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RESUMEMN

«

Estudias anatémicos previos han aostrado que la
desnutricion es uno de 1los factores extrinsecos que altera
algqunas de las etapas del desarrallo cerebral posnatal en las
especies altriciales (el hombre y 1a ratal), en particular de la
densidad sindptica representada por el ndmero de dendritas y de
espinas en las distintas pohlaciones celulares del SNC.

Se sabe que en e1 tallo cerebral la divisidn celular
termina antes de los 15 dias posparteo sin embargo, el
desarrollo de los neurotransaisores especificos varia en las
distintas dreas cerebrales y en forma concositante con 1o0s
cambios anatdémicaos y funcionales dentio del GNC, En 1los
animales que bhan sido desnutridos pre y posnatalmente con
dietas hipoproteinicas con un contenido de &% de caseina, hasta
e] estado adulto, sa han encontrado elevadas las aminas
hicgénicas, y dado que el nicleo locus cosruleus, es el
principal productor de noradrenalina, el objetivo del presente
trabajo consistié en estudiar los cambios anatdmicos que
ocurren en las dendritas y espinas de los distintos tipos gque
constituyen al NLLC. Se estudiaron un total de 300 células por
dieta y condicién experimental (25X y 6% de caseina)l, se
dividié el epstudio en tres poblaciones celulares: multipolares
(403, Fusiformes (35) y ovoides (25) las que se compararon con
los animales control y entre las tres edades estudiadas. £n
genaral Los cambios encontrados entre las edades de 30 y 90
dias de los animales contrui =z encontraron aumentados, a
axcepcion del namerc de espinas dendriticas ias gque se
redujeron y entre los 90 y 220 dias se aumentaron el andmero de
espinas. Los animales desnutridos siguiercn este sismo patrén
solo entre los 30 y 90 dias de edad. Los camhios producidos
per 13 dieta fueron aparentes en la extensién de las ramas y en
el nlimern de espinas, las que se redujeron de manera
significativa en las tres edades estudiadas y en ios &res tipos
celulares. Estos cambios ponen de manifiesto que las
alteraciones tanto anatémicas como en el contenido de las
aminas encontrados en los animales desnutridos ponen en
desventaja la capacidad de adaptacién y respuesta del organismo
con su medio ambiente, alterando funciones integrativas en las
que la noradrenalina tiene un papel msodulador como es la
conducta de respuesta dirigida y en el ciclo del suefo y la
vigilia, entre otras.



INTRODULUICCION - .

En el cerebro de los mamiferos se han identificado cuatro
tipos de neuronas monocaminérgicas que comprandenAa 1a dopamina,
norepinefrina, epinefrina y a las neuronas serotoninérgicas,
las que en su mayoria con excepcidén de algunas neuronas
dopaminérgicas, se encuentran localizadas en la formacidn
reticular del tallo cerebral. La existencia de estos sistemas
neuronales monoaminérgicos, gse propuso a principios de los afos
cincuentas. Sin embargo, se necesitd del desarrollo de métodos
histoquimicos sensitivos especificos que demostraron ia
presencia de catecolaminas intracelulares, estos métodos fueron
iniciados por Hillarp y sus colaboradores en Suecia (Andén y
col., 19646, Dahlstrim y Fuxe, 1964, Fuxe, 1965, Hillarp y col.,
1966 y Ungerstedt, 1971). Recientemente, 21 andlisis de estos
sistemas se ha facilitado har al desarrolio de modificaciones
que han hecho mds sensible el métodn'original de Fal:k;Hillarp
y ‘la aplicacifn de nuevos métodos anatdmicaé como la
inmunocitoquimica (Hokfelt y col., 1975, Swanson vy Hartman,
1975, la.autorradiografia {Cowan y col., 1972) y la técnica.de
transporte retrégrado con 1la peroxidasa del rabano (LaVail vy
LavVail, 1972). E} desarrollo de esta matodologia junto con las
técnicas bioquimicas y farmacolégicas, han permiﬁido un - mejor
conocimiento de la organizacidén y funcidn de este sistema
neuronal (Moore, 1980). En especial al sistema productor de
norepinefrina se le ha dividido en dos grandes componentes, uno

formado por el ndcleo locus coeruleus (LC) y el ctro por el
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nécleo tegmental laterai.

i.as monoaminas, junto con los otros sisfemas nerviosos
participan en la regulacidén de los wsecanismos adaptativos
conductuales v homeostiticos de los organismos, por lo que el
estudio del LC ha sido de gran interés en sus aspectos
anatémicos, bicgquisicns y fisiolagicos ya que se le ha
involucrado en la regulacidn de diversas funciones que inciuyen
el tono muscular, 1la gpresidn sanguinea, analgesia, los
mecanisnas del cicleo suefio y vigilia, las actividades

newroenddicrinas y sensorial, entre otras.
Antecedaentes hii stdricos

El NLC, fue descrito en el cersbro del hombre por Reil en

Fador:)
‘

venoue no le asignd el norhre que tiene actualmente, como

[¢3

3

una depresién en el piso del cuarto ventriculo. Los hermanos
Wenzel en 1811, 1le denominaron Locus coeruleus (LC); Arnold en
1938, le- renombré como 1a substancia ferruginea. He?nert
(1872) sugirid que el ndcleo localizado entre la porcion medial
de la raiz mesencefalica del nervio trigémino es similar a la -
5ub$tan:ia ferruginea. Hendel (1878), encontré¢ que algunas de
las fibras del trigémino se nriQinan en el LC siguiendo hacia
la columna de Clarke en la wmédula espinal, Gudden (1891)
degcribié que el grosor del LC es de G.8 milimetros,
aproximadamente. Terterjanz (1899) describid fibras del LC
cruzando por el ndécleo rafe dorsal hacia el fasciculo

longitudinal mzdial y las que se juntan rostral y lateralmente
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con la raiz mesencafdlica del nervio trigémino. Ramén y €Cajal
deséribid dos tipos celulares formando al LC (multipolares y
fusifaormes), vy le asigné un posible papel sensorial al nacleo,
sin embargo Willams (19i1) y Kosaka :;qIZ).no encontraron
cromatolisis en lag células del LC despuéds de haber seccionado
la rama mandibular del nervio trigémino. Lorente de N6 (1922)
describié fibras de naturaleza se&snrial pasando por el LC,
como una via intermedia entre el nervio trigémino y el
cerebelo. Thelander en 1924, encontré que las fibras del LC

descienden a 12 oliva inferior en el tallo cerebral.

En 1943, Riley describié 5 ndcleos noradrenérgicos en la
region de la unidén entre el mesencédfalo.y el metencéfalo, Yy
Olszewsky y Baxter en 1954 identificaron a tres de ellas como
parte del LC y dos como la porcién del subcoeruleus (Fig. 5.
El LC se ha egstudiado en distintas especies de mamiferos como
la zarigﬁeyé (Woodburne, 1943), en &l gato (May v - Horsley,
l910),ven el perra (Kosaka, 1912), en el visdn (Tamthai, 1943),
en el conejo (Willems, 1911), en el cuyo (Castaldi, 1926}, en
el mono (Finlay y Cobb, 1%930) y cn el homhre (Fdrel, 1877) .
"'Russeil en 1955, en . un estudio ‘anatémico comparativo'de
distinias aspecies de mamiferos, concluyé que el LC ea similar
en la maydria de ellos, 1o que ha sido demostrado por Fnote‘y
cols., (1980) en un eatudio de la distribucidn del LC por la
reconstru;cian tridimensional por computadora del amismo.
Ademas las conexiones aferentes y eferentes son similares en la
mayoria de las especies estudiadas (gato, mono y rata) segdn

Hubbard di Carlo (1973) y Felten'y col., (1974).



Localizacidon

La citoarquitectura del LC revela que esta formado por
células de tamaro mediano, redondas, ovales y fusiformes,
(Figs. 3, &6 vy 6A) las que en los primates adultos contienen
melanina. Con la ayuda de las técnicas de fluorescencia para
1a observacidn del contenido de las monoaminas cerebrales
{Carlsson y col., 1962, Falck, 1962} y de la noradrenalina en
el LC ({Dahlstrém vy Fuxe, 1964, Ungerstedt, 1971), se ha
enﬁontradn que practicamente el LC es el dnico con un contenido
denso de noradrenalina (NA) y cuyas eferencias van a todo el
neuroaxis, lo que le permite ser un nicleo que relaciona las
funciones de paso en 1la facilitacién cortical y subcortical del

control central para las funciones vegetativas.

