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RESUMEN

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). En ratas con desnutricién temprana, se ha reportado un incremento de la
fraccion de L-Triptéfano plasmitico libre por disminucion de la concentraciéon de albimina en sangre asi como
también un aumento en la actividad de la triptéfano-5-hidroxilasa (TPH), enzima limitante en la sintesis de S-HT y
un aumento en la concentracién de serotonina cerebral. El mecanismo mediante el cual se activa la via biosintética de la
5-HT no se conoce ya que en ratas con recuperacion nutricional, los niveles de L-Trp plasmatico libre disminuyen y la
actividad de la TPH permanece elevada. En el presente estudio se exploro la posibilidad de que el aumento en la
sintesis de 5-HT estuviera relacionado con un aumento en la sintesis del ARNm de la TPH, para lo cual en dos
modelos de restriccidn alimenticia uno proteinico-calérico en la etapa perinatal y otro de restriccién proteica en la
etapa de lactacién se determind la expresion del gen que codifica para la TPH mediante la técnica de RT-PCR en
tiempo real. Los resultados indican que existe un aumento en el ARNm en los dos esquemas de desnutricién utilizados
aunque no fue estadisticamente significativo con respecto al control. Esto sugiere que en el aumento de la sintesis de 5-
HT en los animales con restriccién alimenticia intervienen otros factores quizas de tipo transduccional, lo cual debe
ser explorado en estudios posteriores.
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ABSTRAC

In previous works has been shown that undernutrition produces alterations in some pattern of neurotransmitters
development, one of them is the serotoninergic system in which the serotonin (5-HT) synthesis was increased by
activation of the key enzyme in the biosynthesis of brain 5-HT, the tryptophan-5-hydroxylase (TPH), possible by an
increase of de RNAm of this enzyme. In the present work we measured in male rats the expression of RNAm for TPH
by real quantitative RT-PCR in two model of undernutrion, one by restriction of 50% of food and other by restriction
in the protein content, giving only 8% of protein of the normal diet. Results showed that in both experimental groups,
there was an increase of the RNAm, although not statistically significant as compared with the control group. It is
necessary to conduct other assays in order to know the molecular mechanism involved in the activation of TPH by
early malnutrition.
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INTRODUCCION

La desnutricion afecta a grandes poblaciones
a nivel mundial, los dltimos datos de la Organi-
zacién de las Naciones Unidas para la Agricultu-
ra y la Alimentacién muestran que a nivel mun-
dial hay 842 millones de seres humanos desnu-
tridos, la Reptblica del Congo (75% de la po-
blacién desnutrida) seguida de Somalia (71%),
Burundi (70%) y Afganistdan (70%) son los que
tienen mayor poblacién de desnutridos y las
perspectivas de reducir de manera relevante esta
cifra en el futuro continian siendo sombrias
(Miller and Korenman 1994). En la Republica
Mexicana, los estados en donde se presenta con
mayor frecuencia son: Chiapas, Oaxaca, Yuca-
tdn, Veracruz y el Estado de México (SGNU
1999).

La Organizacién Mundial de la Salud, ha
definido a la desnutricién como un desbalance
celular entre la administracién de nutrientes y
energia y la demanda del cuerpo para su seguro
crecimiento y mantenimiento de funciones espe-
cificas. Esta condicién puede resultar del con-
sumo de una dieta inadecuada o mal balanceada,
por trastornos digestivos, problemas de absor-
cion u otras condiciones médicas (SGNU 1999).
Dependiendo del tipo de nutriente faltante la
desnutricién puede ser caldrica, proteica o mixta
(McClave et al, 1992).

Sistema serotoninérgico

El sistema serotoninérgico cerebral se locali-
za en la parte media del tallo cerebral, agrupin-
dose en nueve niicleos que han sido clasificados
de acuerdo a su origen embrionario, conocidos
como complejo nuclear del Rafé Dahlstrom and
Fuxe 1964). El neurotransmisor de este sistema
es la serotonina (5-HT, 5-OH-Triptamina) y el
triptéfano (L-Trp) es el aminodcido esencial
precursor de la sintesis de 5-HT. El L-Trp una
vez que entra en las terminales serotoninérgicas
es hidroxilado por la triptéfano 5-hidroxilasa
(TPH, EC.1.14.16.4) la cual es la enzima limi-
tante de la sintesis de 5-HT (de Boer er al,
2003). La TPH pertenece a la superfamilia de
hidroxilasas de aminodcidos aromadticos, Walther
et al, (2003) determinaron la existencia de un
segundo gen TPH en el genoma de humanos,
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ratones y ratas, al cual denominaron TPH2. Este
gen estd predominantemente expresado en el
tronco cerebral mientras que el gen TPH clésico,
ahora llamado TPHI1, se expresa en intestino,
gldndula pineal y el timo.

