Ja cual es la enzima limitante en la biosintesis de la serotonina. La TPH esta
por lo general en forma insaturada con respecto a su sustrato, su actividad
pudiera incrementarse por el aumento de la concentracion de L-Trp en cerebro
hasta que los niveles de saturacion son alcanzados. El efecto opuesto se observa
cuando la disponibilidad de L-Trp en el cerebro disminuye. 761416569 pepjdo a
gue la concentracién de L-trp siempre es menor al valor de la constante de
Michaelis 0 Km que es el parametro cinético que se refiere a la afinidad de una
enzima por su substrato, al administrar este substrato se produce un aumento en
los niveles de triptofano en el cerebro, en la actividad de la triptofano-5-
hidroxilasa y en la sintesis de la serotonina. "
Existen reportes de que la dieta restringida en triptofano *2%¥ asi como

z %59 inducen una disminucién en la

también la alimentacion a base de mai
sintesis de 5-HT del cerebro, ademas de modificacion de la ramificacion
dendritica de las neuronas de la corteza cerebral, del hipocampo y alteraciones
en la organizacion psiconeural de facultades tales como el aprendizaje espacial y
la memoria. Asi como también, se tiene evidencia de que disminuye la densidad
del sitio del transportador de la serotonina en ciertas regiones del cerebro de
ratas con restriccion crénica de alimento. °°

Manjarréz, et al. " reportaron que en ratas desnutridas durante la gestacion

o lactacion hay una aceleracion en la sintesis de 5-HT cerebral. Asi también,

observaron que la desnutricion prenatal induce una aceleracion de la via
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biosintética de la serotonina durante el desarrollo del cerebro con un incremento
de L-triptofano en cerebro, en la actividad de la TPH y en el contenido de

serotonina. @¥

En sus experimentos de cinética resultd una disminucion de los
valores de Km y no se mostraron cambios significativos en la Vmax de la TPH
en los grupos desnutridos comparados con los controles. El valor de la K, del L-
triptofano, la cudal representa la concentracién de sustrato que permite que la
enzima funcione a la mitad de su méxima capacidad, es para la TPH
aproximadamente de 50 uM.’® La TPH mostré un incremento en su actividad
bajo condiciones de fosforilacion, lo que propone que la activacién de la TPH en
cerebro desnutrido no solamente se encuentra una elevacion del L-Tripfofano,
sino que también hay un cambio en la enzima misma por una alta afinidad por el
L-Trp y una mayor respuesta para la fosforilacion, hablando de la posibilidad de
gue la desnutricion temprana cronica induce cambios estructurales en la molécula
de dicha enzima. ¥

Las mismas condiciones parecen también ocurrir en humanos con
desnutricién en etapas tempranas. Datos presentados en seres humanos con
desnutricién en etapa temprana, Manjarréz, y et al., sugirieron que la elevacion de
L-triptofano en su fraccion plasmatica libre proporciona un aumento en la
molécula precursora capaz de traspasar la barrera hematoencefalica y activar la
sintesis de serotonina en el cerebro. Esto nos indica que el metabolismo de 5-HT
esta también alterado en el cerebro de humanos desnutridos.

También podria haber otros factores que pueden favorecer la elevacion del L-
triptofano plasmatico libre en los recién nacidos desnutridos, tal como seria un

incremento en la hidrélisis de lipidos con su liberacion en el plasma y de esta

manera mas acidos grasos libres podrian competir con el L-triptofano para unirse
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a la albamina. **"**® También en un estudio preliminar en humanos, observaron
una menor capacidad de la albumina plasmética a unirse al L-triptofano,

(1%9) sygiriendo que ninguna

comparandola con la albimina de los grupos control,
concentraciéon plasmatica de albumina por si misma determina el nivel de L-
triptofano plasmatico libre ni la concentracion de acidos grasos libres no unidos a
la albimina. Parece ser que las cinéticas de union del L-triptofano a la albumina
también tiene un papel importante, que podria estar modificado en los grupos
desnutridos.

