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RESUMEMNM>

En el presente estudio se utilizaron ratas macho de 15,
90 y 220 dias de edad rehabilitadns autricionalmente desde
el dia de su nacimiento. Estos animales procedieron de
hesbras que fueron desnutridas con una dieta del &% de
caewina, % semanas antes del apareamiento y durante la
gestacién. Al nacimiento las crias fueron alimentadas por
madres nodrizas normales nutridas con una dieta de 25% de
caseina (control). Lo gue produjipo una rehabilitazien
nutricional desde el momento del nacimiento. Posterior al
destete los animales continuaron consumiendo la dieta
contro! hasta las edades de 15, 90 y 220 dias en las qgue
fueron sacrificadas. Para el estudico morfométrico se
emplearon blogques de 4mwm de grosor del tallo cerebral qgue
contenfan el nicleo rate dorsal, de 10 ratas normales y 10
desnutridas de cada edad los cuales fueron procesados
con ia teécnica de Golgi rapido. #MAnalizamos un total de
%40 células 1 30 fusiformes, 30 multipolares, 30 ovoides de
cada edad y grupo experimental; normal vy rehabilitado. Se
efectuaron las siguientes mediciones: 1) tamaio del soma vy
2) némero de espinas dendriticas en segmentos mediales de 50
micrones de dendritas primarias y secundarias. Los datos se
analizaron rcon una prueba estadistica de ANOVA y las
diferencias significativas encontradas por la edad, fueron
después analizadas con la prueba de U de Mann-UWhitney. Los
resultados se dividieron en 1los efectos producidos por ia
dieta y los efectos encontrados en 1os animales entre las
edades (15, 90 y 220 ). La dieta hipoproteinica de & % de
caseina produjo incrementos significativos en el eje mayor
y reducciones significativas en el ejep menor del soma en
las células multipolares. En los animales rehabilitados,
los tres tipos celulares mpstraron incrementps en la
dgensidad de 1las espinas en amhas dendritas primarias vy
secundarias, ta dieta de 6% produjo alteraciones
significativas a largo plazo en el tamafio de las ceéiulas
multipolares que se sabe, son productoras de serotonina en
el tallo cerebral de la rata y el aumento observada en el
numero de las espinas en el NRD en los tres tipos celulares
tres tipos celulares, indicaria cierta plasticidad
estructural de las células pvoides y ¢usiformes, congruente
con los aumentos en el namern de sinaptogenesis encontrado
en animales rehabilitados nutricionalmente en otras
estructuras como el hipocampa.



INTRODUICC ION

La indol amina, S-thidroxitriptamina 15-HT) o
serotonina, ¢u¢ descubierta en 1933 por Vially y Erspamer en
las cé¢lulas granulares de la mucosa gastrointestinal, mas
tarde en 1933, Twarog y Page la identificaron en el Sistema
Nervioso Central (SNC} de 1los mamiferos. El nombre Jde
serotonina se debe a los estudios de Rapport (’4%9), quién la
aislé de 1la sangre, relacionandola con algun factor del
suero debido a que producia vasoconstriccion y Reid y Rand

(’52) demostraron su presencia en las planhetas.
Funciones de la seraotonina (5HT):
Por diversos estudios experimentales se sabe que la

serotonina se involuca en la reguiacidn de funciones comp la

menoria, el aprenditcaje, el suefo 7y el movimiento (Azmitia

¥ Gannon ’8&), En el humano 1as alteraciones en el
mesencéfalo, incluyendo el nicleo rafe dorsal (NRD)
prircipal farmadcr de serotonina, se marifiestan en

drsfunciones como ia enfermzdad de &lc--ezi1mar (Cursio vy

¥emper, *84) Vi el Parkinson (Jelliger °8& + Zweig vy
cols.,’86).
Los estudios fluorcmétrices de Eogdansh,, / cols., &n
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1956, demostraron que la 5-HT, tiene una distribucion
diferente en el SNC. Estos autores encontraron altas
cantidades de S5-HT en el mesencéfalo y en el hipotalamo,
y estas observaciones permitieron concluir su posible papel

de neurotransmisor dentro del SNC.

La 5-HT, es sintetizada a partir del aminoacido
L-triptofano e hidroplizada por una enzima especifica, la
triptofano~hidroxilasa, el producto intermedio es el

L~5~hidroxitriptofano, el que descarboxilado pasa a 5-HT.
Segun los estudios de Iversen ('7&), la S=MT es un
neurotransmi sor primero porque se almacena en 1&S neuronas,
sequndo porque puede obtenerse de la terminal presindptica
después de una estimulacion en el tejido nervioso, en donde
el neurotrasmisor es vertido por exocitosis. La substancia
des inactivada una vez que se ha vertido y sus efectos

pueden ser bloqueados por los antagonistas especificos.

Localizacidn del nuicleo rafe dorsal (NRD).

En el cerebro humano se le localizé como el nucleo
supracoclear por los estudios de Olszewski y Baxter en 1954,
constituido por neuronas obscuras en la tincién de Nissl,
Braak en 1970, lo correlaciond en el cerebro medio de
animales como el niuclen rafe dorsal del tallo cerebral y en
los primates Azmitia y Gannon {’Bs6), han analogado al
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sistema serotoninergico con el del humano.

Segin los estudios de fluorescencia de Dahlstrim vy
Fuxe (’84) en el cerebro de 1la rata, la serotonina se
localiza en neuronas extensamente repartidas en el tallo
cerebral e identificadas como monoaminérgicas. Por medio
del método de formaldehido el cual induce fluorescencia,
estos autores describen a las células serotoninérgicas como
el grupo Bl al B? en una distribucién caudo-rostral. Desde
entonces y a la fecha, numerosos estudios utilizando
fluorescencia e inmunocitogquimica, han permitido el mejor
estudio de la distribucion de las ceélulas serotoninérgicas
en el tallo cerebral de la rata y al mismo tiempo se sabe,
que su distribucidn no varia a lo largo de la escala
filogenética de mamiferos vertebrados (Petrovicky, °80 a,b),
gqi.ﬁpmn'gg qistrlbudtgp de las vias en el sistema nervioso
(Felten y Stadek *88).
' Por diversos estudios realizados en rata gato y conejo
por Brodal y cols. (*60), Taber *61, Felten y Cummings vy
Felten y Harrigan (’80a,b) se sabe que la S-HT se distribuye
en los ndcleos serotoninérgicos cuya organizacién caudo-
rostral se identifican como el noclec rafe dorsal (NRD) ,
nicleo medial del rafe (NMR), nuacleo rafe pontis (NRP),
nucleo rafe magnus (NRM), nicleo rafe obscurus (NRO), Y

nacleo rafe pallido (NRP).



El niclieo rafe dorsal (NRD).

Se le identifica como el grupo B7, BS y B4), segun la
clasificacién de Dalhstrém y Fuxe (’68) siendo el principal
formador de serotonina en el SNC. El NRD, se extiende en su
polo caudal, desde el complejo occulomotor del puente, vy en
su porciodn rostral limita con la substancia gris
periventricular. Todo el NRD corre dorsal a los fasciculos
longitudinales mediales del tallo cerebral (Azmitia, °*78, y

Tork, ’8%5).