Los estudios en el tallo cerebral con fluorescencia
‘alizados por Dahlstrém y Fuxe en 1944, identificaron ai Lc
como @81 grupo celular noradrenérgico (A6), cuya - ;brciOn
postaricr se  identificd como el grupo A4 y a la regidn
rostroventral como subcoeruleus o A7, existiendo células
distribuidas en el borde central de la substanﬁia gris
periacueductal mesencefilica a nivel de losb coliculos
inferiores (Fig. 2). Por otra parte las células del LC,
ademas - de la noradrenalina, contienen serotonina (Sladek Y
Walker, 1977), péptidos como la neurctensina (Uhl y col.,
1979), la vasopresina y neurofisina (Caffe y Van Lewen, 1983),
y 1a corticotropina (Swanson, 1983) que contribuyen al :nnfro;

central de las funcionss vegetativas.
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En la actualidad, al Locus Coerulaus o nicleo
dorsolateral tegmental en @l hombre y en los primates se le
identifica como un conjunto de células que se localizan en
forma dorsolateral al tegmentum en sU pqrcidn rostral
mesencefdlica y caudal mesencefdlica, lateral a la sustancia
gris pontina, medial a las fibras del brachium conjuntivum vy
ventral a la raiz y a las células del nucleo trigémino a nivel
del mesencéfalo, ya que no posee un borde caracteristico, ha
sido dificil el delimitarlo de las estructuras vecinas, sin
enbargo, en la rata 1la técnica de Nissl ha permitido

identificarlo mejor que en otras especies (Figs. 2 a: la é&).
Estructura

En 1970, Shimizu e Imamoto utilizando la técnica de Golgi
estudiaron al LC de la rata y describieron tres tipos de
células a las que clasificaron como fusiformes y multipolares,
de 20 X 1S5 pm y células ovoides de tamaﬁd pequeno, y ademas
déscribierun un gran ndamero de sinapsis axodendriticas vy
axpsomiticas en el neuropilo del LC. En estudios posteriores

"cén 1; técnica de Solgi, Shimizu y col., (1978), estudiaron el
Fc de ratas de diferentas edades y observaron doa principales
tipos de .neuronaé, unas de tamaXo mediano (20 X 35 pm) y
células pequeras (10 X 1S pm). Las células de tama¥o mediano
tuvieron forma fusiforme y se localizaron en la porcién
dorsaocaudal del ndcleo, mientras que las células piramidales de
tamaio mediano o células multipolares se localizaron en la

parte ventral del nucleo. Ambos tipos celulares muestran
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espinas en el soma, similares a lLos apéndices somdticos
descritos por Tatemichi y Ramén-Holiner (1974), del cuerpo
celular se originan varias dendritas cortas que se dirigen a
diferentes direcciones y se bifurcan una o dos veces,
extendi éndose mas alla de los limites del nicleo,
particularmente a la substancis gris pontina. Los axones de
las neurcnas siguen una direccion latero rosiral o latero
caudal, y ademas se encuentran celaterales finas de los
mismos, haciendo contacto con dendritas de las neuronas del
propio nicleo. Estos autores enfatizaron la frecuencia con que
observaron los axones colaterales recurrentes, y los
relacionaron con los hallazgos electrofisioldgicos de

Aghajanian.y col. (1977).

En estudios posteriores Shimizu y-cols. (1975}, mediante
un estudio de microscopia electronica describieron contactos
dendrodendriticos vy dendrosomiticos entre las células que
contienen noradrenalina y la evidencia de autoreceptores.
También observaron dendritaé en contacto con los capilares, -
sugiriendo.una influencis funcional de tipo neurchumoral con

los vasos sanguineos.

Ramén~Moliner (1974) y Ramén~Moliner y Dransereau (1974),
efectuaron estudios morfolégicos e histoquimicos en el LC del
gato y encontraron dos tipos de neurcnas, una de tamafo mediano
con dendritas relativamente largas a los que denominaron
células leptodendriticas e isodendriticas, ya que no

presentaban el patrén tipico de neuronas reticulares, por lo
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que se les comparé con las células pequefias de la substancia
gris adyacente. En el LC del gato, estos autores encontraron

pocos axones recurrentes a las células del mismo.

Swansan en 1974, analizd el LC de la rata con el método
’ de Golgi y describid dos tipos de neuronas, unas de forma
‘multipolar y de tamafio mediano y otras fusiformes mds pequefas
y dividié al ndcleo en una purcibn dorsal y otra ventral. Este
autor observé que las células fusiformes predominaron en  1la
porcién dorsal, en la cual las células se encuentran mas
empaqdetadas y alineadas en forma oblicua en direccion
dorsolateral o ventromedial en un plano frontal. En la
divigion ventral del ‘nacleu; el tipo predominante fue el
multipolar. También observd que ambas células poseen dendritas
relativamente largas vy delgadas; que se ramifican una d dos
veces y se extienden mas alla de los limites del nicleo a las
4reas vecinas, en'particular al ndcleo trigémino y a; area gris
'deniral. Amnbas ceélulas presentaron uﬁa distribucién reguiar de
. espinas en sus dendritas y en 1a mayoria de sus som#g. .Brzanna
ky Mo;liver (1980), wutilizando tecni:as de inmunocitoguimica,
han definido tres regiones en el LC de la rata, pero ademds
eﬁcodtraron diferencias en el tamaio de los somas de las‘
disfintas regiones, asi las células mas grandes entre 30 y ° 40
micras se localizaron en 1la porcion ventral del LC. Adémés
distintos autoraes han encontrado que el ntmero dé células que
kconstituyan al LC de 1la rata es de 1,400 a {,5650 células
(Descarries y Soucier, 1972, Ross y Reiss, 1974, vy Swanson,

977, en tanto que el LC del gato presenta 9,150 células



noradrenérgicas (Winklund y col., 1981).

Léger y Hernandez-Nicaise en 1980, efectuaron estudios de
microsceopia electrénica en el LC del gato y describieron tres
tipos de células, una de tamafo medianoc (30 a 40pm) con un
cuerpo celular alargado, otras neurcnas pegquefias con un
didmetro de 10 a 25 pm, y entre estos dos tipos de neuronas se
encontré una variedad de tamaio intermedio de 1S5 a 40 pm.
Ellos propusieron que las células de tamaso mediano,
corresponden a la clase grande de neuronas catecolanminérgicas,
mientras que las neuronas pequedas, S€ cree que representan
interneuronas locales y gobservaraon que los dos subgrupos de

neuronas de tamafc intermedio comprenden a las células

catecol aminérgicas e indolaminérgicas.

Maeda y col., en 1973, estudiaron con histofluorescencia
el LC del gato vy én&untrarun neuronas catecolamindérgicas
grandes Yy pequefas y Léger y col., (197%), en estudios
histogquimitos y de autorra#iografia confirmaron 1la existencia
de dos tipos celulares con contenido de catecolaminas en el LC
y ademas describieron un componente celular indolaminérgico,
distribuide por todo el ndcleo, el cual parece corresponder a
los tipos celulares mediano e intermedio, descritos por Léger y
Herndandez~Nicaise (1980). Las neuronas pequeias del LC se
presume sean interneuronas y varias evidencias indican que no

s0n células monoaminérgicas.
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Pfister y Danner en 1980, usaron histoquimica de
fluorescencia y la técnica de Golgi en el LC de la rata vy
describieron tres tipos de neuronas que denominaron
poligonales, con espinas somaticas, las cugles contienen
monoaminas, neuranas fusiformes y células pequefias sin espinas.
En elvmismo afo, Groves y Wilson (1980a) estudiaron el LC de la
rata con microscopia electrénica y encontraron en el anadlisis
cualitativo que la mayoria de 1las aferencias del LC hacen

-sinapsis en sus dendritas y en apéndices parecidos a espinas en
gl soma y en las dendritas. En un segundo estudio (1980b)
analizaron el sistema celular intrinseco del LC, vy notaron que
las terminales Qinépticas catecolaminédrgicas en el LC,  derivan

de sus recurrentes colaterales y de una-inervacién intrinseca.