Existen estudios en los que se atribuye al
sistema serotoninérgico cerebral una participa-
cién en la regulacién de diversas funciones or-
génicas como la timia (Van Praag 1981, Van
Praag et al, 1986), los ciclos de suefio y vigilia
(Van Praag et al, 1986, haro and Drucker-Colin
2004) como un factor tréfico (Siegelbaum et al,
1982, Mercado et al, 1998, Manjarrez et al,
1988), en la regulacién de la conducta sexual
Tejero et al, 1985), en la regulaciéon termonoci-
ceptiva (Jahn et al, 1999) y en la conducta ali-
mentaria en la cual la 5-HT es el principal me-
diador inhibidor del nticleo hipotaldmico ventro-
medial que regula la ingesta y saciedad, la hi-
perserotoninergia produce anorexia (Blundell
1984) y la hiposerotoninérgia produce ganancia
de peso (Kaye 1997), lo cual puede ser causa de
la anorexia en la depresién (Boullosa and Lépez-
Mato 1991, Moreno et al, 2002, Narita et al,
2003).

Sistema serotoninérgico y desnutricion

Cuando la desnutricién se origina por la
deficiencia de un solo nutriente, tal como un
aminodcido esencial, que debe ser obtenido a
través de la dieta, se induce un dafio serio en el
sistema nervioso central porque algunos de los
aminodcidos son precursores de neurotransmiso-
res, y sus niveles dependen directamente de su
disponibilidad. Uno de los sistemas mayormen-
te afectados por esta deficiencia de aminoécido
es el sistema serotoninérgico, ya que la sintesis
de la 5-HT estd directamente relacionada a la
ingesta de L-tript6fano (de Boer et al, 2003), al
administrar el L-trp se produce un aumento en
los niveles de triptéfano libre en el cerebro, en la
actividad de la TPH y en la sintesis de 5-HT
(Kaye 1997, Ahmed et al, 1987). Existen repor-
tes de que la dieta restringida en triptéfano
(Gonzélez-Burgos et al, 1996, 1998, del Angel-
Meza et al, 1996), asi como también la alimen-
tacion a base de maiz (del Angel et al, 1990)
inducen disminucién en la sintesis de 5-HT ce-
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rebral, ademas, se modifica la ramificacion
dendritica de las neuronas de la corteza cerebral,
del hipocampo y se han reportado alteraciones
en la organizacién psiconeural del aprendizaje
espacial y la memoria (Diaz er al, 1993).

El mecanismo mediante el cudl se incrementa
la sintesis de 5-HT en animales desnutridos tanto
en forma proteinico-calérico como por desnutri-
cion intrauterina (Ahmed et al, 1987), no se
conoce, por lo cual en el presente trabajo explo-
ramos la posibilidad de que el aumento en la
sintesis de 5-HT sea a través de un incremento
del ARNm de la TPH2 en animales con restric-
cién alimenticia.

MATERIALES YMETODOS

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa
Wistar, de 200 g de peso; las cuales se mantuvie-
ron en condiciones ambientales controladas de
ciclos de luz-oscuridad de 12h, temperatura
ambiental de 20-24°C, y humedad relativa del
80%.

Desnutricion proteico-calorica perinatal y
desnutricion proteica:

Se formaron dos grupos de 6 ratas hembra
cada uno, un grupo control con alimentacién ad
libitum y otro experimental al cual se les restrin-
gi6 el consumo de alimento al 50% del consumo
de alimento de las ratas del grupo control. Las
camadas de las ratas desnutridas continuaron su
desnutricion hasta el término de la lactacion,
posteriormente se colocaron en jaulas individua-
les y recibieron alimentacion “ad libitum” hasta
los 60 dias de edad postnatal en la cual fueron
sacrificadas.