La mayor poblacién celular se localiza en el mesencéfalo
y en material impregnado con Golgi, Danner y Pfister *80, vy
Pfister vy Danner ’Bf vy Diaz-Cintra vy cols., *81, han
identi ficado 3 tipos celulares en el NRD. Tipo 1 neuronas
poligonales en forma vy multipolares por la presencia de

dendritas, cuyos axones se dirigen ventralmente. Neuronas

tipo 2, o fusiformes, con dendritas en sus extremos y

espinas en 1as porciones distales de las mismas vy cuyos
axones corren en sentido dorsal y tipo 3 neuronas pequenas,
ovoides de forma piriforme, con pocas espinas. Se les han
identificado en otros nuacleos del rafe (Holzter y Pfister
"81). Sin embargo, no todas las células del NRD contienen
serotonina Wiklund y cols., (’81), han demostrado en el
tallo cerebral del gato que solo un 40% produce S-HT, de
manera eimilar se encuentra esta proporcidén en la rata
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(Moore, ’81). En un estudio autorradiografico, Descarries y
cols,, 79 repartaron que de tas 24,000 células de! NRD,
solamente 11,500 < casi el 48% ) son serotoninérgicas.
Sinembargo cabe aclarar gue el contenido de sarotonina en
2l NRD, constituye la mitad de toda S-HT del SKNC. La 5-HT
rne es el dnico neurotransmisor encontrado en el NRD, también
se han aislado la dopamina beta hidroxilasa, noradrenalina,
(Grzanna y Molliver, ’80, Steinbusch y cols., ’81), GABA
(Belin y coels, ’7%9) y péptidos, como encefalinas (Blazer y
cols,, 81y, substancia P (Chan-Palay vy cols., *78),

Neurotensina (Jennes y cols,.,’82).,

La desnutricién:

La desnutricién, es un factor importante en las
en las poblaciones a nivel mundial, siendo los paises en
desarrolio el principal foco de ésta, aungue también se
encuentra en las regiones industrializadas {(Chandra, *80),
Por ser la desnutricién un problema comom en los paises
en gesarrollo, podemcs decir gue se convierte en un problema
social de primer orden, afectando a la poblacidn de
bajos rezursos de un modo directo desde su base alimenticia
{amxl}ar. Teniendo como, la causa principal la pobreza,
sierdo este factor el que mas contribuye a la desnutricion.
Como factor aditivo esta el hecho de que unha parte
significativa de la poblacién se dedica a actividades
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primarias, como la agricultura, que tienen &uy Ppoco
rendimiento econémico. La ignorancia coadyuva a que se
incremente el problema de la desnutricién sobre todo en los
paises Latinoamericanos, del Africa septentrional y del
sur de Asia, paises con grandes problemas socio-politicos
y €On pocos recursos econdmicos. El efecto de estos
factores se ha reflejada tanto en problemas de salud

publica como en problemas de asimilacién y de aprendizaje.

Es la desnutricién calorica-proteinica, el punto de
partida de muchos estudios e investigaciones por ser el
modelo que replica al marasmo en los humanos. Gonzales, R.
(*’87) propone gue “La desnutricion energético-proteinica es
un estado patolégico de etiologia social Que se presenta
como conseguencia de la falta de ingestién de 1la cantidad
suficiente de los alimentos que contienen los nutrimentos
requeridos por el organismo para el adecuado crecimiento,

LJ
desarrollo, y funciohamiento de sus organos y sistemas®.

Como consecuencia de ésta, exdi1sten varios dafos y
alteraciones en los mismos, como es el casoc del sistema
inmunol 6gico o dafos psicolégicos y neurolégicos etc. Es

por esto que existe un interés creciente por investigar
éstas alteraciones y darle asi énfasis a programas de indole
informativa que puedan de algun modo orientar a la poblacién
en un mejor consumo de los alimentos, como tambien impulsar
la medicina preventiva entre otras. Este problema ha

-



llevado a muchos investigadores a estudiar estos dakos vy
alteraciones que afectan al organismo por medio de varios

modelos biglégicos experimentales. segun el area.

El estudio del SNC a sido un campo muy amplic de
investigacién, desde el siglo XIX. Segun Bernal (°79),
gracias a los +trabajos de Bell (1774-1842) y de Magendie
€1785-1855) , sobre la accidén integrativa del sistema
nervioso, se llegd a comprender la funcidn que desemperan
los nervios, tanto para la recepcién de mensajes de 1o0s
4rganos de los sentidos como para el envio de seRales a los
misculos, y se pudieron conocer muchas de las conexiones
existentes en el complejo sistema nervicso. Es por #ésto que
se empiezan a hacer estudios comparativos tomando como
modelos biolégicos a los animales. Es a la par también gque
empieza e! interés sobre el efecto que causa la desnutricidn
en el ser humano. HNo fue si no hasta los estudios de Sugita
(*17) cuando se hace un estudio sistemdtico mas formal sobre
1os efectos de la desnutricién en el desarrollo cerebral de
las ratas, aunque con algunas deficiencias, tomo el no tener
un control adecuadao, el numero de animales manejados, etc.
No ohstante los resultados arrojaron nuevos 11ndicios
respecto a las alteraciones que sufre el cerebro bajo
condiciones de desnutricion, abriendo asi una nueva linea de
investigacion en el éampn de la morfofisiclogia. Siguieron
a este estudio varias investigaciones relacionadas
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principalmente a la desnhutricién durante el periode de la
lactancia. Es asi como Debbing (’71), propone el concepto
de ‘“periodo critico", esto es, cuando el cerebro sufre un
rapido crecimiento, Qque ocurre en todas las clases de
mamiferos y eventualmente en todo el cuerpo del animal,
ex{stiendo sin embargo, diferencias entre especies del
momento en el cual sucede el periodo critico en relacién con
el nacimiento y corresponden con los picos de acumulacion de
DNA y mielina. Lo anterior es importante porque establece
un periodo de wvulnerebilidad durante el desarrollo del
organismo. La idea de que 1los organismos pueden ser
particularmente vulnerables en ciertos tiempos no es nueva y
es el fundamento de la teratologia. El cerebro presenta un
tipe de vulnerabilidad tardia, relacionada con su periodo
critico y ciertamente existe para el desarrolle fisico del
cerebro y eventualmente para el desarrollo conductual. un
daio en este periodo puede ocasionar secuelas permanentes e
irreversibles. Segun Cravioto y Arrieta ’85) la
importancia de esta etapa es muy grande, porque da lugar a
la consideracién de una patologia del desarrollo cerebral en
la que el tiempo en que actian los factores etiolégicos en
relacién al periodo de impulsc del crecimiento cerebral,
teniendo mucha mayor importancia que la intensidad vy
duracién de la agresioén, De esta manera, restricciones
moderadas de crecimiento somdtico, de alta prevalencia en
poblaciones humanas, si se presentan durante esta fase de



aceleracién del crecimiento cerebral, dan por resultado

modificaciones estructurales y/o funcionales permanentes.

También se ha observado en otros estudios que animales
severamente desnutridos muestran retraso en la aparicién
Y laesarrollo de patrones locomotores y de comportamiento.
Salas (’71), mostré que la desnutricién creénica, afecta la
maduraci on del substrato neuronal que controla al complejo
neuromuscular para los mecanismos adaptativos involucrados
en el nado. Ademas se refuerza la idea de que la
desnutricién es uno de los factores ambientales externos
que interactdan con el crecimiento neuronal de la vida
postnatal temprana, afectando los patrones de desarrollo del

SNC.

Por otra parte, los estudios de 1los potenciales
evocados como indicadores de la alteracién nerviosa central
por la desnutricién perinatal, Salas, M. vy Cintra, L.
(*74), han mostradc que la desnutricién temprana afecta el
desarrollo de ambos sistemas talamocorticales de proyeccieén,
especificos y no especificos. €n este estudio, los
resultados preliminares indican que las ratas adultas
desprovistas ‘de alimento durante la infancia temprana,
exhiben menos variabilidad en los componentes secundaripos de
sus respuestas evocadas., También manifiestan menos conducta
exploratoria y de orientacién en su ambiente nuevo, cabe

<



decir que también el aislamiento afecta mas a los animales
desnutridos en este caso é la rata. Estos estudios son
muestra de lo gue se observa en lps nifos sometidos a un
ambiente aislado de estimulos senscriales, presenténdo
ademas una serie de deficiencias en relacién con su  entorne

social, como falta de comunicacién y dificultad para

integrarse como grupo social.