‘Cintra vy col., (1982), emplearon la técnica de Golgi
rdpido en ratas macha de 30, 90 y 220 dias, y describieron tres
tipus celularss fusiforags, nultipolarees y ovoidas (Figs, 3; 6
y 6A)‘ an los que aefectuaron un estudio marfométrico
cuantificando el ndmero de dendritas, su diametro y extensidn
“lineal, vy el ndméra de las espinas sczaticas,‘ asi como la
cantidad - de gspinas en segmentos de SOpm en las dendritas
primarias y sécundariés, y encontraron que entre los 30 y 90
dias se ﬁrasento una disminucidn significativa de espinas en
las dendritas brimarias y secundarias, seguidas dé.un aumento
significativo entre 1los 90 y 220 dias. También describieron
axones recurraentes colaterales que se originaron de las células
multipalaras Y que se proyectaron hacia el soma y las dendritas

de las neuronas multipolares (Fig. &A).
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CONEXIONES AFERENTES & LS

Ruseell (1955}, ha sugerido que al LC Ilegan fibras de la
formacién reticular (Scheibel y Scheibel, 1973} del nervio
trigeminn, de la substancia gris periacueductal, del fasciculo
longitudinal medial, de algunas fibras descendentes en el
fasciculo longitudinal dorsal (Schulz), de ia amigdala, del
nicleo fastigiado (Snider, 1973) v de las células
serotoninérgicas del ndcleo rafe dorsal (Conrad y col., 1974,
tanto como del cersbro anterior y del hipotadlamo (Swanson Yy
Cowan, 1977), de la comisura lateral del lemnisco y del tracto
arguiestriato mesencefalico.

CONEXIONES EFERENTES DEL LLC

Las proyecciones del LC se han estudiade de manera
extensa usaﬁdo diversas técnicas histoquimicas (Ungerstect,
1971), de inmunocitoquimica (Swanson y Hartman, 1975) y métodos
da autorradiografia, (Jones y Hoare, 1977, Pickel y col.,
1974, vy coﬁ técnicas iénto{areticas celulares (Cederbaun vy
fAghajanian 1978). Se han i{dentificado 5 vias eferentes
monosinapticas a través del neurcaxis (Moore y Blooa 1979).
Dos proyecciones descendentes entran al tracto tegmental
central y atraviesan los fasciculos lateral y wventral y se
dirigen a la formacidn reticular medulsr (Eestiund y Coulter,
1980) y por 21 paquete funicular terminan en la substencia gris
de la médula espinal. Unas pocas fibras se desvian bacia laos

nacleos sensoriales del tallo cerebral coso el complejo coclear
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la otra proyeccidn del LC corre por el pedinculo cerebelar
superidr, para inervar a la corteza cerebelar. Las otras tres
proyecciones son ascendentes una hacia el tegmentum
mesencefdlico, denominada por Ungerstedt en 1971 como la via
catecolaminérqgica dorsal, otra proyeccidén se localiza
intermedia hacia la substancia gris periaqueductal y a 1la
sustancia negra, y una tercera como un componente del fasciculo
longitudinal dorsal desde el tercio ventral del LC hasta el
teémentum ventral y dentro. del pagquete medial del cerebro

anterior {(figura i1}.

Las proyecciones terminales del LC fueron estudiadas con
fluorescencia por Lindvall vy Bjorklund (1974), qui enes
han descrito que los axones terminales presentan distinta
morfologia, con finas varicosidades redoﬁdas y regulares
espaciadas de 1 a 2 pym de didmetro., - El LC inerva a la médula
f‘eshinal en las colwinas ventral y  dorsal  (Nyaren vy . Olson,

- 1977y, al tallo cerebral, al nicleo coclear (Levitt Y Moore,
1978f y a otros nicleos sensoriales, al cerebelo (Olson y Fuxe,
1971, al hipotdlamo por el componente de fibras gue se dirigen
a;la subsﬁancia gris periacueductal, y por el fasciculo<
longitudinal dorsal. hacia los nd;leos del hipotalamo
(dorénmedial, <paraventricular y al supradptico en donde
terminan con una inervacidn densa pericelular), en el talamo,
en e} telencéf&lo basal y en la corteza :erebrai. Adamids se
han identificado proyecciones al complejo de la amigdala, al
kbulbo olfatorio, a la corteza piriforme y al hipocampo (Loy vy

col., 1980) como se observa an la (figqura 1).



Fig. 1 . Proyecciones ¢el Loctus Coeruleus (LC) hacia el  4drea . pretectal
(AP, amigdala (Aa), hipotdlamo  (Ht), hipocampo (Hc), corteza (Cxl,
telencéfalo (Te), bulbo olfatorio (Bo), tallo cerebral (Tc), cerebelo (C) vy
medula espinal (Me). . -
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La mayoria de estas proyecciones se originan de la
parcién compacta celular (A4) del LL (Loughlin y col., 1985) y
aparentemente agta inervacidn proviene de las chlulas
fusiformes y mutipolares de tamafo mediano. Las terminaciones
noradrenérgicas del LC en la neocorteza llegan directamente a
la capa I (Morrison, vy col., 1978) y a las capas 1I-111, IV vy
v, las qgue son espaciadas o de distribucidén moderada. Cerca
del 5% de la inervacidén cortical praviene del LC contralateral
(Ader y col,., 19807 . Segan Nagai y cols. (1981), 1la
inervacién masiva del LC a diversas estructuras del SNC es muy
grande en relacién a la poblacién celular presente en el Lc,
por 1o gque upa célula podrad inervar sipultineamente a 2
estructura§§ por ejemplo, al cerebelo y a 1a addula espinal;, o
al cerebelo y a la corteza, o bien al hipocampo y a la médula

espinal.

DESNUTRICION
ta pasibilidad de gque la desnutricion‘iduranté la vj&a

perinatal puaae reducir la capacidad‘vintalectuai de - los

humanos, se ha reconocido desde hace varios afos ¥y

recientemente se han desarrollado hipbiesis acerca de la

vulnerabilidad del! cerebro durante el desarrollo. £n 1968,

Dobbing postuldé que el cerebro es mids vulnerable durante el‘
periodo de rapido crecimiento cerebral el que ha sido 1llamado
"periodo critico”, ya que durante esta fase se estadn llevando a

cabo los procesos de crecimiento, diferenciacion, vy aigracidn
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neuronal.

La rata ha sido una de las especies mds usadas como
modelo animal en el cual se han empleado diferenﬁes métodos de
désnutrician que abarcan desde la gestacidn, lactancia, los
estadios juveniles y adultos; en los que se reduce la cantidad
de alimento a la madre o a las crias, o bien durante el periodo

-de lactancia, se geparan las crias de la madre por ciarto
intervalo de tiempo. Otra técnica consiste en aumentar el
nimero de crias de una camada o bien reducir un componente de
la dieta, por ejemplo las proteinas para producir una nutricion

defic;ente.

Para analizar las efectos que produce la desnutricién en
el cerebro se bhan utilizado una variedad . de  técnicas
anatdhicas, ‘ bioéuinicas, conductuales y electrofigioldgicas,
las :ualeé han permitido establecer algunos macanismds ‘acerca
de 1las alteracipnes que se producen en el sistema nervioso
central.fSNC), asi como las repér:usiones que se ﬁroducgn a

corto o a largo plazo.

' Los estudios.morfoldgicos han puesto de manifiestﬁ que la
deénutricién durante la gestacion y la lgctancia produce. una
redﬁccidn vsignificativa del peso, corporal afectando a la
mayoria de los drganos y tejidos, loes cuales no pueden
recuperarse, adn si se instala una nutricién adecuada (Bedi,
1987). Tambidén se ha observado que se reduce el peso cerebral,

si se instala la desnutriciéon durante l1a segqunda fase de



14

gestacién y el periodo de lactancia, aunque los cambios no son
tan aparentes como los del peso corporal. Los estudios
neuroanatémicos en los que se ha empleado la técnica de Golgi,
han mostrado alteraciones en las células de Purkinje del
cerebelo en su longitud dendritica y en sﬁs patrones de
ramificacion (Mc Connel y Berry, 1978 y 1981). En relacidén a
la corteza cerebral, s2 ha encontrado una reduccién en su
grosar, una disminucidn de 1arlongitud dendritica, un  menor
nimero de espinas dendriticas, una densidad celular baja y
disminucién en el rango de sinapsis por neurona (Salas y col.,
1974 , West y Kemper, 1976, Morgane y col., 1978, Leuba vy
Rabinowicz, 1979, y Warren y Bedi, 1982); También se ha
reportado 'que se reduce el numero de células de varios campos

del hinocampo (Jordan y col., 1982).

Hammer en 1981, estudié lné ‘efectos que produce ia
desnutrician prenatal y posnatal. en la formacién reticular delk
tal}o cerebral vy reporté qué la desnutricion prenatal produjo
un aumento-en la extension dendritica al nacimiento Yy una
reduc;ian en el numerc de protoespinas; mientras - que }é
desnutricidn posnatal aumentd el nuimero de protoesp;nas

dendriticas proximales y distales a los 20 dias de edad.