El resultado final de estos cambios metabdlicos es un incremento de la
concentracion de L-triptofano plasmatico libre a pesar del contenido de L-
triptofano unido a la albumina, que podria ser mas alto o igual en los grupos
desnutridos a los grupos control. Este imbalance de L-trp en el plasma del grupo
desnutrido a favor del L-trp plasmatico libre también podria estar relacionado a
una elevacion del transporte de este aminoacido al cerebro con un posible
aumento de la sintesis de 5-HT, siendo este el caso de las crias de ratas con
desnutricion fetal. (6016

El aumento en la sintesis de serotonina en ratas desnutridas nos lleva a

proponer la siguiente hipoétesis.
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II. HIPOTESIS

El incremento de la sintesis de serotonina cerebral inducido por la
restriccion alimenticia resulta de un aumento en los niveles de

expresion de la TPH2.
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[I. OBJETIVO GENERAL

Determinar si hay aumento en la expresion de la TPH2 en ratas con desnutricion

prenatal y perinatal.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Implementar dos modelos de desnutricion perinatal en rata.

Implementar la técnica de PCR en tiempo real.

Determinar si hay un aumento en la expresion de la TPH2 en ratas con

desnutricion.

INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA DURANTE 31
DESARROLLO PERINATAL SOBRE EL SISTEMA SEROTONINERGICO



£
5-HIDROXITRIPTOFANO HIDROXILASA

V. MATERIAL Y METODOS

V.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas macho adultos de la cepa Sprague Dowley, de 200 g de
peso; las cuales se mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas de
ciclos de luz-oscuridad 12h-12h, temperaturas de 20-24 °C, el grupo control tuvo

acceso “ad libitum” al alimento.

V.2. DESNUTRICION PROTEICO-CALORICA PRE Y PERINATAL

Antes de someter a las ratas del grupo experimental a desnutricion al 50%,
necesitamos conocer la cantidad de alimento que consume una rata control
tomando en cuenta las diferentes etapas de su vida y sus diferentes necesidades
alimenticias en cada una. Es por esto que se peso6 en forma periddica la cantidad
de alimento que consumieron las ratas antes, durante y después del embarazo,
para poder hacer una reduccion exacta del 50% del alimento consumido por las
ratas en estas etapas.

A ratas hembra nuliparas de 45 dias se les restringié el consumo de alimento
al 50% durante 15 dias, posteriormente se inicio el periodo de apareamiento que
tuvo una duracion aproximada de 5 dias. Durante este periodo, las ratas no
estuvieron sometidas a desnutricién, una vez que quedaron gestantes (aparicion
del tapon vaginal o frotis vaginal) se separaron del macho y se reinicidé su
esquema de desnutricion al 50% durante todo el periodo de gestacion y durante
todo el periodo de lactacion. Las crias se destetaron a los 21 dias postnatales y

se les alimento “ad libitum” hasta los 60 dias postnatales.

En la fig. 6 se representa el modelo que seguimos para desnutrir las ratas.
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Pre-aparea- Aparea- y Crecimiento Juvenil
miento. miento Gestacion Lactacion
A A Y A A
15 dias 5 dias 20 dias 21 dias 60 dias
DESNUTRICION NUTRICION DESNUTRICION DESNUTRICION
PROTEICA NORMAL PROTEICA PROTEICA NUTRICION NORMAL
NACIMIENTO

DESTETE

ANALISIS
60 dias

Fig. 6 Esquemadel procedimiento para la desnutricion proteico-calérica

en la etapa perinatal.

V.3. DESNUTRICION PROTEICO POSNATAL

A otro grupo de ratas se les sometio a desnutricion proteica al 8% Unicamente

en la etapa perinatal, es decir, durante todo su periodo de lactacion, mientras que

al grupo control se les aliment6 siempre con el 20% de proteina. A ambos grupos

al finalizar la lactancia se les alimenté con el 20% de proteina, es decir, se elimino

en ambos grupos el periodo de restriccion alimenticia. Una vez terminado el

periodo de lactancia (21 dias), las crias se separaron de sus madres y se

alimentaron sin restriccion (proteina al 20%), esperando que cumplieran los

machos 60 dias para su sacrificio y analisis (fig. 7).

Pre- Apareamiento

| Gestacion

Lactacion

Crecimiento Juvenil

A
15 dias T

5 dias T 20 dias

21 dias

NUTRICION STANDARD

DESNUTRICION

39 dias

NUTRICIONORMAL

PROTEICA
ANALISIS
NACIMIENTO DESTETE 60 dias
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Fig. 7 Esquemadel procedimiento para la desnutricion proteica perinatal.

V.4. OBTENCION DE TEJIDOS

Se sacrificaron a los animales entre las 9:00 y las 10:00 AM, se extrajo el
cerebro y sobre una superficie fria se disecé el tronco cerebral, el cual se
homogeneiz6 en 500 ul de trizol, se almacenaron las muestras a -80 C hasta su
uso.