Son numercsos los estudios que erxisten en la literatura
acerca de lo que ocurre en el sistema nervioso central a
nivel bioguimico por los efectos que produce la
desnutricién. Sobotka y cols., *74), en sus estudios sobre
desnutricieén neonatal, encontraron qQue la desnutricioén
perinatal provoca deficiencias a largo plazo, medidas por
las alteraciones en la funcién y la composicién quimica
cerebral, existiendo ademas disminuidos tanto el tamaro
celular como la mielinizacidn y crecimiento dendritico
neuronal, manifestandose como un retardo en el desarrollo
cerecral., Como consecuencia hay efectos en el comportamiento
con incremento en la agresividad y en la carga emocional
en respuesta a condiciones de estres, disminuyendo la

conducta exploratoria y la eficiencia de aprendizaje.

Se sabe que el SNC, se ve afectado en su contenido
de neuractransmisores como las aminas biogénicas,
Stern y cols,, (?75), concuerdan con que la desnutricién
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proteinica hace que las aminas como la serotonina,
norepinefrina y acido S hidroxi- indol acttico, aumentan en
el cerebro. La distribucién regional del aumento de los
niveles indoles en la rata desnutrida confirma lo reportado
por Sobotka y cols., *74. Por su parte, Hernandez *76
deécribe que los cambios en la concentracién de 5-HT en
cerebros de ratas desnutridas pueden ser secundarios a las
alteraciones en la disponibilidad de sustratos para su
su sintesis, El nivel plasmatico de triptofano libre
determina la concentracién de triptofano cerebral y la
sintesis de serotonina. £ntonces es posible Que la
desnutricién crénica provoque cambios similares con la
conhcentracién cuando el contenido de serotonina se expresa
como tal y no en gramos sobre el peso cerebral. Miller vy
cols.,’77 han reportad6 que los niveles tanto de aminas como
de catecolaminas se encuentran incrementados en los animales
desnutridos a lo largo de su vida. En otros estudios
determinareon que las concentraciones totales y libres del
triptofano plasmatico para animales a diferentes
porcentajes de dieta mostraron que el grupo control tuvo
significativamente elevado el triptofano total al compararlo
con el grupo desnutrido, solamente al dia o, cuando las
ratas desnutridas tuvieron niveles mis elevados. Miller vy
cols., (*78) y Shoemaker y MWuriman °*71%, han encontrado

aumento en las catecolaminas de los animales desnutridos.

i
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Rehabilitacién nutricional.

Consideranda los efectos causados por la desnutricién
en etapa temprana, se ha investigado también lo gue pasa
cuando hay rehabilitacion alimenticia postnatal, para
comparar con animales normales las posibles alteraciones y
dafios causados por una desnutrici6én prenatal. E1  cerebelo,
es una de las estructuras gue sufren cambiocs por 1la
desnutricidn em las células de Purkinje (McConel y Serry *78
y Warren vy Bec: ‘87), vy reduccién del numero de celulas
granulares. Barnes y Altman (73), también sedalan reduccidn
significativa en las capas granulosas externa & interna
del cerebelo de rata. €s claro que 1la desnutricién,
principalmente en 1a etapa prenatal y en la vida temprana
produce pfectos que alteran el desarrollo normal del  8NC,
Se han citado algunos trabajos que han estudiado estas
alteraciones en las diferentes estructuras del cerebro y del
SHC. Todos estos estudios se han realizado utilizando
desrutrict 6n posnatal y se ha encontrando en algunas
est-ucturas del SNC dafus gue persisten a pesar de
~ehabilitacion nutrigcional adecuada. Es el caso del
trabajo hecho por Sima y Sourander (’78), sobre el efecto de
la desnutricion pre y postnatal sobre el crecimpiento aronal
v la mielinizacian de jas fibras motoras centrales
BpCantranso deficiencia en el crecimiento awonal ‘tanto
como de 13 melinizacién en el 4racto cortical de la rata.
Efectos similares 4ueoron  reportades por Wigging y colsg.
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{('76), en animales rehabilitados nutriciocnalmente. Lewis y
cols., (*74), encontraron que la actividad mitética en la
capa granular externa se ve incrementada en las ratas
desnutridas de 21 dfas asi como la sintesis de DNA se
prolonga. Estas alteraciones tanto a nivel quimico como
moéfnldgico se dan en diferentes parametros, es asi como
vemos que por una parte la desnutricién causa en algunos
casos incrementos y en otros reduccién el metabolismo del

SNC.

Dentro de los modelos actuales para el ectudio de la
desnutricidn aparecen los ” trabajos de Morgane y cols.,
(*78), y Resnick y cols., (’79) en los cuales se implementan
dietas bajas en proteina, para valorar los efectos de
la desnutricién sobre el desarrollo del SNC. Este modelo ha
permitido estudios electrofisiolégicos con desnutricién pre
y posnatal (Bronzino y cols., *90), conductuales y de
desarrollo neuronal (Stern y cols., *7Ba y b y MWest vy
Kemper, ’78) y anatomicos (Diaz-Cintra, y cols., Bla,b,c,y d
y Cintra y cols., ’B2 y *91), en diferentes regiones del SNC
de la rata. Al mismo tiempo el control de las dietas con
contenido de &7 de caseina se han utilizado para producir
solo la desnutricién prenatal. Diaz-Cintra y cols., *91 vy
Cintra y cols., ’90 han ecstudiade la rehabilitacion
nutricional desde el momento del nacimiento en ratas
desnutridas prenatalmente con una dieta del &% de caseina,
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los estudios indican efectos a largo plazo sobre 1la
moréolgia de poblacionas celulares come del giro dentado en
el hipocampo de la rata de 3 edades (15, 90 y 220 dias)
tomando en consideracién el desarrollo en la maduracién
celular perinatal tanimales de 1S dias de edad) y a largo

plazo (animales de 90 y 220 dias),

Tomando en consideracién la importancia funcional de la
serotonina como neurotransmisor del SNC, as{ como de los
dafos selectivos por 1a deshutricién en las diferentes
estructuras cerebrales, el presente trabajo se realizé en
animales desnutridos prenatal mente Yy rehabilitados
nutricionalmente al momento del nacimiento con madres
nodrizas, para observar los dafios y alteraciones que causa
la desnutricién proteinica en el talle cerebral,
especialmente en las diferentes ceélulas del ndacleo rafe
dorsal, principal productor de la serotonina (S5-HT) en el

SHC y en animales de 15, 90 y 220 dias de edad.
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OBJETIVOS:

~Hacer una comparacién morfométrica de las poblaciones
celulares del nocleo rafe dorsal (NRD) de los animales
prenatalmente desnutridos con una dieta de &% de caseina v
rehabilitados posnatalmente con 25%, en relacién con
aquellos animales normales nutridos pre y posnatalmente con

la dieta de 25% de caseina.

-Establecer el oarado de alteraciones que sufren los
oroanismos desnutridos en las poblaciones celulares gue
configuran al NRD, principal productor de 5H-T, en el tallo

cerebral de la rata.

~Establecer el patrén de desarrollo normal en los animales
control entre las tres edades, de los parametros celulares,

medidos en los tres tipos celulares del NRD

-Valorar en este estudio las fluctuaciones en los animales
rehabilitados nutricionalmente, en relacion al patrén de

desarrollo de los animales control.



—Valorar que efectos tiene la rehabilitacion nutricional en
1a poblacién ceélular del NRD, en particular en el parametro
de densidad de espinas que representan el sitio de

sinaptogenesis, en organismos desnutridos.

~Establecer que nuevos pardmetros de estudio se podrian
postular para medir las posibles alteraﬁinnes que causa la

desnutric{én prenatal en el NRD.

HIPOTESIS:

Si existe deficiencia protéinica en la dieta materna,
habra alteraciones importantes en el desarrollo del SNC de
los crios a pesar de una rehabilitacion nutricional
posnatal. En particular alteraciones en las poblaciones

celulares que forman neurotransmisores como la serotonina.