Diaz-Cintra y col., (1981), estudiaron al ndcleo rafe
dorsal en ratas normales y desnutridas que se alimentaron en el
periodo prenatal y posnatal con dietas que contenian 25% y 8%
de caseina como principal fuente de proteinas en animales de

30, 90, vy 220 dias. ' En los animales normales se encontraron
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tres tipos célulares que se clasificaron como multipolares,
fusiformes y ovoides, y se observd un aumento significativo en
las espinas dendriticas entre los 30 y 90 dias, y una
disminucidn significativa entre los 90 y los 220' dias en los
;res tipos célulares; en cambio, los animales desnutridos no
mostraron dicha disminucidén. En estudios posteriores, Cintra vy

col., 1982 y Diaz-Cintra y col., 1984, encontraron los mismos
tipos celulares que en el rafe dorsal, reportando una
disminucidﬁ significativa de espinas dendriticas en los
animales normales entre los 30 y 90 dias, y un aumento
siénificativn entre los 90 y 220 dias. Sin embargo, en loé

animales experimentales, no se observé dicha disminucién,
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OBJETIVD N

En estudiocs anatémicos, bioquimicos, conductuales vy
electrofisiolégicos en 1os que se utilizé una desnutricién
hipoproteinica con 8% de caseina, se han reportado efectos
menos pronunciados en el sistema nervioso central de la rata,
que los que se observan con una dieta de 4% de caseina. Por lo
que el objetivo del presente trabajo, fue el estudiar el efecto
que produce la desnutricién instalada con una dieta del 6% de
caseina, en los tres tipos celulares del nucleo locus
coeruleus, con la finalidad de analizar las alteraciones
morfaméﬁriéas que se producen en sus estructuras, para lo cual

se formuléd la siguiente hipétesis:

HIFDTESIS

Si las células del  naGcleo 1locus coeruleus fueron
‘afesctadas principalmente por la desnutricion hipoproteinica con
8% de caseina, la dieta con &% de &aseina producird eféctns
:més éeveros en diversaé estructuras celulares, 1lo cual puede
k ayudar a explicar las alteraciones que se produzcan“‘en 'el

gistema monoaminérgico de estos animales.



Fig. 2 . Porcién rostral del nacleo tocus. Coeruleus WL en un - coriz
frantal del tallo cerebral de rata tefido con ia tecnica d& Goigi capide, -
indicando su relacion con las estructuras cercanas: Acueducto cereoral -~ {AZ),
substancia gris periacueductal mesencefaiica (SGFM), nuclec rafe aorsal (HRDG,
nicleo tegmental dorsal ¢ de Gudden (NT), pedunculo cerebelar superior. (RE3i,
fasciculo longitudinal medial (FLM).



Fig. 3 . Aproximacion de la porcidn rostral dei Locus Coerusweus Wl '2n un
corte +frontal del tallo cereoral de rata, en el cuat Se.i1agican con
los tipos celulares identificados: multipoiar (M),  fusiforme
(Q). Acueducto cerabral {(ACH,
(SBPM), nucleo rafe dorsal (NRDJ, nucleo tegeental dorsai  (NT),

longitudipal medial (FLM), pedgunculo  cerebelar superiar (PCS).,
representa S00 pm. ’

Tiachas
(Fr  y ovoide
SUNSTANCLIA gras perlacusductal mesencefdlica
fasciculo
ia parra



Fig. 4 . Porcion medial del nucleo Locus Coeruleus (LC) en el tallo
cershral de la rata y estructuras cercanas: fcueducto  cershral - (AC),
substancia gris periventricular mesencefdlica (SGPM), ndcleo cuneiforme (NC),-
ntcleo tegmental 6 de Gudden (NT), pedinculo cerebelar superior (PCS), ndcleo '
rafe dorsal (NRD), fasciculo longitudinal medial (FLM), nucleo rafe pontis
(NRP). La barra representa S00 pm. :
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Fig. & . En A, se suestra el drea del  Locus Coerulsus  (LC): “del-. tallo

cerebral on - la rota a 123 aumentos. Célula aultipolar (M)}, fasciculo
longi tudinal medial. (FLM}, ndclea rafe dorsal (NRD),  En 8, so observan las
células multipolares (M), fusiforses (F) y oveides (0}, identificadas en la

porcién medial del LC, a 200 ausentos. La barra reprasenta’ {50 pmi o :
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Fige &A, En C, se 1ndica un acercamiento del tocus Coeruleus wi. a I3
aumentos en donde se observa una célula multipolar (#) cur zu as6n colsteral
recurrente, vy cuyo trayecto esta senalaao con {lecpasg wi o U una celula
multipolar (M) de un animal desnutrido a las 9V dixs @ ewea, €0 donoe s¢
sefala con la flecha la falta de espinas en la denorita a 300 aulentos.
axéng FLHM, fascicula longitudinal meg:ials; Y celula qgliai.
reprasenta 50 pm, ’

s

La bDarra
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MATERIAL Y HMETODOS

Para la elaboracidn del presente estudio se utilizaron 15
ratas hembras de la variedad Sprague-Dawley y el mismo ndmero
de machos, con una edad aproximada entre 40 y 75 dias, asi como
.Qn peso corporal en las hembras entre 175 a 200 gramos y de 325
a 350 gramos para los machcs. Los animales se mantuvieron en
un cuarto del bioterio bajo un ciclo de luz y de obscuridad de
12:12 horas, y con una temperatura controlada en el interiar
del cuarto de 24°C % {°(C, 52 emplearon dos dietas en el
presente estudio, una cuyo contenido de proteina fue de 25% de
caseina y otra con un contenido bajo de protéina (67.) . La
caseina’ fue utilizada como fuente de proteina en ambas dietas,
las cuales tienen la caracteristica de que son isocaléricas vy
poéeen un elevado contenido en grasa. Como la caseina posee un
bajp contenido en aminodcidos sulfurados, aﬁbas dietas fueron

complementadas adicionando el aminodcido l—metionina(Fig. 7.

S2 dividiéd a los animales destinados para su éstudio en
dos grupos dependiendo del contenido de prnteinav en la die£§ 
- 25t o 6% de caseina, cada uno constituido por 5 hembras. 'El
grupo 1 pertenecid ‘a los animales sujetos a un regimen
alimenticié con 254 de caseina, al cual denominamos érupo
control y por otro lado »ai grupo experimental formado por
animales alimentados con una dieta cuyo contenido fue de &% de
cageina. Los machos utilizados en el estudio, consumieron las.
dietas de 25% y 6% durante una semana previa al apareamienta.

Ambas dietas se suministraron a las hembras 4 semanas antes del



TARBL.A x

COMPOSICION NUTRICIONM. D€ LAS DIETRS

CUMPONENTES D I E T A S8
25X de Caseina 42 de Cassmina

PROTEINAS 21.6 . 5.3 .

BRASAS < 15.4 195G

CARBGHIDRATOS 50.9 - £8.9

SALES MINERALESSS . 4.7 ' 4.0

VITARINAS 1.0 1.0

ASUA ) 2.2 RS iz

COMPONENTES NO NUTRITIVOS 4.2 3.2

Kcarg 4.3 ) 4.3

¥ Las dietas se suplesentaron con 1-setionina (0.42) dedbido a ia ausencia de'
este aminoicido esencial en la caseina.

11Se les adiciond fofatp de calcio sonobadsico y zinc.
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periodo de apareamiénto, durante la gestacién y lactancia. Llas
crias gque nacieron en el mismo dia de diferentes nadres, se
mezclaron y serasignaran al azar un total de 8 crias por madre,
con la finalidad de incrementar la homoegeidad de la poblacién.
A los 2% diag posnatales se realizd el destete de las crias en
cada grupo e#perimental, separando 4 animales machos por jaula
’y consumiendo la misma dieta que sus madres hasta que
alcanzaron la edad requerida para la realizacidén de nuestro
estudio (30, 20 y 220 dias). De este modo, se emplearon un
‘.total de 30 ratas para el estudio - histolédgico, 15
‘correspondieron alrgrupu control (S sujetos por cada edad, 30,
0 y 220 dias), en taﬁto que las otras 1S correspondieraon de

‘manera semejante al grupo experimental (&%) (Cuadro 1).