A otro grupo de 6 ratas se les sometié a des-
nutricién proteica, proporcionandoles tinicamen-
te el 8% de proteina en su dieta (el alimento para
roedores contiene 20% de proteina) durante el
periodo de lactacién, una vez terminado el pe-
riodo de lactacion las ratas se alimentaron “ad
libitum” con dieta normal. A los 60 dias postna-
tales fueron sacrificadas.

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 disecd el tallo cerebral, el cual
se homogeneiz6 en 5001 de trizol, se almacena-
ron las muestras a -80 °C hasta su uso.

Extraccion del ARN:

La extraccion de ARN del tallo cerebral del
cerebro de rata se realizé utilizando reactivo
Trizol (Acido Guanidinico Tiocianato-fenol-clo-
roformo de Gibco-BRL) de INVITROGEN si-
guiendo el método de Chomczynski and Sacchi
(1987). La concentraciéon de ARN se determino
espectrofotométricamente a 260 nm.

Experimentos de RT-PCR:

Se utilizo el kit de PROMEGA para obtener
el ADNCc, su concentracion se determino espec-
trofotométricamente a 260 nm y 280 nm.

Se utilizaron los primers para rata (Ratfus
norvergicus) de la triptofano hidroxilasa TPH2
(AY098915):

sentido,
ATCCTGCA-3';

antisentido, 5'-CCCAGCCAACAGACCTA-
ACTGA-3';

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenada

GAPDH (NM_017008)

5'-TGAGAACCCCAA-

sentido  5’-TGCCCCCATGTTTGTGATG-
3

antisentido 5’-TGGTGGTGCAGGAT-
GCATT-3’

Para verificar la especificidad del oligonu-
cledtido para el gen de la TPH2 se realiz6 una
aamplificacion por PCR en tiempo real para
demostrar que obtenemos un solo producto de
TPH2. Para esto se realizo electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

Validacién de los controles endogenos:

Utilizamos el gen de la -actina y el de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) para determinar cual seria el control
endégeno.

RT-PCR cuantitativo en tiempo real:
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La reacciéon de la RT-PCR cuantitativa en
tiempo real se llevd a cabo con el sistema de
deteccién para PCR en tiempo real de BIO-RAD
iQ5 . Todos los ensayos de RT-PCR en tiempo
real se realizaron, a 95 °C para activar a la Tag
polimerasa, seguido por 45 ciclos para la desna-
turalizacién a 95 °C, 30 min; continuando con
45 ciclos para la alineacién, 57 °C, 30 min; y 80
ciclos para la extension, a 95 °C durante 10 min.
Finalizados los ciclos, las muestras permanecie-
ron a 15°C.

Para cuantificar los cambios relativos en la
expresion genética de la TPH, empleamos el
método 2-Act; para el cual determinamos el
ciclo umbral (Ct): A Ct = (Ct tejido problema —
Ct control interno)

Los datos fueron analizados usando la ecua-
cién para ACt:

2- ACt = (Ct tejido problema — Ct control
interno) tiempo x - (Ct tejido problema — Ct
control interno) tiempo 0

Analisis estadistico:

Los datos se graficaron utilizando el progra-
ma GraphPad Prism 4.0 y se calculd la media y
la desviacién estdndar. Se compararon las dife-
rencias entre los dos tratamientos mediante la
prueba de “t” de Student.
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RESULTADOS

Respecto a la evolucién del peso de las ratas,
el grupo control presento un incremento del 10%
del peso corporal mientras que el grupo con
restriccion del 50% de alimento presentd dismi-
nucién del 6% de su peso (FIGURA 1A), con res-
pecto al grupo con restriccidn de proteina duran-
te la etapa de lactacidn, se observé que el peso
de las crias fue estadisticamente menor compa-
radas con las crias del grupo control hasta los 60
dias postnatales en que fueron sacrificadas para
su analisis (FIGURA 1B).

Con respecto a la eleccién y validacién de un
gen de control interno, la expresién de -actina
(FIGURA 2A) y de GAPDH (FIGURA 2B), mostrd
diferencias en la expresion del gen para GAPDH
con respecto al grupo desnutrido, en tanto que el
gen de -actina no vari6 en su expresién en am-
bos grupos. Al variar la concentracién de ADNc,
la expresion del gen GAPDH marcé una pen-
diente mayor de 0.1 en tanto el gen -actina mar-
c6 una pendiente menor de 0.1 (FIGURA 3) por lo
cual, utilizamos el gen de la -actina como con-
trol interno.