1&6



MATERIAL VY METODOS

Animales:

Un total de 24 hembras primiparas v 8 machos de 1la
variedad Sprague—-Dawley, se utilizaron para efectuar las
crurzas. Las hembras se seleccioharon entre 250~300 gramos de
peso corporal y se colocaron 3 de ellas en cada caja de
acrilico (48 X 27 X técm). Los machos se separaron
individual mente. Todos los suietos se mantuvieron en
condiciones 6ptimas de bioterio, cuva temperatura fue entre
22 a 24 grados centiQrados vy el nivel de humedad entre 40 a
50%, en condiciones de 12 hr. de luz v 12 hr. de obscuridad
fluz de @100 a 20:00 horas). La comida y el agua se

administrd ad libitum,
Tratasiento Nutricional:

Ocho hembras se deshutrieron coh una dieta con &% de
caseina, v 16 hembras se nutrieron con una dieta de 25% de

caseina (éontroles). durante S semanas antes del apareamiento

(Tabla 1). Las 32 hembras se pesaron cada tercer dia.
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TABLA 1

Composicién Nutricional de las Dietas

Componente Dieta * Dieta * Dieta’
25% Casefna 6% Casefna
PROTEINA"® 21.8 5.3 26.3
GRASA 15.4 15.0 7.1
CARBOHIDRATO 50.9 68.9 42.9
SALES a.7 a.0" 3.5
VITAMINAS 1.0 1.0 0.3
AGUA 2.2 1.2 9.6
COMPONENTE NO 4.2 4.2 . 10.3
NUTRITIVO . . ’

Kcal/g 4.3 4.3 3.0

* Complementacién con L-metionina (0.4%) debido a la ausencia
de éste aminodcido esencial en la caseina.

+ Complementacién con fosfato de calcio monobisico (0.6%) y -
carbonato de zinc (0.001%) a la mezcla de sales en ésta die
ta para mantener éstos minerales a niveles encontrados en -
otras dictas. ’



Cruzas: "

Después del periodo nutricional experimental, de S
semanas se colocd un macho con 3 hembras. Se tomaron de cada
hembra, +frotis vaginales para determinar el momento de la
gestacion (Tonkiss vy cols, *88) se mantuvo un registro
individual por cada hembra, dos de ellas fueron marcadas en
la parte izquierda o derecha de su cuerpo con violeta de
cresilo. Todas las hembras prefadas fueron puestas en cajas
de acrilico (48 X 27 X 16 cm), manteniéndose en las mismas
condiciones de bioterio. Las ratas prefadas, fueron
mantenidas con la misma dieta durante todo @l periocdo de

qestacion.,

Camadas:

f.as camadas nacidas el mismo dia, de las ratas de
dietas de &% v 25%, fueron pesadas, sexadas v estandarizadas
en un nameroc de 8 crias, poniéndolas en una crianza cruzada,
con madres nodrizas nutridas con 25¥%, para rehabilitarlas
nutricionalmente, durante el periodo de lactancia,. Al mismo
tiempo se distribuveron al azar las crias nacidas en el mismo
dia, 1o que permitié mantener un orden genéticamente
heterogéneo. El porcentaije de mortalidad de las crias fue de
un 4% tanto en los controles como en los desnutridos. l.as
madres alimentadas con la dieta de &% de caseina asi como las
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crias de las madres control fueron sacrificadas. Con este
procedimiento, se obtuvieron un total de 8 camadas
rehabilitadas durante 1la lactancia (6/25%) y 8 camadas
contrel, alimentadas con una dieta de 25/25% de caseina.
Se tomaron los pesos corporales de cada madre Yy sus crias,
desde el nacimiento y cada tercer dia, hasta los 15 dias de
edad. Después del destete las ratas fueron separadas por
sexo &n cajas de acrilico en namero de 4. Para el estudio
histolégico, se seleccionaron al azar 2 crios de cada camada
(67257 o 25/25%), vy el mismo procedimiento fue seguido para

90 y 220 dias de edad Cintra y cols., (*91).

Técnica Histoloégica:

Ocho animales machos fueron usados en cada condicién
experimental &/25% y 25/2%5% de caseina en la dieta, Qquedando
un  total de 16 animales por edad y un total de 48 machos en
las 3 edades. Las ratas machos fueron anestesiadas con
pentobarbital, y perfundidos por wvia intracardiaca. Los
cerebros fueron removidos de la cavidad craneana al dia
siguiente y pesados., Por cada cerebro se obtuvo un blogue de
4mm de espesor, del tallo cerebral et cual contenia al NRD
segan Paxinos y Watson [81°17) cada bloque #fue preparado
utilizando la teécnica de Golgi rapido, siguiendo las
mod) ficaciones de Diaz-Cintra y cols,, (’81), Los blogques se
i1nhcluyeron en nitrocelulosa de baja viscosidad, cortados en
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serie en un espesor de 90 y 120 micras. Asi, la seccidén
frontal de cada cerebro gque contenia el NRD, fue montada
siguiendo una seriacidn. A cada corte se le asignéd un numero
al azar asegurindose que todas las observaciones fueran
hechas a ciegas con respecto a las condicipnes de dieta vy
edad. De cada corte y en cada seccién de tejido de 120
micras de espesor, se identificaron 30 células fusiformes, 30
tmultipolares vy 30 ovoides de todas las regiones en las que se
dividié el NRD, vy se cuantificaron un total de 540 ce¢lulas
por las dos condiciones; experimentales y controles en las

tres edades estudiadas.

Medicionas Morfondtricas:

Las observaciones se realizaron en un microscopio
foténico Marca Zeiss con 6ptica planapocromatica, utilizando
un objetivo planapocromadtico de 40X y un ocular de 10X. Al
mismo tiempo se tomaron las mediciones con una reticula
previamente calibrada. Los parametros medidos en cada célula
fuaron: 1) el tama¥Xo del! soma en sus ejes mayor y menor (en
micras), 2) numero de dendritas primarias y secundarias, 3)
extensi é6n lineal de dos dendritas primarias y sus secundarias
y 4) nimerpo de espinas por cada segmento de SO micras en los
segmentos mediales de dos dendritas primarias Yy sus

secundarias (Fig. 6).



Andlisis Estadisticor

Por estudios previos (Cintra.lL y cols,. °%1) de la
poblacién de ratas analizada se sabe que nn existen
diferencias significativas entre los sujetos por lo que se
procedio al analisis directo de cada uno de 1los parametros
medidns, en cada tipo celular se processd estadisticamente con
ANOVA de dos vias (considerando la dieta y la edad como los
dos factores a analizar), utilizando e! programa SPSS (Social
Packaje Social Science). Los resultados significativos por la
dieta o por la edad fueron valorados en cada edad y condicion
experimental con un ANOVA de una via y posterioraente con la
prueba parametrica "t de Student en los parametros de eje
mayor y menor del soma y extencidn linmal de las dendritas y
no parametrica U de Mann Whitney para 1los parametros de
nomero de somas y espinas considerantdo que la variacidn entre
los sujetcﬁ no fue sgignificativa cada célula se considerd

como una medida independiente.



Fig.1.

Dibujos elaborados con la cdmara lucida de cada tipo
celular, multipolares (M), fusiformes (F), y ovoides
(0), localizados en el NRD, y las mediciones cuantifi-
cadas para cada uno. El tamafio del cuerpo celular se
tomé en 1os ejes mayor (ma) y menor (me) del soma. La
extenci én lineal de la dendrita primaria, se midié en
cada polo de la célula (p) y la extencidn lineal de la
dendrita secundaria (s) a pertir de su origen de la
dendrita primaria. Entre paréntesis, se indica el seg-
mento de 50 micras en @] cual se midié¢ el nomero de
®spinas dendriticas.



RESUL. TADOS

1. Observaciones cualitativas de las células del nacleo rafe

dorsal (NRD).