Una vez que los animales alcanzaron la edad requerida
.§36, ?O.y 29 di:ss, cada yno fue aneéteﬁiado con una dosis de
l40 " mg/kg de pentobarbital. s4dico - (Anestesal) por via
,intraparitoneal, y cuando alcanzaron el plano kgnestésicn
prﬁfundo. requerido, fueron sumétidOS' a la perfusi&n
vint?gcardiéca'la cual se realiz6 por diseccion de 1la 'piel a
nivel del tbrax;b cdrtandd las costillas por la linea izquierda
del esternéﬁ Y equniando al corazén en la cavidad toracica,
'mediante uﬁ separador para facilitér la perfusién. Con una
Aguja conectada & una venoclisis que a su vez 'la’ unia a un
recipiente que contenia una solucidn de formalina amortiguada
a un pH de 7.4 fue introducida por el ventriculo izquierﬁo de
la rata, penetrando la solucion de formalina para pasar a la

circulacidén sanguinea. Al mismo tiempo se cortd la auricula
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derecha, drenando la sangre al  exterior vy a su ver fue
sustituida por la solucién de formalina utilizada como medio
para fijar el tejido cerebral y el resto de los érganos del
cuerpo del sujeto. Después se colocé el animal dentro de una
bolsa de polietilenao, lo anterior con el objeto de que el
tejido cerebral adquiriera una consistencia mas firme dentro
del craneo vy 24 horas mds tarde, se extraijo el cerebro de la
cavidad craneana y al mismo tiempo auxiliados con el atlas
estereotarico del cerebro de rata (Paxinos, 1982) delimitamos
el 4rea sujeta al estudio para cbtener el blogue del tallo
cerebral en el cual se localizé el ndcleo Locus Coegruleus (LC).
En sequida, todos los bloques de tejido seleccionados fueron
sometidos‘; la técnica histolégica argéntica de Golgi-répido
(modi ficaciéon de Diaz—Cint}a y col., 1981) que a continuacién
déscribimos: los bloques del tallo cerebral del érea del LC
fueron ' colocados en una solucién de dicromato de potasio al
4.5Z (post—fijacioén) durante S horas, lueao se colocaron en
otra que contenia una mezcla déAécido ésmico al 1% mezclado en

4 partes de dicromato de potasio al 4.5% diurante 6 a 12 ‘dias.

Transcurridés'éstos se réafizo la diferentiécidn del tejido con
una soluéi&n de hitratdb de plata al 0.75% durante una hora,

después se llevé a cabo un segundo :ambiﬁ del tejido en la
misma solucién, permaneciendo por un lapso de 18 a 24khoras,

luégo fueron lavados con agua destilada, limpiando Vsuavemente
la superficie del blogue de tejido para eliminar @l exceso de
cristales de plata. A continuacioén, se realizé la
deshidrataciéon de 1los Sloques en soluciones de alcoholes

graduales (50%, 70%, 80%, 96% y etilico absoluto) durante 30
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minutos en cada uno. Después, se depositaron los bloques en
una solucién con alcohol absoluto y éter sulfurico voldmen a
volamen durante 8 horas. Para la inclusién, los bloques se
cblocarnn en frascos ambar que contenian nitrocglulpsa de  baja
densidad con diferente concentracién (2%, 3%, 7% y 12%) durante
24 haras en cada una, Yy en nitrocelulosa al 30% durante 48
haras. Al final los biuques fueron colocados en moldes de
plastico que contenian nitracelu}usa al 30%Z y <fueron
introducidos en un desecador que cnntgnia en su interior
cloroformo y puestas al vacio durante 12 horas. Los vapores de
'clotofﬁrmo permiten que se endurezca el blogue de nitrocelulosa
en el cual esta contenido el tejido cerebral y al mismo tiempo, -
‘el wvacio permite la extraccién dé aire.contenido en elyblodue.
Luego fueron montadeos en una .basé metdlica de un microtoha
Leitz-Westlar moaelu 3140, en el cual se realizaron cortes de
100 a ;60 pmvde grosor. Los cortes obtenidos fuernp colectados
en recipiantes'cuntaniendn aleoholes Qraduales (707%, 80%, y
'95%) en"daﬁde permanecieron 20 minutos en cada uno, vy luego
 fueron'cambiado§ a . .una serie- dé soluciones que cqntehian
aicoho; isopropilico, y una mezcél de terpinol y zilol (voldmen
@ vol amen) ‘luego a terpinocl solo y permanecieron durante 20
minutos en cada una y en xileno durante S5 minutos; en todos
éllos se ‘realizaron das cambios. Finalmente, los caortes se

fijaron a portacobjetos con resina sintética.

€l grosor de los cortes se realizd con el propésito de
encontrar una mayor densidad de célulaé integras. Una vez

obtenidas 1las preparaciones histolégicas, ge rotularon con
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claves de la edad, dieta y namero de sujeto experimental.
Enseguida se oculté la clave y se mezclaron las preparaciones,

para efectuar el andlisis morfométrico a ciegas.

Basados en estudios previos (Diaz-Cintra y col., 1981,
Cintra y col., 1982) identificamos 1los tipos celulares por
ellos descritos y se realizé el andlisis morfométrico en
nuestro material histologico. Previamente, llevamos a cabo la
calibracién del amicroscopio mediante el uso de una reticula
micrométrica en el ocular, 1la cual se hizo coincidir con otra
reglila calibrada en pm en el campo visual del amicroscopio de
tal manera, que se conocid en cada aumento empleado, el valor
en pm de la primera reticula. De esta manera se realize la
medicién del eje mayor y menor (MA y ME) del soma, el didmetro
de las dendritas primarias y secundarias (DIP y DIS), la
extensién lineal dé las dendritas primarias y secundarias (ELF
y ELS). También se cuantificaron el numeroc de espinas del soma
(ES), y de las dendritas primariaé y secundarias eﬁ un segmento
de S0 pm en la parte nedia de su extensién total (EDF y EDS) y
vél-nameru de'dendritas primariaé y secundarias (DP y DS); tndas
estas mediciones se realizaron en los tipos celulares
multipolar, fusiforme y ovoide identificados en'el.ndcleo Locus
Coeruleus del cerebro de rata de 30, 90 y 220 dias de edad. El
namero total de células analizadas fue de &00; do la2s cuales 40
corresbondieron al tipo multipolar, 35 al fusiforme Y 25 al

ovoide, en cada sdad y dieta estudiadas (Fig. 7).
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UnA-vsz obtanido el total de mediciones, fueron sometidas

"al andlisis westadistica, con das pruebas estadiaticas
distintas, una da ellas para’datns paramétricos (Prueba "t
Student), 'y la otra para el andliais de datos no paramétricos

(Prueba  de "y*» Hann—whitney).‘ Por otra parte; se analizaron

laos efectos debidos a la adéd, con la prueba de “t" de Student.



Fig. 7 . Dibujos con la cdmara luacida a 400X,
tipogs celulares encontrados
fusiforme (F) y ovoide (D) j

nedicioness

en donda se observan los
en el nicleo Locus Coaruleus:

en los cuales se efectuaron las
aje mayor (MA) y menor (ME) dal soma,

@n las dendritas primarias (P) y secundarias (5) y el segmento de 50
en donda se midieron el nimero de espinas,

cual se midio el didmetro de las dendritas.

]

multipolar (M),

siguiaentes
la extensién lineal medida
nicraones

el asterisco indica el sitio en sl
a, axon .
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RESLILTADOS

Los resultados morfométricos que se obtuvieron en el
presente estudio se dividieron en cambios producidos por la
desnutricién con &% de caseina y cambios debidos al factor edad
en las células multipolares, fusiformes y ovoides del nidcleo

locus coeruleus en ratas macho de 30, 90 y 220 dias de edad.

CELULAS MULTIPOLARES

Las células multipolares de 1los vanimales desnutridos
muétrarun reducciones significativas a lps 220 dias en el eje
vmayor y menor del soma (p < 0.01 y p < 0.001) respectivamente
(Fig.B8 vy 9 5. La figura 10 muestra 1las reducciones
significativas en el ndmero de las espinas somadticas con p <
0.001 a los 30 y 90 dias y p < 0.05 a los ZZ0 diss. E! namero
de dendritas primarias (DP) se redujo en forma significativa en
las tres edades coﬁ una p < 0.001 y las dendritas secundarias
(DS?, presentaron una reduccién en los 30 dias ( p < 0;01 ) y‘
otra a los 220 dias ( p < 0.001 ) como se cbserva en la $igura
11. La extensién lineal presenté redﬁcciones significativas
de p < '0.001 en las dendritas primarias (ELP) y‘secundarias
(ELS), en las +tres edades estudiadas ( Fig. 12 ). El
di Ametro dé las DP se redujo en {forma significativa (p < 0.01)
a los 30 dias y también se disminuyé a los 90 y 220 dias con p
< 0.001 en ambas edades ( Fig.13 ). La densidad de las
espinas dendriticas disminuyé en forma significativa en 1las
dendritas primarias (EDP) y secundafias (EDS) ton una p < 0.001

en las tres rdades estudiadas ( Fig. 14 ),



Fig. '8 . Dibujo utilizando 1la camara 1ldcida a 400X de dos células

aultipolares del nuclan locus coBruleus. Arriba una neurona de un animal
control (25% de caseina) y abajo una célula de un animal deanutrido con una
dieta de 64 de caseina.  Observese el efacto de la desnutricion sobre la rforma