V.5. EXTRACCION DEL RNA

La extraccion de RNA de los tallos cerebrales del cerebro de rata se realizo
utilizando reactivo Trizol (Acido Guanidinico Tiocianato-fenol-cloroformo de
Gibco-BRL) de INVITROGEN siguiendo el método desarrollado por Chomczynski
and Sacchi, N. ©®® Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se
afadié el Reagente trizol necesario para homogenizar los volimenes de las
muestras. Se agitaron y se dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Para disolver los lipidos de membrana, se agregaron 200 microlitros de
cloroformo ultrapuro (200 ul/Aml) utilizando puntas de micropipeta con filtro y se
agitaron manualmente durante 10 minutos. Se dejaron reposar 3 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 11, 300 rpm durante 15 minutos a 4
©C. Se obtuvieron dos fases de las cuales tomamos la fase acuosa y se colocé
en tubos eppendorf estériles; se les agregaron 0.5 ml de isopropanol (0.5 ml de
isopropanol por cada ml de trizol utilizado) y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se centrifugaron a 12, 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Se retir6 el sobrenadante y se adiciono etanol al 75%, se centrifugé a 9, 000 rpm
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durante 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante, la pastilla se dejo a temperatura

ambiente para la evaporacién del etanol.

V.6. PURIFICACION DEL RNA

Las pastillas se resuspendieron en agua DEPC (Dietilpirocarbonato) y
después se agregaron 5 ml de RNA + 10 ml de BUFFER +10ml de la DNAasa
RQ1 teniendo un volumen total de 100ml, los cuales se agitaron e incubaron
durante 45 minutos a 37 °C. Se agregaron 150 pl de agua estéril para completar
un volumen de 250 ul. Se agregaron 250 ul de fenol-citrato, se agitaron en vortex
durante 30 segundos y después se agregaron 125 ul de cloroformo agitando
también en vortex durante 30 segundos. Se centrifugaron durante 10 minutos a
12,000 rpm a 4 °C y se transfirieron los sobrenadantes a los cuales se les
adicionaron 30 pl de acetato de sodio (la relacion es al 10% del sobrenadante),
se agregaron 750 ul de etanol absoluto (2.5 volumenes del volumen total) con el
proposito de deshidratar el RNA para que se precipite mejor. Se incubaron a -20
°C durante 30 min, se centrifugaron durante 30 minutos a 12, 000 rpm a 4 °C
para descartar el sobrenadante. Se agregaron 500 ul de etanol al 75% (disuelto
en agua esterilizada), se agitaron en vértex durante 10 minutos para desprender
la pastilla y se centrifugaron durante 25 min a 12 000 rpm a 4 °C para descartar
de nuevo el sobrenadante, se agregaron 50 pul de agua estérii y se
resuspendieron las pastillas.

Las concentraciones de RNA se determinaron espectrofotométricamente a

260 nm, haciendo una dilucién 1:100 con agua estéril.
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V.7. TRASCRIPCION REVERSA

Utilizamos el kit de PROMEGA CORPORATION, Madison, WI. Después de
haber obtenido la concentracion de RNA en las muestras, se homogeneizo la
concentracion en cada muestra a 2 pug/ul. Se agregaron 2 ul de la dilucién 1:20
de hexameros, se agitaron y se colocaron en el termociclador durante 5 minutos a
70° C. Se colocaron las muestras sobre una placa de hielo mientras que se
preparo la mezcla siguiente para cada una de las muestras: PROMEGA AMVR 5x
buffer M 5152 (18161125) + QUIAGEN dNTP-mix (Cat. No. 1010355) + RNA sin
(10 wl/ul) + MEXSTOCK AMV-RT PROMEGA MSCOF (19001801) + agua
esterilizada (libre de RNAsas) , del cual se agrego a cada muestra para tener un
volumen total de 22.5 ul. Se agrego la enzima y se agitaron en el vortex. Se
colocaron las muestras en el termociclador durante 60 minutos a una temperatura
de 37°C.