El NRD, se localizé en la la porcién del mesencéfalo, al

" mivel del cuarte ventriculo (Acueducto de S5ilvio), dorsal a
los fasciculos longitudinal medial (f1m) y rodeado de la
formacién reticular mesencefalica t(frm), ta organizacién
citoarquitectural, la configuran tres tipos celulares

previamente descritos. localizados en todo el NRD (Figs. 2y

4), AlQunas caracteristicas citoldgicas lo distinquen de las
estructuras circunvecinas, como son; !a cercania de las
células con los vasos sanouineos (Fig. S, asi como
anosiciones scmales (Fig. &),

11. Observaciones cuantitativas de las células del NRD.

Los paramétros medidos en las células del nucleo rafe
dorsal se describirdn en cada uno de los tres tipos
estudiados, asi como las diferencias estadisticas encontradas
por la dieta v por la edad (Tablas 11, II1 v IV y graficas

1-11y.,



Fig.2.

Fotomontaje a un nivel rostral del Nicleo Rafe Dorsal
(NRD)} y areas circunvecinas, ag, acueducto, SGP, subs—
tancia gris periventricular, FLM, fasciculo longitudi-
nal medial. En A, se indica la zona del NRD teFida con
Nissl y en B, la misma zona teXida con Bolgi. 16X,



Fig.3.

Dibuio de! NRD, efectuado coir i1a camara lucida en
donde se indican con la, las células fusiformes, Ib,
las multipolares, las células ovoides, marcadas con
una flecha. A, axones, FLM, fasciculo lengiyudinal

- medial, NTG, niucleo tegumental de Gudenn, FRM, for-
macioén reticular mesencefdlica.



Fig.4, Fotomicrografias y dibujos hechos con la camara lici
da de las células de)l NRD, las flechas grandes seiva-
lan los tipos celulares correspondientes; O, ovoides,
M, multipolares a 100X y F, fusiformes a 40 X. La

flecha pequexa indica las espinas per:stomdticas en
las células ovoides.



Fig.S.

A, fotomicrografia (40X) de aposiciones somales (s)
con vasos sanguineos (v) | B y C, dendritas siguien-
do la trayectoria de un vaso sanguineo (v} en 25X

Yy 1&X aumentos, respectivamente,D, dendritas de cé-
lulas multipolares en relacidén a vasos sanguineos
(v}, E y F, muestran las nodificaciones de las den-
dritas terminales de las células multipolares (m) en
los vasos (v) en 10X y 25X aumentos, respectivamente.



Fig.6.

A, fotomicrografia (25X) del nicleo rafe dorsal (NRD)

de aposiciones somales (flechas; grande y chica y s.)
el mismo campo a mayor aumento (40X} , FLM fascicu-—

longitudinal medial, para ambos incisos.



Células Fusiformes:

Localizadas en los tres niveles del NRD (Figs. 7, 8 y 9)
presentan una mayor diferencia entre los ejes mayor y menor
del soma. Los resultados de las mediciones morfométricas se

muestran en la Tabla Il v en las graficas 1 a la 3.

1. Efectos significativos por la dieta en las células

fusi forees.

{a Tabla II resume los valores de F del analisis de
varianza de 2 vias, en donde se muestran cambios
significativos en cada uno de los paradmetros medidos en 30
células fusiformes, en cada edad (2,174 grados de libertad:
qd) y condicion experimental (1,174gd}. Los efectos por la
dieta se encontraron en el nimero de dendritas primarias, en
la extensién lineal de las dendritas secundarias vy en el
nimero de espinas dendriticas en las dos ramas primaria A4
secundarias. Al mismo tiempo, las comparaciones por cada
edad entre las dos dietas se efectuaron con una prueba de "t*
student para el tamafo del soma v la extensién lineal y de U

Mann Whitney, para el numero de las dendritas y espinas.

a) En la grafica 1. se muestran los efectos significativos
por la dieta en el namero de las ramas dendriticas, se
encontré una reduccion del 347 en las ramas primarias y un
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aumento del 18% en las secundarias en los animales de Q0 dias
de edad. Los animales de 220 dias mostraron reducciones del

347 en las dendritas primarias vy del 19% en las secundarias.

b) La extensiéon lineal de las dendritas solo mostré una
reduccién significativa del 14% en las ramas secundarias a la

edad de 220 dias (qrafica 2).

c) En la grafica 3 se muestra 1a densidad de las espinas
dendriticas, que en los animales de 90 dias, mostré aumentos
del 14% en las dendritas primarias y del 19% en las
secundarias. En los animales de 220 dias se encontraron
aumentos en las espinas de las dendritas primarias del 46% vy

del 80% en las dendritas secundarias.

2. Efectos estadisticamente significativos por 1a edad en

las células fusiforees del NRD.

La Tapla 11, muestra 1los valores de F y los cambios
signficativos por la edad (2,174qd} en los pardmetros del
nymerc de dendritas primarias v secundarias, la extensioén
lineal de las dendritas secundarias v el numero de espinas en
ambas dendritas, primarias v secundarias. Las interacciones
mostraron diferencias en el nuimero de dendritas v en el
numero de espimras en las ramas primarias v secundarias. Al
efectuar las comparaciones entre las edades de 1S vy 90 dias
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encontramos diferencias sighificativas en el namero de las
dendritas primarias y en el nuimero de espinas en las
dendritas primarias v secundarias. Entre las edades de 15 vy
220 dias las diferencias se encontraron en el nimero de las
dendritas primaria, y en el nimero de espinas en las
dendritas primarias vy secundarias. Las comparaciones entre
los 90 v 220 dias mostraron diferencias en el namero de las
dendritas primarias, extension lineal de las ramas
secundarias v ndamero de las espinas en las dendritas

primarias vy secundarias,

Células Multipolares:

Identificadas en todo el NRD, en los tres niveles (Figs.
7,8 v ?) como ctlulas con mds de tres dendritas, con somas
triangulares de + 25 micras del eje mayor y de + 18 micras en
el eje menor. Son ceélulas localizadas cerca de los vasos

sanguineos (Fig. 4 v s).

1. Efectos significativos por la dieta en las células

sultipolares.

ta Tabla IIT1 muestra los valores de F, del ANOVA de dos
vias, en donde se muestran los cambios significativos en cada
uno de los pardmetros medidos en 30 células multipolares del
NRD, en cada edad v condicioén experimental. fLos efectos
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significativos por la dieta (1,174gd) se observaron en todos
los parametros medidos. Las comparacicnes en cada una de las
edades por efecto de la dieta se procesaron con las pruebas
de “t“ Student para los parAmetros del soma y 1a extensién
lineal y U HMann Whitney para el numero de dendritas y

espinas.

a) El tamafo del soma, en los animales rehabilitados mostrarén
en la edad de 90 dias, un incremento de {0%. en el eje mayor,
Y una reduccién del 7% en el eje menor, En la edad de 220
dias se encontré un decremento del 1i% en el tamade del eje

menor (grafica 4).

b} El nimero de ramas primarias en los animales rehabilitados
de 15 dias de edad se observé incrementado en 20% y el numero
de dendritas secundarias en un 27%. La edad de 90 dias
mostré un incremento significativo del 40% en el nimero de
ramas secundarias. La edad de 220 dias mostré incrementos
del 9% vy 39% en el nimero de ramas prim;rias y secundarias,

respectivamente (grafica S,

c) La erxtensién lireal en los animales rehabilitados de 1§
dias de edad se redujlo en un 1&8% en la dendrita secundaria,
por efecto de la dieta. En tanto que a l1a edad de 90 dias
éste parametro mostré un decremento del 30% en la dendrita
primaria v la a edad de 220 dias mostré decrementos del 127 y
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10% en las dendritas primarias y secundarias, respectivamente

(grafica 6&).

d} El opomero de espinas dendriticas de las ctlulas
multipolares de los animales rehabilitados nutricionalmente,
se encontré reducido en un 15% en las dendritas primarias a
la edad de 15 dias por efecto de la dieta. Sin embargo, la
edad de 90 dias mostrarén incrementos del 9% en las ramas
primarias vy del 30Y% en las ramas secundarias del 48% y 63% a
loe 220 dias en las dendritas primarias vy secundarias,

respectivamente, (grafica 7).

2. Efectos estadisticamente significativos por la edad en

las ceélulas sultipolares del NRD.