dal  soma, de sus dendritas y de sus espinas, &, axén. La barra representa
50 pm. .
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En cuahfo a los cambios producidos por la edad, las
‘células multipolafes de’ los animales control presentaron
disminuciones significativas de p < 0.001 en el ndmero de
aspinas de las DP con un 30% y de las DS con 28%, entre 30 y 90
dias y entre 90 y 220 dias, mostraron una disminucidn
significativa del 13% con p < 0.05 en el eje mayor y un aumento
del 22% de p <.  0.01 en el eje menor. E1 namero de espinasv
somdticas se redujo con un 89% con g < 0.05 y el diametro
aumentd en 12X y 8% en las DP y DS con p < 0.05 en ambas vy
aumentaron en la extensidn lineal de la DP, en un 19%Z cen p <
0.01, Yy en numero‘ de ambas dendritas DP y DS con S51% y 274
ambos con p < 0.001. L.as animales desnutridos con &% de 
caseina mostraron entre 30 y 90 dias un aumento significativo .
enbel numero de DS en un 25% con p < 0.01 vy iambién hubo un
aumento - del '23% en la extensién iinss! de ias DS (p < 0.05),
CEl ndmgho de éspinas de amhag dendritas se redujo en 3&6% y 294
con p £ Q,Ol entre - esas ‘edades. Entre 90 y 220 dias los
‘animales déénutridqs, mostraron un aumento del 39% en el namgrd
de las ~eépinas somaticas (p < 0.05) y también mostraron
incrementos significativus del 12% eh la extensién lineal de la-
bp (‘p < 0.05 ) y el ndmero . de espinas‘de 1a D8 ( p < 0,001) ‘en

39%, como se puede observar en -la Tabla II.
CELULAS FUSIFORMES
Las células fusiformes de los animales alimentados cbn la

dieta da &% de caseina, presentaron un aumento significativo en

el eje menor de p < 0.0 a los 90 dias ( Fig. . La
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densidad de las espinas somaticas se redujo a los 30 y 220 dias
‘con p £ 0.001  (Fig. 10). El1 namero de DP se redujo con una
p < 0.00Ia los 30 dias, y a los 220 dias con p < 0.05 sin
embargo ambas dendritas aumentaron a los 90 dias con p < 0.01
(Fig. 11). La extensién lineal de las DP y DS se redujo en
las tres edades con p < 0.001 (Fig. 12)., En 1la figura L3
se puede ohservar que el diametro de las DP, se redujo a los 30
y 220 con p < 0.001, en cambio a los 90 dias se increments$ con
un p < 0.001, asi caomo el diametro de las DS aumentd con p <
0.001 a los 30 y 90 dias y p < 0.05 & los 220 dias. También se
redujo en la densidad de espinas en las DP ( p < 0.001) en 1las

tres edades estudiadas y 1a densidad de las espinas de las DS a

Pt

os 30 dias (p < 0.05), a los 90 dias (p < 0.01) y a los 220
dias con p £ 0.601. (Fig. 14).

Los cambios ocurridos por 1la cedad en. los animales
control, éntre 30 y_95 dias;“ mostraron  un auménto del 11%
significativo ¢ p < 6.01)> en el didmetro de l1as dendritas
ﬁfimarias y un aumento del 117 similar ( p < 0.05) en su
extensidn lineal. £l ndamero de espinas de las DP y DS
disminuyd 22% y 1%9% con p < 0.00%, Y eﬁtre 20 y 220 dias
disminuyd en 12% el numero de las DS (p ¢ 0,05), vy aument6 el
namero de espinas 39% y 28/ en las DP v 1la DS ambas con p <
0.001, En cambia, los animales desnutridos de 30 y 90 dias
aumentaron 227 el eje menor y en 514 el ndmero de dendritas
secundarias ( p < 0.01), as{ como también aumentaron en 53% y
- 4637 el didmetro de las bP y‘las DS (p € 0.001) y se disminuyd
en 14% _la extensién lineal de las DF (p ¢ 0.01). También se

disminuyd en un 31X y 18% el ndmero de espinas en ambas
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dendritas con p < 0.001 y p < 0.01 respectivamente. Entre 90 y
220 dias los animales desnutridos redujeron en un 26% ( p <
0.00% el eje menor y en un bSi @l namero de espinas somaticas
(p < 0.05). El didmetro de las DP y DS se redujq en 364 'y 37%
con p < 0.001 y p < 0.0l respectivamente, y aumenté en un 90%
la extensidén lineal de la DP (p < 0.001), como se ocbserva en la

Tabla 1i.
CELULAS OVDIDES

Las células ovoides de los animales desnhtridos redujeron
el eje mayor con p < 0.001 y aumentaron el eje menor a los 30
dias (p < 0,001). A los 790 dias el in;remento se presentd .en
ei eje. mayor 4 p>< G.01), cocmo ae nbserva en la figura 9.»
En la figura 10 ge muestra que el nﬁhefo de espinas somdticas
_se redujq a los 220 dias con p < 0.001. El ndimerc de ambas
,déndritas no 5é vio afactadoc por la dieta en las tres edaﬁes
vgstudiadas (Fig. 11). La extensién lineal de las DP y -DSy
‘ dish#nuyo de manera gigntftcativa { p < 0.001) en todas las
edades -estudiadés, con excepcion de las DS a los 90 dias (Fig.
12 ). El didnetro de las DP y las DS se aumenté con p < 0.001
a los 30 dias, vy el de las DS mostrd aumentos similares de p <
0.00f a ios 90 vy 520 dias (Fig. 13). La densidad de las
espinas dendriticas disminuydé de manera similar en las DP a los
90 dias con p < 0,001 y en ambas dendritas con p < 0.00%

(Fig. 14 ).
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€n cuanto a los cambios producidos por la edad entre 30y
0 dias, las células ovoides de los animales normales
aumentaran en 29% (p < 0.001) el eje menor y disninuyerﬁn el
disdmetro con 15% y 33Z de ambas dendritas con p < 0.001 vy
aumentd en 14% 1la extensiﬁn lineal de las DP (p < 0.05) y el
nimero de espinas disminuyd en 35%Z y 39% ( p < 0.001) en ambas
dendritas. Entre 90 y 220 dias, aumentd en un 10Z el diametro
de las DS (p < 0.01), asi como también aumenté en un 18%Z 1la
extensidén lineal de ambas dendritas (p < 0.01) y el namero de
sus espinas en un 714 y 886% ( p < 0.001) respectivamente. tos
animales desnutridos entre 30 y 90 dias aumentaron en un 344 y
33% (p < 0.001) el eje mayor y menor del soma y redujeron en un
687 el néaé}n de espinas somaticas (p < 0.05), y en un 304 el
didmetro de las DP (p < 0.01) y en un 23% las DS ( p < 0.001).
La cantidad de espinas de ambas ramas se redujo en un S5%L y 40%
{p < 0.001). Finalmente, entre G0 y 220 dias se redujo el eje
mayor en 114 p < 0.05) y la extensién lineal dg las DS con 20%

(p < 0.01), como se puede observar en la Tabla II.
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Fig. 9 . Efecto de la administracion de una dieta hipoproteinica (&% de
caseina) en ratas de 30, 90 y 220 dias de sdad comparado con los de una dieta
control (257 de caseinal sobre el tamaio de los ejes mayor y menor del socma
(MA y ME) de los tipos celulares i1dentificados en el nucleo locus coeruleus.
Obsérvese que an las células multipolares hay reducciones significativas en gl
tamafo de ambos ejes a la edad de 220 dias. En tanto que en las células
fusiformes se aprecia un aumento significativo en su eje menor por efecto de
la dieta de 6% a los 90 dias de edad. En las celulas ovoides se redujo el
tamaro de su eje mayor del soma por la dieta de &%, no as: su eje aenor que
aument6, ambos a la eoad de 30 dias. Por otro lado, a los 90 dias, el eje
mayor del  soma en los sujetos desnutridos (6%) aumentd de tamaio en relacadn
al control (25%). ¥P < 0.05; kP < 0.00; @P < 0,001 ..
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DENSIDAD DE ESPINAS SOMATICAS