La concentracion de DNAc se determino espectrofotométricamente a 260 nm 'y
280 nm haciendo una dilucién de 1:50 con agua estéril.
V.8. SELECCION Y VALIDACION DE LOS PRIMERS

Se utilizaron los primers para rata TPH1 (X53501) y TPH2 (AY098915). Los

cuales se disefiaron realizando primero una busqueda en BLAST de las
secuencias de TPH1 y TPH2 para de esta forma, hacer otra busqueda en
LFASTA para comparar estas dos secuencias que corresponden a los genes de
las dos formas de la TPH y elegir las secuencias que no se repiten en TPH1 y

TPH2 para efectuar la RT-PCR en tiempo real y diferenciar ambas isoformas.
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% Primers para rata TPH1 (X53501) fueron: sentido, 5'-CAA GGA GAA CAA

AGA CCA TTC-3' (135-155); antisentido, 5'-ATT CAG CTG TTC TCG GTT

GAT G-3' (321-342) para dar un producto de 156 pares de bases.

+ Primers para rata TPH2 (AY098915) fueron: sentido, 5-TAA ATA CTG

GGC CAG GAG AGG-3' (exon 1, 147-167); antisentido, 5'-GAA GTG TCT

TTG CCG CTT CTC-3' (exon 2, 258-278) para dar un producto de 132 bp.

70 80 90 100 110 120
/tmp/t CCAAGGCTGCCCCTCTGATCCCCCCTGCTGCTGAGAAAGAAAATTACATCGGGATCCATG

TPH2 --- AGG-TGACCCTCTGAACTCCAGTGGCTTTGAG

40 50 60

130 140 150 160 170 180
/tmp/t CAGCCCGCAATGATGATGTTTTCCAGTAAATACTGGGCCAGGAGAGGGTTGTCCTTGGAT
TPH2 --GTCCTC----------- TTTCCAGT GCC GGAT

70 80

190 200 210 220 230 240
/tmp/t TCAGCGGTGCCAGAAGAGCATCAGATACTTGGCGGCTTAACACAAAATAAGGCTACCGCT
TPH2 CCTGC----CCACTGGGTCATC-------=------- TTCATTCAGATTCACCATGATTGAAGACAAC---

90 100 110 120 130

250 260 270 280 290
ltmp/t AGCAAAAGCGAGGACAGAAGTGTCTTTGCCGCTTCTCCGGAGAGCAGCAAGACTG-CGGT
TPH2  ---mememeeee- AAG—GAGAACAA--AGACC----------- ATTCCTCAGAAAGGGGGA-GAGTGACTCT

140 150 160 170

300 310 320 330 340 350

180 190 200 210 220 230

Tabla | : Secuencia del oligonucléotido utilizado en la reaccién de cadena de la
polimerasa (PCR) de la TPH2 de rata (Mus musculus), en donde la posicion de los
nucledtidos es a partir de 1324-1714 secuencia NM_173391.

Oligonucleétido | Secuencia

TPH2 5 —TTTGACCCAAAGACGACCTGCTTGCA -3
TPH2 5 —TGCATGCTTACTAGCCAACCATGACACA -3
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Para verificar la especificidad del oligonucleétido para el gen de la TPH2 se realizé
una amplificacion por PCR en tiempo real para demostrar que obtenemos un solo
producto de TPH2. Para esto corrimos una electroforesis en gel de agarosa al 1%. En
donde usamos marcador de pesos moleculares, un control positivo (con RT) y un control
negativo (sin RT). También determinamos la temperatura de fusion de este
oligonucleédtido, utilizando un paquete de software para el disefio de oligonucledtidos del

mercado.

V.9. VALIDACION DE LOS CONTROLES ENDOGENOS

Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos se elige como
patron un transcrito de referencia que no varie su expresion independientemente
del tipo de tratamiento o las diversas condiciones a las que es sometido. Para
nuestro trabajo utilizamos las opciones del gen de la p-actina o el de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), analizamos su expresion

para determinar cual seria nuestro control endogeno.

V.10. PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL

El RT-PCR cuantitativo en tiempo real se llevd a cabo con el sistema
termociclador rapido de BIORAD. Se preparé una mezcla de trabajo para PCR,
ajustando las concentraciones para un volumen final de 15 microlitros por tubo:
4.5 pl de las muestras con cDNA, 7.5 pl de la mezcla, 1.5 pl del Primer sentido y

1.5 ul del Primer antisentido.

Todos los ensayos de RT-PCR en tiempo real se efectuaron en 14 horas, a
95°C para activar a la Taq polimerasa, seguido por 45 ciclos para la

desnaturalizacion a 95°C, 30 min; continuando con 45 ciclos para la alineacion,
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57°C, 30 min; y 80 ciclos para la extension, a 95°C durante 10 min. Finalizados

los ciclos, las muestras permanecieron a 15°C.