La Tabla 111, muestra 1los valores de F y los cambios
significativos por la edad (2,174gd) con una excepcion las
células multipolares, mostraron efectos por la edad, la
excepcién fué el namero de dendritas primarias. Las
diferencias entre la dieta y 1la edad, analizada por la
interaccién (2,174 gd), mostraron diferencias en e1 tama¥o
del eje menor del soma, en la extensién lineal de la dendrita
primaria vy el numero de espinas primarias v secundarias. A}
efectuar las comparaciones entre las edades se observaron
diferencias entre las edades de 15 vy 90, dias en el eje
mayor, el ndmero de dendritas y la extensioén lineal de las
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dendritas primarias, asi como &1 nuamero de dendritas vy
espinas secundarias. Entre las edades de 15 y 220 dias, a
excepcién del eje mavor, todas los pardmetros mostraran
cambios por la edad. Entre las edades de 90 y 220 dias, se
encontraron diferencias en el eje menor, el nimero de
dendritas secundarias, la extensién lineal de las primarias v

el nimero de espinas en las dendritas secundarias.

Células Ovoitdesy

Localizadas al igual que las fusiformes y multipolares a
todos los niveles del NRD, (Figs., 7,8 v 9}, como las células
mas pequias con pocas dendritas v espinas. Los resultados de
tas mediciones morfométricas se muestran en la Tabla IV, v en

las graficas de la 14 a la 21.

1. Efectos significativos por la dista en las células

ovoides,

En 1a Tabla IV se expresan 1los valores de F, como
resultadao del ANDVA, en donde se muestran los cambios
significativos en cada uno de los parimetros medidos. Los
efaectos por la dieta (1,1740d) se jocalizaron en 4 de las 8
mediciones efectuadas. En el numero de las dendritas
primarias, la pxtensidn lineal de las dendritas primarias v
el namero de 13s espinas en ambas dendritas.
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a) Tamaro del soma, los animales rehabilitados de 90 dias
mostrargn incremento del 12% en el eje menor y a los 220 dias

este incremento fue del 9% (qrafica 8).

b) £l ndmero de las dendritas secundarias en 1los animales
experimentales de 15 dias se observé reducido en un 13%, En
los animales de 90 dias se presentd un incremento del 32% en
las mismas dendritas. Los animales experimentales,
presentaron a los 220 dias una reduccién del 34% en el ndmero
de ramas primarias en un 36% v uha disminueci 6n del 20% enh las

dendritas secundarias (grafica 9).

c) La extension tineal de las ramas primarias, en los
experimentales de 15 dias se observo reducida en un 10% v a
log 90 dias se redujo en 1i%, en tanto gue a los 220 dias el
decremento fue del 14% en las dendritas secundarias (grafica

10 .

d) €1 namero de las espinas sobre la dendrita secundaria a
los 15 dias se encontrd decrementadO en un 28Y. por efecta de
la dieta. Los animales de 90 dias mostraron un  incremento
del 14%. en el namero de espinas en la dendrita secundaria.
Los animales evperimentales de 220 dias mostraron incrementos
del 457 en la dendrita primaria v del 722 en 1la dendrita

secundaria (grafica 11).



2. Eféctos estadisticasente significativos, ocurridos por

la sdad en las células ovoides.

La Tabla IV, muestra los valores de F vy los cambios
signficativos por la edad (2,174qd) en los pardmetros del
numero de dendritas secundarias, l}a extension lineal de las
dendritas primarias y secundarias v el nimero de espinas en
ambas dendritas, primarias v secundarias. Las interacciones
entre la dieta v edad mostraron diferencias en todos los
paridmetros a excepcién de la extensidén lineal en ambas
dendritas. Al efectuar las comparaciones entre las edades,
encontramos diferencias entre las edades de 15 v 90 dias en
la extensidn lineal de las dendritas primarias. Entre las
edades de 15 v 220 dias, los cambios se encontraron en el
nimero de dendritas primarias v secundarias, la extensién
lineal de las dendritas secundarias v el nimero de espinas en
ambas dendritas. Las comparaciones entre la edad de 90 y 220
dias, mostraron cambios en el eje menor, el numero de
dendritas primarias v en el namero de espinas en las

dendritas primarias v secundarias,



Fig.7. En A, se muestra un esquema frontal del mesencéfalo
de la rata en donde se indica el limite rostral del
NRD, y las estructuras que lo rodean; aq, acueducto
de Silvio, substancia gris periventricular SPf3, fas-
ciculos longitudinales mediales, FLM. En B, se indi-
ca el mismo nivel del NRD teXido con Golagi.



Fig.8., En A, se muestra un esquema a nivel medial del NRD

en el mesencéfalo de la rata en un corte frontal,
obsérvese la estencidn dorso-medial del NRD y su -
ctercania con el nuicleo rafe medial (NRM), ag, acue-
ducto y SPG, substancia gris periventricular., En B
se muestra un corte al mismo nivel tefRido con Golgi
donde se muestran las células fusiformes (F), multi-—
polares (M} y ovoides (0) en el NRD. (FLM) fasciculo
longitudinal medial.



Fig.9.

En A, se indica a un nivel caudal del NRD, un esque-—
ma frontal del talio cerebral de la rata y las es-
tructuras circunvecinas, aq, acueducto, C, cerebelo,
SPG, substancia gris periventricular y FLM, fasciculo
longitudinal medial. En B. el mismo nivel del NRD,
TeXido con Golgi y las células multipolares (M), fusi-
formes (F) y ovoides (Q), locvalizadas para las medi-
ciones morfométricas.



TABLA 11

EFECTOS DE LA REHABILITACION NUTRICIONAL SOBRE LAS CELULAS FUSIFORMES DEL
NUCLEO RAFE DORSAL DE ANIMALES DESNUTRIDOS DURANTE LA GESTACION?

VALORES DE F

Comparaciones entre

las edades
DIETA EDAD Interaccién 15 vs 90 vs
90 220 220

0,178)¢  (2,178) (2,174) (1,18}  {1,18) (1,118)

FUSIFORMES
SOMA

Eje Mayor (um) 3.23 NS 0.15 NS 1.30 NS -~ - -
Eje Menor (um) 3,30 NS 3.97 NS 0.58 NS - - -
DENDRITAS:
a) NGmero de d b
Primarias 97,72%4¢ 10, 16%** 12,80%#% 39, 75%4% 31.54%% 116,124
Secundarias 0.86 NS 22,6444 7.614%4% 0.78 NS 6.65 NS 0.05 NS
b) Extensién Lineal
Primarias 2.63 NS 3.29 NS 0.28 NS -~ -— -
Secundarias 6.46% a.46% 1.27 NS 1.60 NS 4.49 NS 5.38*
¢} No. de Espinas (50pm)
Primarias 9,50%*+* 4.15* 20.25%%% {4, 42%%% 63,1504 63.8G%4%
Secundarias 133 26%4* 10.62%** 57.22%**  11.06** 68.86%**  104,29%**

a= Andlisis de varlanza (ANOVA)

b= Cuando se encontraron diferencias significativas con la edad, se hicieron las compa-
raciones entre 2 edades.