La FIGURA 4 muestra los resultados de la vali-
dacioén de los oligonucleétidos de la TPH2, se
observa una banda del32 pb, que indica la am-
plificacién de un solo producto correspondiente
al gen de la TPH2.
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FIGURA 1. Peso corporal de las ratas durante la gestacién (1A) y a partir del destete a los 21 dias postnatales (1B). X + D.E. de 6

ratas en cada grupo experimental. P <0.05
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FIGURA 2. Expresion del gen de la B-actina y de la GAPDH en el grupo control y en el grupo con restriccién alimenticia. X + D.E

de tres experimentos realizados por triplicado.

La FIGURA 5 muestra la expresion del gen de
la TPH2 en animales controles y en animales
sometidos a desnutricién proteico caldrica y a
desnutricién proteica en animales destetados. Se
observa que existe un incremento en la expre-
sién del gen de la TPH2 en ambos grupos con
restriccion alimenticia comparados con sus res-
pectivos controles, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p > 0.05).

DISCUSION

Hernandez et al, (1976) obtuvieron eviden-
cias experimentales de la alteracion del sistema
serotoninérgico en el cerebro de ratas desnutri-
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FIGURA 3. Curva de variacion del ACt vs la concentracion de
ADNc de la B-actina y de la GAPDH. X + D.E de tres
experimentos realizados por triplicado.

das durante etapas tempranas del desarrollo neu-
ronal de las ratas desnutridas, observandose un
incremento en la sintesis de 5-HT en las ratas
desnutridas, por otro lado, Miller et al, (1977)
reportaron también que la concentracién de 5-
HT en ratas con desnutricién temprana, se en-
cuentra aumentada a nivel cerebral durante el
desarrollo postnatal y continda en la edad adulta.
Tagliamonte et al, (1973) y Gessa et al, (1974)
reportaron que el aumento en la sintesis de 5-HT
estd probablemente ocasionado por una eleva-
cién en la fraccién del L-triptéfano plasmadtico

M +RT -RT
400 |
.
300 —
200 —
100 — -

FIGURA 4. Gel de agarosa que muestra el producto de la
amplificacion del ADNc del gen de la TPH2.
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FIGURA 5. Expresion del gen de la TPH2 en animales con restriccién proteico caldrica (SA) y con restriccion de proteina (5B). X +

D.E de tres experimentos realizados por triplicado.

libre; Manjarréz et al, (1988) demostraron que
este aumento se debe a una mayor actividad de
la enzima limitante en la sintesis de serotonina:
la triptéfano-5-hidroxilasa (TPH) en el cerebro
de ratas desnutridas en etapas tempranas y pro-
bablemente la isoforma TPH2 que es la respon-
sable de la sintesis de 5-HT cerebral, en tanto
que la otra isoforma, TPH1 se encuentra distri-
buida a nivel periférico (Sugden, 2003). Con
estas evidencias por lo tanto no fue necesario
medir la concentraciéon 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 desnutri-
cién correspondieron a los observados por Man-
jarréz et al, (1988) y por Del Angel et al, (1990)
indicando con esto que el modelo de desnutri-
cién fue implementado adecuadamente.

En cuanto a la técnica de PCR en tiempo real
para determinar la expresion de la TPH2, Zill et
al, (2003) utilizé esta técnica en tejido cerebral
de humanos, observando la presencia de la
TPH2 con una talla de 133 pb, correspondiendo
a la observada en nuestros resultados.

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 ex-
presion de la misma por un lado y por otro lado
sugiere también que el tipo de desnutricién no
produce cambios en la expresién de la enzima,
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formacionales de la TPH2 o cambios en la fosfo-
rilacién de la enzima que originen el incremento
en la sintesis de 5-HT en los animales desnutri-
dos. El conocimiento de los mecanismos mole-
culares que participan en la activacion de la via
serotoninérgica en condiciones de desnutricién
ampliard las perspectivas de tratamientos en
individuos con alteraciones como ciclos de sue-
flo y memoria, depresion, hipertensién, etc, en
los cudles participa la serotonina.
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