V.11. ANALISIS DE DATOS

Para cuantificar los cambios relativos en la expresion genética de las dos
isoformas de la TPH, empleamos el método 2-AA ct; para el cual tuvimos primero
gue determinar el ciclo umbral (Ct), término exponencial y no lineal, de los tejidos
que analizamos por triplicado: glandula pineal de rata control y de rata desnutrida,
tallo cerebral de rata control y de rata desnutrida, p-actina en rata control y en
rata desnutrida. Los valores de Ct que obtuvimos del PCR en tiempo real fueron
facilmente importados a una hoja de célculo del programa Microsoft Excel, para
su calculo y manejo.

Se calculé el promedio del Ct de cada tejido que se trabajé por triplicado, con
el propésito de aplicar la formula para determinar para cada tejido el:

A Ct = (Ct tejido problema — Ct control interno)

El control interno fue la B-Actina.

Los datos fueron analizados usando la ecuacion para AACt:
2- AACt = (Ct tejido problema — Ct control interno)tiempo x - (Ct tejido problema —
Ct control interno)tiempo 0

Aplicamos la media, la desviacidon estandar para las muestras por triplicado
antes del céalculo de 2 —AACt. En el calculo final, el error se estimé evaluando el

término 2- AA Ct usando AACt + la desviacion estandar.
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VI. RESULTADOS

Respecto a la evolucién del peso de las ratas madre sometidas a desnutricién
proteico-caldrica antes de iniciar su periodo de gestacion bajo régimen de
desnutricién, ya se observaba una diferencia con respecto al peso, y esta
diferencia permanecié durante el embarazo. Esperdbamos un incremento del
peso de ambos grupos de ratas, y este incremento sélo se dio en el grupo control
(aumento del 10%) en tanto que en el grupo experimental contrariamente se
mostro una disminucion del 6% del peso al finalizar el periodo de gestacion. Este
evento nos muestra que efectivamente el grupo experimental sufrio los efectos de

la desnutricién con respecto al peso corporal (tabla Il).

+ 10 9%

21Nn — -6 9
PESO
CORPORAL
(gramos) DE
RATAS MADRE

190

INICIO DF GFSTACION FIN DF GFSTACION

Fig.8. Evolucion del peso de las ratas madre sometidas a desnutricién
proteico-caldrica durante la etapa perinatal.
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TABLA Il. PESO CORPORAL DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

RATAS MADRE INICIO DE LA FIN DE LA AUMENTO DEL
GESTACION GESTACION PESO
CORPORAL
CONTROLES 201.5+5 222+ 4 10.17%
DESNUTRIDAS 191.5+12 180 + 180 -6%

Respecto a la evolucion del peso y la talla de las ratas que descienden de ratas
madres desnutridas, la Fig. 9 se muestra la evolucion del peso de las ratas con
desnutricidbn proteica perinatal con respecto a las ratas control. Podemos
observar que su evolucién no es la misma, a partir del dia 21 ya existe una
diferencia en el peso de las ratas desnutridas Unicamente en la etapa de
lactacion y a partir de este momento se muestra un mayor peso en las ratas del
grupo control, permaneciendo a los 60 dias la diferencia en el peso. También se
observo que efectivamente permanecio el efecto con respecto a la diferencia de
tallas de ambos grupos, mostrandose hasta un 40% menor la talla del grupo

desnutrido con respecto al grupo control. (Fig. 10).

250~
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T 200
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Fig. 9. Evolucion del peso de las ratas sometidas a desnutricion proteica perinatal

versus ratas control.
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Figura 10. Talla de dos ratas macho de 45 dias: en la parte superior, rata control;
en la parte inferior, rata sometida a desnutricion proteica perinatal.

Como resultado de la eleccion y validacion de un gen control internos en donde
analizamos la expresion tanto de p-actina (11A) y GAPDH (11B), pudimos
observar que ambos controles no mostraron diferencia significativa en su

expresion entre el grupo control y el grupo experimental.
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Fig. 11. Nivel de expresion de la p-actina y de GAPDH en ambos grupos
experimentales.