Grados de libertad
d=  Valores de la Probabilidad * p <0.05; **p <0.01 y **p <0.001
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GRAFICA 1, EFECTO DE LA DESNUTRICION PREHATAL Y LA REHABIL!
TACION NUTRICIONAL POSNATAL EN EL NUMERO DE DENDRITAS PRIMA
RIAS Y SECUNDARIAS .DE LAS CELULAS FUSIFORMES DEL NRD, EN --
LAS EDADES DE 15, 80 Y 220 DfAs. NOTESE EL DECREMENTO SIGNI
FICATIVO DE LAS DENDRITAS PRIMARIAS EN LOS ANIMALES REMABI-
LITADOS NUTRICIONALMENTE EN LAS EDADES DE 90 Y 220 pfAs DE
EDAD Y EL_INCREMENTO EN LAS RAMAS SECUNDARIAS A LOS 30 DIAs,

*P < 0,05Y ***P<0,001, ENTRE LOS ANIMALES CONTROL(C) Y
LOS EXPERIMENTALES (E).
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GrAFIcA 2. EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILL
TACION NUTRICIONAL POSHATAL, SOBRE LA EXTENSION LINEAL DE -
LAS DENDRITAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS DE LAS CELULAS FUSIFOR
MES, EN LAS TRES EDADES ESTUDIADAS, SOLO LAS DENDRITICAS SE-
CUNDARIAS DE LOS ANIMALES DE 220 DIAS MOSTRO UN DECREMENTO -
SIGHIFICATIVO DE *P << 0,05, cONTROLES(C) Y EXPERIMENTALES (E).
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GRAFICA 3. EFECTO DE LA DESNUTRICIGN PRENATAL Y LA REHABILL
TACION NUTRICIONAL POSNATAL, SOBRE EL NUMERO DE LAS ESPINAS
DENDRITICAS DE LAS RAMAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS DE LAS CE-
LULAS FUSIFORMES, COMO SE PUEDE OBSERVAR, LAS EDADES DE 90

Y 220 DfAS MOSTRARON INCREMENTOS SIGMIFICATIVOS DE ***p<0,001.
EN AMBAS DENDRITAS, CONTROLES (C) Y EXPERIMENTALES(E).



TABLA U

EFECTOS DE LA REHABILITACION NUTRICIONAL SOBRE LAS CELULAS MULTIPOLARES
DEL NUCLEO RAFE DORSAL DE ANIMALES DESNUTRIDOS DURANTE LA GESTACION, 2

Valores de F

Comparaciénes entre

las edades
DIETA EDAD  Interaccion 15 vs 90 vs
90 220 220
(1,l7ﬂ)’c (2,174) {2,179) {1,118) (1,118) (1,118)
MULTIPOLARES
SOMA
Eje Mayor (pm) 10,694+ d 12,784+ 325 N5 19,5004 2.03 NS .39 NS
Eje Menor (pm) B.38 ** 12,1544% 8,57% b 1.18 NS 5.56* 9,744
DENDRITAS:
Nlmero de
Primarias 20.02%+* 1.55 NS 2.15 NS 16.25%%+ 25.28%%* 4.89 NS
Secundarias 84,7244+ 6.254* 0.49 NS  61.70%** SH.55%%*% 49, TTHA#
Extension
Lineal (pm)
Primarias §3,95%*% 13,004 9,654+ 42,31%4% 9.66%* 30.924%4
Secundarias 10.13%* 45,95%%* 3.69 NS 3.09 NS 19,774+ 1.22 NS
NUmero de
espinas (50 um)
Primarias 18,9744+ 5.26* 39,6944 1.06 NS 9,66%* 38.47 NS
Secundarlas 92,3344 33,4644 22,50%4% 14,5344 B2, 54M4% g3 g3eks

3 = Analisis de varianza (ANOVA}

b = Cuando se encontraron diferencias significativas con la edad, se hicieron las com
paraciones entre 2 edades.

¢ = Grados de libertad

d = Valores de !a Probabilidad

*p <0.05;

** p <001 y

%4 p 0,001
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GRAFICA 4, EFECTO DE LA DESNUTRICIGN PRENATAL Y LA REHABIL]L
TACION NUTRICIONAL POSHATAL, SOBRE EL TAMARO DEL SOMA DE --
LAS CELULAS MULTIPOLARES DEL NRD. OBSERVESE EL AUMENTO SIG-
NIFICATIVO ("P < 0,05) EN EL EJE MAYOR A LA EDAD DE 90 DfAs,
POR EFECTO DE LA REHABILITACION, EN_TANTO QUE EL EJE MENOR -

SE REDUJO EN LOS 90 y 220 pfas. * P<(,05, CONTROLES (C) Y
r»:x PERIMENTALES (E).
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GRAFICA 5, EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILI-
TACION NUTRICIONAL POSNATAL, SOBRE EL NUMERO DE LAS DENDRI--
TAS DE LAS CELULAS MULTIPOLARES EN AMBAS DENDRITAS, NOTESE -
EL_INCREMENTO SIGNIFICATIVO EN LAS RAMAS PRIMARIAS A LOS 15

y 220 pfaS Y DE LAS SECUNDARIAS EN TODAS LAS EDADES ESTUDIA-
pAS, "P< (.05, ***P « (.001, CONTROLES (C) Y EXPERIMENTALES (E).
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GRAFICA 6. EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILL
TACIGN MUTRICIONAL POSNATAL, SOBRE LA EXTENSION LINEAL DE -
LAS DENDRITAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS, EN LAS CELULAS MULTI-
POLARES, NOTESE EL DECREMENTO SIGHIFICATIVO EN LAS RAMAS PRI
MARIAS A LOS 90 ¥ 220 DiAS Y DE LAS SECUNDARIAS LOS 15 v 220

DI{AS DE EDAD., *P < 0.05.; ***P < 0,001. CONTROLES (C) Y EXPE-
RIMENTALES.
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GRAFICA 7.. EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILI

TACIGN HUTRICIONAL POSNATAL, SOBRE EL NUMERO DE LAS ESPINAS

DENDRITICAS DE LAS RAMAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS, EN LAS CE-

LULAS MULTIPOLARES. NOTESE EL INCREMENTO SIGNIFICATIVO EN AM

BAS RAMAS A 10s 90 v 220 pfas. °*P« 0.05, °**P< 0.0l v --
**p  0.001, cOoNTROLES (C)} Y EXPERIMENTALES (E).
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GRAFICA 8. EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABIL}
TACION NUTRICIONAL POSHATAL, SOBRE EL TAMARO DEL SUMA DE LAS
CELULAS OVOIDES DEL NRD. OBSERVESE EL AUMENTO SIGNIFICATIVO

(*P<= 0,05) EN EL EJE MENOR EN LAS EDADES DE 90 v 220 pfAs -
POR EFECTO DE LA REHABILITACION, CONTROLES Y EXPERIMENTALES
(c) Y (F).



TABLA Vv

EFECTOS DE LA REHABILITACION NUTRICIONAL SOBRE LAS CELULAS OVOIDES DEL
NUCLEO RAFE DORSAL DE ANIMALES DESNUTRIDOS DURANTE LA GESTACION?

VALORES DE F

Comparaciones entre

las edades
DIETA EDAD Interaccién 15 vs 90 vs
90 220 220
(I,I7R)c (2,174) (2,174) (1,118) (1,118) (1,118)
OVOIDES
Eje Mayor (um) 0.00 NS  0.81 NS z.n‘g - - -
Eje Menor (um) 3,87 NS 2.30 NS 6.28* 0.69 NS 0.18 NS 8744

DENDRITAS:

NlGmero de
Primarias 11.57%4 3.40 NS 21.9B8*4¢ 0.32 NS 23,38+ 12.02*%*

Secundarias 0.87 NS 11,3744 14,7444+ 2.15 NS 11,71 0.77 NS
Extensién Lineal

Primarias 8.81** 10,0744+ 0.75 NS 10.58*** 3.82 NS 3.86 NS
Secundarias 5.79* 5.42% 0.83 NS 1.34 NS 9.92%* 8.156 NS

NOmero de Espinas (50um)

Primarias 13,8044 15,96%*# 38.69*** 4.19 NS 18.03%%%  [B.72*%+
Secundarias 34.904% §.9g4* 101.65% 4 5,15 NS 9.96%* 16, 18***

8= Andlisis de varianza (ANOVA)

b= Cuando se encontraron diferencias significativas con la edad, se hicieron las compa
raciones entre 2 edades. -
¢ = Grados de libertad

d= Valores de la Probabilidad * p < 0.05; ** p<0.01 y *** P < 0,001
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GRAFICA 9 . EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILL
TACION NUTRICIONAL POSNATAL, SOBRE EL HUMERO DE LAS DENDRITAS
DE LAS CELULAS OVQIDES EN AMBAS DEMNDRITAS, NOTESE EL INHCREMEN
TO A LA EDAD DE 90 DIAS EN LA DENDRITA SECUNDARIA, Y LOS *P