Fig. 10 . Efecto de la administracaion de una dieta hipoproteinica. (6% de
caseina) sobre la densidad de espinas somaticas en  los tipos celulares
identificadas en el nucleo locus coeruleus de ratas de 30, 90 y 220 dias de-
edad comparados con los animales control (25X de caseinar. Obseérvese gQue las
células muitipolares rodujeron significativamente la densidad de espinas
somadticas par efecto de la dieta de 6% en la tres edades estudiadas.  En las
células fusiformes su reduccién fue & las edades de 30 y 220 dias por  efecto
de la dieta 4%, en tanto que las células aveides mostraron esta reduccion a la
edad de 220 dias. P < O0.0r. 3 KP< C.08: @ P C0.001 ..
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Fig. .11 . Efecto de la adminigtracion de una dieta hipoproteinica (&% de
caseina) sobre el nuimero de dendritas primarias (DP) y secundarias (DS),
comparadas con las controles (235% de caseina). Notese que en las células
multipolares hay reduccionas significativas del nuamero de DF y DS a las edades
de 30 y 220 dias, y anicamente se obsarva reducido en las DP a loz 90 dias.
En las ctlulas fusiformes se observa disminucion en el numero de  dendritas
primarias gpor efecto de la dieta de 6% a los 30 y 220 dias de edad, en tanto
que a los 90 dias se ohserva aumento an ¢l namaro de DP v DS por la dieta del
6% ¢ fipalmente las ce#lulas ovoides no mostraron cambios significativos.
P < 0,053 %P < 0,013 @PF <0.008,
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Fig. 12 . Efecto de la administrac:on de ona gieta hipoproteinica (6% de
caceina) sobre la extensien lineal de la dendrita primaria (ELP) y secundsria
fecto de una dieta coatrol (25%. de

(ELS) cawparados a los observados por @
caseinal. Nétese que salvo en un caso, todas i1as reducciones significativas

de la extensién lineal de las dendritas prigsarias y secundarias en todas las
edades eetudiadas y en los tres Tipos celulares analizados se observaron

reducciones altamente significativas con @ P < 0,001 .
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Fig. 13 . Efecto de la desnutricitn hpoproteinica (6% de caseina) sobre el

didmetro de lLas dendritas primarias (DIP) y secundarias (DIS). Obsérvese nue
en  las células multipolares hay una reduccion significativa en ©l diametro de
las DP en todas las edades estudiadas 3 en las celulas fusiformes se presenta
una reduccidn significativa en el diadmatro de ambas dendritas primarias y
secundarias a los 30 y 220 dias y un aumenta significativo en ambos tipos de
dendritas & 10s 90 dias de edad. Por otra parte, en las células ovoides hubo
aumentas significativos en ambas dendritas a los 30 dias de edad y en las

dendritas sscundarias & los 90 y 220 dias. #P < 0.05 %P < .01 3
© P <0001 .
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Fig. 14 . Efecto de la desnutricién hipoproteinica (&% de -aseina) sobre la
densidad de espinas dendriticas primarias (EDP) y secundari2s (EDS). Se puede
apreciar una clara disminucidn de la densidad de egpinas dendriticas primarias
Y secundarias en los tipos multipolar y. fusifarme en las tres eadades
egtudi adas. En tanto que, el tipo ovoide sola presentd reducciones
significativas en la dansidad de EDP a los 90 dias y a los 220 dias en ambas
EDF y EDS. ¥ P < 0.05; * P < 0,01 3 @® P < o.001 .



TQBL.A Ix

- PORCENTAJES DE LDB CAMBIOS PRGDUCIDOS POR LA EDAD EN LAS CQJ.B.AS DEL. NUCLED
’ LOCUS. COERULEUS EN RATAS DE TRES EDADES.

PERIKARIA DENDRITAS
EDAD £3£8 NUMERD DIAMETRO  EXTENSION NMERD DE
' (pm) LINEAL pa ESPINAS
A M= 50 pa
(pm) ES 0P D8 DP DS | DS P oS
MUL T IFPOLARES
CONTROL
30 vs 90 .
+2 +3 22 +2 +8 "o2 +7 +4 +5 -320 -2g0
90 Vs 220 _
“13% 422 -a9% 47 +10 +12% + 8% 419k a4 450 4270
EXPERINENTAL
30 vs 90
+9 +5 =15 + 4 425 + & +2 +0.1 +23  -3® 2%
90 vas 220 .
: -9 -9 133% .o .12 -5 0 #1128 4+ 5 + 3 +240
FUSIFORMES
CONTROL.
30 va 50 N .
+2 +4 35 -7 -5 +11% + 8 . a1® £ 7. -228 -15%
.90 va 220 ‘
: T2 #2  +14 -3 -12% -3 -3 + 5 -1 4399 42g®
EXPERINENTAL
30 vs 90 - .

, <=5 422% _37  aa8 +51F 450® 30 1k -5 3@ ip¥
90 vs 220 : : . .

. +3 -26% -63% -39 42 -39 37 4900 411 o+ 4 3
OvVOoIDES '
CONTROL. .
30vas ‘90 . R :

-1 4299 350 -4 -1z -150 o33z s1a¥ .5 3@ _300
90 va 220 : . , ,

+1 +2 =81 -5 =12 +2 +10¥ - +18%  419% +71® +ps®
EXPERIMENTAL .
30 vs 90 ‘ ) .

+34% - 4339  _48 24 -10 -30¥ -23® -2 -8 -5° -4
90 vs 220 . . . :

T -® 40 +4 -8 -10 -8 -8 -1 -20¥% -5 .3

DP= DENDRITAS PR!HARI@\S, DS= DENDRITAS SECUNDARIAS, EBm= ESPINAS SOMATICAS.

#F < 0.05; %P < 0.01;

epP < 0.001.



DISCUSION

El presente trabajo de tesis, forma parte de una serie
de estudios realizados én los nacleos Vaminérgiqos’ del tallo
cerebral de la rata, norpal y desnutrida con dietas
isocaléricas e hipoproteinicas con 8% y 6% de caseina.
Nuestros resul tados se obtuvieron de las células que
constituyen al nucleo locus coeruleus (LOY, las que segin
autores previos, se han clasificado en tres tipos principales:
multipolares, fusiformes y ovoides. En estas células fueron
medidos un total de 11 parédmetros en tres edades y en dos
condiciones experimentales, en las que se encontraron 25
reducciones significativas en las células multipolares, 18 en
las fusiformes vy 10 en las ovoides, estos dltimas células

soctraron ademds. incrementos en algunos pardmetros celulares.

Los camhios encontrados en estos tres tipos celulares
.del LC,‘ revelan que la desnutricién crénica con 6% de caseina,
afecta. de una manera selectiva a las células del Lé y ademas
'estos canbios ocurren de manera distinta segin se estudien ‘en;
las raiés en édades diferentes. LLas células multipolares
mostraron el mayor ndmero de cambios significativos, y en ellasb
se afectd lé extensidn lineal de sus dendritas, el ndmero de
las ramas ybde las espinas dendriticas que estuvieron reducidas
en las tres edades estudiadas. Estas células se localizaran en
1a porcién ventral del ndcleo que segan Shiaizu 19703 Swanson
1974 y Shimizu y col., 1978, corresponden al tipo poligonal o

multipolar mediano, y son productoras de aminas (Descarries,
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1972) ademds de presentar un axén con colaterales recurventes

{Aghajanian, y cols., 1977).

En cambio las cédlulas fusiformes, aostraron aumentos en
algunos par&&etros como en el eje menor del soma a los 90 dias,
en el nimero de ramas y en el grosor de las dendritas. Las
células ovoides mostraron aumentos en el diametro de las dos
ramas primarias y secundarias y en el eje mayor a los 90 dias.
Estos aumentos en comparacidn con la reduccidn en el namero de
las espinas dendriticas y de la extensidn lineal, explican de
maner parci;1 el hecho de gue éstas células tratan de compensar
esta pérdida por efecto de la desnutricién. Sin embargo, el
’factur edaé, @s otra de las respuestas adaptativas en estas
cédlulas, como lo demuestran los . resultados de las
cdmparaciones efectuadas entre las edades de 30 vs 0y 90 vs
220 dias. En las células multipolares y fuciformes de los
animales desﬁutridos, existe una tendencia al gumento deil
namero de ramas (entre los 36 y. 90 dias)‘y del diémetro de las
denaritas en las células fusiformes, sin embarqgo el ndmero de
aspinas ‘dendriticas en los animalas control se vié disminuido
enire 30 y 90 dias y iuego auméntadas entrg 90 y 220 diaé cnﬁo
lo muestra la Tabla 1II. Par otra parte los  animales
desnutridos mostraron un decremento entre los 30 y 90> dias de
edad del numero de eépinas, el cual no se recupera entre los 90
y 220 dias; este hecho se relaciona con la disminucién de la
plasticidad de las neuronas del LC a la edad de 220 dias. Este
hallazgo, explica un tanto lo propuesto por Resnick y col.,

(1982), que la desnutricién hipoproteinica produce efectos
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ocultos y evidentes en el cerebro de la rata.