Otro requisito para seleccionar al control interno es que el gen no modifique su
expresion con diferentes concentraciones del cDNA, por lo cual se realizo este
experimento, observando en la figura 12 los resultados. La expresion del gen
GAPDH si vario al incrementar la concentracion de su cDNA, en tanto que la
expresion de la B-actina fue similar en las diferentes concentraciones de su
cDNA, teniendo una pendiente de cero y por lo tanto utilizamos este como

control interno en los experimentos de RT-PCR en tiempo real.
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Fig.12. Expresion de los genes de p-actina y de GAPDH con diferentes
concentraciones de su cDNA..
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Respecto a los resultados obtenidos para la validacion de los oligonucleétidos de
la TPH2 (fig.13), observamos una banda que nos indica 132 pb, de lado derecho
se observa la curva de fusion la cual indica que se trata efectivamente de la

amplificacién de un solo producto correspondiente al gen de la TPH2.

Amplificacion por PCR en tiempo real de un solo producto de Tph.

Fig.13. Validacion de los oligonucleotidos de la TPH2.

La figura 14 muestra la expresion del gen de la TPH2 en animales controles
y en animales sometidos a desnutricion proteiico calérica en las etapas pre y
perinatal. Se puede observar que existe aparentemente una pequefia
diferencia pero ésta a nivel estadistico no es significativa con respecto al

grupo control (p <0.05).
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Ct

Controles Desnutridos

Fig.14. Niveles de expresion de la TPH2 en animales con desnutricién proteico-
calérica en etapa pre y pos natal con respecto a animales control.

La expresion del gen de la TPH2 en animales controles y en animales
sometidos a desnutricion proteica perinatal no mostré una diferencia

estadisticamente significativa (p <0.05) (fig. 15).

1.5+

1.0+

AAct

0.5+

0.0-
B CONTROL mmm DESNUTRIDO

TPH2

Fig.15. Niveles de expresion de la TPH2 en animales con desnutricién proteica
perinatal y controles.
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VII.- DISCUSION

.63 optuvieron

Fue en la década de los setentas cuando Hernandez y co
evidencias experimentales de la alteracion del sistema serotoninérgico en el
cerebro de ratas desnutridas durante etapas tempranas. Por otro lado, Miller,
Morgane, y Resnick,®® reportaron también que la concentracién de serotonina en
ratas con desnutricion temprana, se encuentra aumentada a nivel cerebral
durante el desarrollo postnatal y continta en la edad adulta. Recordando que el
L-triptofano es el aminoacido esencial precursor de la sintesis de serotonina y
gue éste se puede encontrar en la sangre en dos fracciones diferentes: fraccion
de L-triptéfano plasmaético libre y fraccion de L-triptéfano plasmatico unido a la
albumina; Tagliamonte,®® Gessa, y col.,®? reportaron que el aumento en la
sintesis de 5-HT est& probablemente ocasionado por una elevacion en la fraccion

del L-triptéfano plasmatico libre; Manjarréz y col.”® demostraron que este

aumento se debe a una mayor actividad de la enzima limitante en la sintesis de
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serotonina: la triptéfano-5-hidroxilasa (TPH) en el cerebro de ratas desnutridas en
etapas tempranas y probablemente la isoforma TPH2 que es la responsable de la
sintesis de 5-HT cerebral, en tanto que la otra isoforma, TPH1 se encuentra
distribuida a nivel periférico.**® Con éstas evidencias por lo tanto no fue
necesario medir la concentracion de 5-HT ni la actividad de la TPH en nuestro

estudio.

Por otro lado los resultados con respecto a la talla y al peso de las ratas

sometidas a los dos esquemas de desnutriciébn correspondieron a los observados

(18) (156

por Manjarréz y col.*® y Por Del Angel y col.**® dando validez a los esquemas

de desnutricion que aplicamos en nuestro estudio.

En cuanto a la técnica de PCR en tiempo real para determinar la expresion de la
TPH2, zill ®*? utilizé6 una técnica similar en cerebro humano, por lo tanto el
método aplicado en nuestro estudio fue estandartizado correctamente.

La expresion de la TPH2 tanto en animales control como en los dos grupos
experimentales fue muy similar lo que sugiere que el aumento en la actividad de
la TPH observado en ratas desnutridas no se debe a un aumento en la expresion
de la misma por un lado y por otro lado sugiere también que el tipo de
desnutricién no produce cambios en la expresion de la enzima. Una posibilidad
para explicar el mecanismo de activacion de la TPH por la desnutricion es un
posible cambio en la conformacion de la enzima, para lo cual es preciso realizar

experimentos de Western blot.**®
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VIIl. CONCLUSIONES

® Se implementaron dos modelos de desnutricion perinatal.

® Los niveles de expresion del ARN que codifica el gen de la
TPH2 en el tallo cerebral son idénticos en las ratas con
restriccidon alimenticia y en los animales control.
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