En un estudio morfométrico previeo de Diaz-Cintra y col.,

(1982, se cl#sifi:é al nicleo rafe dorsal como un niclea

gerotonérgiqo, asi como también se identificaron gl “mismo tipo

‘de células, pero a diferencia del NLC, elAnumero de las espinas
en los animales normales se encuentra aumentado entre los 30 vy

90 dias, posteriormente disminuye entre los 90 y 220 dias, lo

que pone en evidencia la distinta plasticidad de los dos
sistemas aminérgicos que se sabe tienen una regulacidén

inhibitoria.

En un estudio similar a este perc utilizando una dieta
con 8% de caseina, Diaz-Cintfa y cols, en 1984, encontraron que
. las células multipolares fueron alteradas en §u tamafo celular

':a ‘los 220 dias de edad, en tanto que la extensién lineal de
"esés células se redujo de manera significétiva en  las tres
‘edades estudiadas. En nuestro estudio.las células mqltipolares
fesultaron -ser las mds afectadas por la dasnutriciénidel'bx de
caseina, lo cual sugiere 1la posibilidad de deficiencias
funcionales eh_beste sistema noradrenérgico, en los animales
desﬁutridns; particul armente, en los dos componentes de
proyeccidn. caudal del ‘LC, que como se sabey inervan a la
formacidén reticular medular (Westlund y Coulter, 1980) y por o1
paquete funicular que termina en la médula espinal. Se conoce
que estos dos componaentes se originan de las células
multipolares de tamafo mediano de la porcién caudal y ventral

del (.C. Estudios mds recientes, de Grzanna y col., (1987), han
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mostrado que las células del LC inervan exclusivamente a los
nicleos motores del tallo cerebral y de la médula espinal. La
observacidn de la homologia entre los ndcleas motores del tallo
cerebral y de la médula espinal fué realizada desde 1891 por
His, por lo que la inervaciodon de las células del LC (AS) y del
subcoeruleus (A7) hacia estos nicleos se suponia desde
entances. Gdamés s2 sabe que las célulss del LE gquea proyectan
a 15 médula esbinal se concentran en las porciocnes ventral y
caudal del LC (Westlund y col., 1981 y 1983., #Akeyson y col.,
1983) y 1las células que proyectan hacia el trigémino se
‘Yocalizan esparcidas en la porcién dorsal y medial del LC. Poé‘
otra parte 3se sabe también que los grupos celulafes

clasificados como AS y A7 responden de manera diferente a los

estimulos del medio ambiente {(GBuyenet y Byrum,. 1985).

Nuestros resultados pueden explicar en cierta manera el
heého de que los animales desnutridos presentan_ una
hiperactividad wmuscular, la que =e relaciona tanto con los
‘niveles elevados de aminas biogénicas, gque se haq encontrado en 
los animales nutridos con»estas dietas hipoproteinicas (Hiller‘
y col., 19€80), as{ como con la inervacidén selectiva del Lﬁ

hacia los nicleos motores medulares.

Las proyecciones rostrales del LC hacia los ndcleos del:'
hipotadlamo, provienen en su mayorfa de la porcidn dorsal del LC '
y en particular de las células fusiformes, las cuales mostraron
aumentos en ciertos patrones celulares por efecto de ‘ia

desnutricion vcon 6% de caseina. La importancia funcional que
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puede téner esta inervacién es amuy interesante, ya que como se
sabe‘ el hipotdlamo es un importante regulador de las funciones
endocrinas y aut6nomas. Loghlin y col., 1986, han reportado
proyecciones eferentes hacia diversas . estructuras de
subpoblaciones del LC, sugiriendo una organizacién intrinseca

del nicleo con respecto a las conexiones eferentes.

Los estudios de desarrollo en el LC en el humano, indican
que sus células se forman poce antes del nacimieﬁta, en
especial en la porcidn ventral del mismo, alcanzando hasta 1la
decimocuarta semana posnatal, y por otro lado, las neuronas de
la porcidén dorsal aparecen mas tarde, e?tableciendb conexiones
ascendentes con las estructuras rostrales y estas se pierdeﬁ
‘cuando. ocurre el desarrollo cerebral de la segregacidn de

royecciones que se gricugniran en 81 carabrg sdults.
- q

‘ Por 1o que respecta al’ tam&ﬁo del sora, las células
multipoléras'y fusiformas midicron do 26 2 28 pm- én el eaje
ma?orl Yy corresponden a las’ células‘ de tamafo mediaﬁo
lﬁcalizadas por Shimizu y col.,  (1978) en el carebro de 1a
rata. Laé células fusiformes y ovoides, se encontraron en el
rango de 15 a 20 pm y se les pude relacionar al tipo pequefo
encontrado por los mismos autores - en él LC. de la rata. En
nuestro estudio ademis se observd, un aumento progresive del
tamafo del soma en particular en las células aultipolares de
los animales control a la edad de 220 d{ias. En las células
fusiformes y ovoides por el contrario, se observé que el tamaio

celular lo alcanzaron a la aedad de 30 diazi en especial el de
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su eje mayor. Por lo que respecta a 1la presencia de las
2spinas somaticas estudiadas en la mayoria de las células del
LC, nosotros las identificamos en todos los tipos celulares vy
en las tres edades estudiadas, sin embargo fueron mas
abundantes en las neuronas multipolares a la edad de 30 y 90
dias y se redujeron a la edad de 220 dias de 5.7 a 2.5 en
promedio, las células fusiformes y ovoides redujeron su ndmero

a la edad de 90 dias.

Las células del LC, inervan distintas partes del
neurcaxis por lo que pueden influir en una amplia variedad de
mecanismos que depénden de multiples receptores y de
neurotrasmisures, siendo de algin modo distinte al resto de las
conexions eferentes del SNC, por lo que se le involucra en 1a
requlacién de distintas funciones tanto sensitivas como motoras
Y qué la desnutricion puede interferir GE manera czelectiva en
los diversos tipos celulares del LC, afectando de alguna
manera. en la régulacién de estas funciones en los animales
desnutridos, Se sabe adémas-que la funcion de laé células del
LC  se aumenta durante los distintos estados de vigilanciay-
disminuye durante el sueffo lento y aumenta dur;nte'ei sueffo de
movimientos aculares rapidos (MOR), o bien en la integracidn de
las respuesta hacia un estimulo novedoso. La repeticién de
diversos estisulos puede producir distintas respuestas, pero de
manera decreciente, por lo que Aston-Jones (1986) propone que
las funciones del LC se refieren al mantenimiento de los
estados de vigilancia del animal para la correcta respuesta a

log estimulos medicambientales, por lo que el animal desnutrido
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estard en desverntaja en proporcidn con la respuesta del animal

normal.




CONCL LIS TONES

El tamafo del sama se observé poco afectado pof la
desnutricién ya que en las células multipolares se redujo a
los 220 dias y en las ovoides 2 las 30 dias, en cambio las

fusi formes auerontzron @l eje menor a los 90 dias.

El namero de dendritas se disminuyd con la dieta del 6% en
las células multipolares em las tres edades en cambio en
las células fusiformes ausentd @ Los §Q dias y se redujo en
las de;\dritas primarias en las otras dos edades. En las

células ovoides no hubo cambios, 1o que indica un efecto

La extensién lineal dendritica se redujo en las tres tipos
celulares y t©n la= tres edades estudiadas en forma
consistente, lc que explica el empgaguetamiento celular que

se presentd en las animales desnutridos.

El didaetro de las dendritas, también se afect6 de manera
selectiva ya «que em las célules sultipolares se redujo en
la dendrita primaria en las tres edades, en las fusiformes
s@ presentaron aumentos a los 90 dias y varid en las otras
edades, wmientras que em las ovoides presentaron aumentos

principalmente en las dendritas serundariaas.

BEBE
%’W ““S " JRUTE
S
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La dengidad de las espinas gomdticas y dendriticas se

redujo. en las células multipolares en las tres edades y en

las fusiformes con excepcidn de las espinas somaticas a los

90 dias, en cambio las ovoides, solo  presentaren
reducciones a los 90 y 220 dias, 1lo cual podria explicar
las alteraciones que se producen en los niveles de

noradrenalina en estos animales.

En relacidén a los->cambios producides por 1la edad, la
densidad de esbinas dendriticas se redujo en los animales
control entre 105'30 Yy los 90 dias y se aumentdé entre 1los
90 y 220 dias, en cambio en los animales desnutridos sole
se presenté la disminucién entre los 30 y 90 dias, éste
efecto fué mas sevefu que el ohservado con ia dieta de 8%,

indicande posiblemente una reduccidn en 1la plasticidad

‘nauronal.
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