05y **P<0.0]l v ***P << (.001, DECREMENTOS A LOS 220 DIAS EN

LA PRIMARIA Y_SECUNDARIA, ASI COMO A LOS 15 DIAS EN LAS RAMAS

SECUNDARIAS, CONTROLES (C) Y EXPERIMENTALES(E).
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GRAFICA 10. EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILL
TACION NUTRICIONAL POSNATAL, SOBRE LA EXTENSION LINEAL DE --
LAS DENDRITAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS, EN LAS CELULAS OVOIDES,
NOTESE EL DECREMENTO SIGNIFICATIVO EN LAS PRIMARIAS A LOS 15

Y 90 DIAS Y DE LAS SECUNDARIAS A L0S 220 D{As DE EDAD, *P<(:(s5,
CONTROLES (C) Y EXPERIMENTALES (E).
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GRAFICA 11 . EFECTO DE LA DESNUTRICION PRENATAL Y LA REHABILL
TACION HUTRICIONAL POSHATAL, SOBRE EL NUMERO DE LAS ESPINAS
DENDRITICAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS, EN LAS CELULAS OVOIDES.
NOTESE EL DECREMENTO SIGNIFICATIVO A LOS 15 DIAS EN LAS DEH
DRITAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS Y EL INCREMENTO SIGNIFICATIVO
EN AMBAS A LOS 220 DIAS, 90 DIAS EN LAS SECUNDARIAS, *P<.0.05,
“*p< (.01 Y ***P< 0,001, CONTROLES (C) Y EXPERIMENTALES (E).



DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que la
desnutrici 6n prenatal afecta el desarrollo del ndcleo rafe
dorsal, principal productor de serotonina en el cerebro de la
raga, valorado por los cambios morfométricos encontrados en
cada uno de 1os tres tipos neuronales que configuran al NRD.
El andlisis de varianza de dos vias permitiéd observar los

cambios producidos por la dieta y por la edad.

Las deficiencias producidas por una dieta hipoproteinica
en los animales de 15 dias, en los parametros celulares de
tamafo celular, extensioéon dendritrica y numero de espinas en
los tres tipos que configuran al NRD, indican retraso en
el patron de maduracién celular, asociado por la falta de
proteina durante el desarrollo embrionario, estas
deficiencias persisten en las dendritas primarias a los 90 y
220 dias en el ndmero de dendritas de las células fusi formes,
en la extension lineal de las multipolares y en el numero de
dendritas y extensidon lineal de las ovoides. El numero de
espinas dendriticas se encontrd incrementado en ambas ramas
primarias y secundarias en los tres tipos celulares, debido
quizds a un efecto conpensatorio por la disminucién en el
nimero y en la longitud de las ramas. Este efecto se refleia
en una reduccion del volumen vy, tamaRo de tudB el NRD,
mostrado por Diaz’-Cintra vy cols., '81 en 1los animales
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desnutridos pre y posnatalmente gue como se sSabe también
presentan reducciones en el tamafo y peso cerebrales segun

se demostré en estudios de Cintra y cols., '91,

Por lo que respecta al tipo de células que mis se
afectaron por cause de la desnutricion prenatal, se observé
un  mayoer efecto en la multipolar seguida de la fusiforme,
ambas involucradas en la producci¢én de la serotonina. En un
estudio similar utilizando desnutricidén crénica pre vy
posnatal con una dieta hipoproteinica del 8% de caseina,
Diaz-Cintra y cols., 81 encontraron disminuciones en el
numero de las dendritas primariaé, en la extensioén lineal de
las dendritas secundarias y en el numero de espinas a la edad
de <0 dias en las células fusiformes, las células
multipolares mostraron incrementos significativos en el
numero de ramas secundarias y disminuciones en el namero
de espinas en ambas ramas a la edad de 90 dias. Estos
resultados amusstran retardo en el desarrollo de 1las
espinas dendriticas de 1los animales desnutridos. En este
estudio, aplicando rehabilitacién nutricional, el parametro
que mostré mayores cambios fue el ndmero de espinas en los
tres tipous celulares estudiados, los cuales gresentaron
aumentos significativos en ambas ramas primarias Y
secundarias en particular a los 90 y 220 dias de edad, lo que
demuestra un efecto de la desnutricién prenatal a largo
plazo, hasta los 220 dias dé 1a wvida del animal. Estos
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efectos a largo plazo fueron reportados por Diaz-Cintra y
cols., 91, en el qgiro dentado del hipocampo utilizando el
mi{smo modelo de rehabilitacién nutricional posnatal aunque la
poblacidén analizada fue de las células granulares, las que se
producen en parte durante la vida posnatal de la rata. Estas
células granulares mostraron reducciones significativas en el
ndmero de las espinas dendriticas de la rama mds larga. La
poblacién celular estudiada en el presente trabaio mostré
incrementos significativos, en la densidad de espinas sin
embargo, estos cambios se encontraron en los animales
adultos, indicado un proceso compensatorio a largo plazo, un
hallazgo similar ha sido reportado por Cravioto y cols., 7&,
en estudios de microscopia electrénica del nomero de sinapsis
en la formacién reticular del tallo cerebral, en ratas de &
meses de edad, las gue fueron desnutridas postnatalmente y
rehabilitadas nutricionalmente desde 1os 43 dias postnatales
hasta los & meses de edad. Este hecho tiene particular
importancia cuando se asocia con los estudios efectuados en
animales desnutridos en cuanto a los niveles de
neurotrasmisores cerebrales, como la noradrenalina, dopamina
acetilcolina y serotonina , por ejemplo Morgane y ecols., 78 ,
trataron de imitar las condiciones de desnutricién en humanos
vy estudiaron el efecto que produce la dieta del 8% antes de
la prenéz, durante la gestacién, 1la lactancia y después del
destete, analizaron los niveles de neurotransmisores como el
de la S-hidroxitriptamina (5-HT), en ratas desde el
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nacimiento hasta los 300 dias de edad, y encontraron elevados
los niveles de S5~HT en el tallo cerebral y en el telencéfalo
hasta en un 200% en los animales desnutridos, existiendo
asociado un factor temporal para la elevacién de la 5-HT.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que influyan
otros factores cerebrales como los receptores de membrana vy
citopldsmicos que durante el crecimiento, estén involucrados
en la produccién de estos neurotransmisores. Asi, nuestro
estudio refleja de alguna manera estos cambios tanto en la
morfologia celular de las células productoras de serotonina
como de los eventos de maduracién y dindmica celular cerebral
que ocurren durante el desarrollo. Estos cambios durante la
maduracidn fueron también analizados por Kemper vy Pasquier
*789 en las formaciones subcorticales y West y Kemper, *76 en
el desarrollo cerebral y Lewis y cols., ’75 en el desarrollo
de la generacidn celular afectada por la desnutricién en el
periodo temprano del desarrollo y por Salas y cols., *74 en

las poblaciones celulares corticales.

Como elemento adicional para explicar la falta en el
aumento del ndmero de espinas dendriticas en los animales de
1S dias rehabilitadas, se sabe por los estudios de HMorgane y
cels., ’78 Resnick, vy cols., 79 y B2, gue entre las edades
de &6 y 16 dias existen pocas diferencias en el incremento de
la S-HT entre los animales normales y los desnutridos debido

a Qque en el desarrollo cntogenético el triptéfano (precursor
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de la serotonina) se disminuye por la aparicién de la enzima

triptéfano pirrolasa,

t.a densidad de las espinas en ambas dendritas de los 3
tipos celulares del NRD, @n los animales normales mostrd
inc;emento entre las edades de 15 y 90 dias y luego
decremento entre las edades de 90 y 220, este patrén de
desarrollo dendritico fue reportado previamente por
Diaz~Cintra y cols., ’81 entre las edades de 30 y 90 y entre
90 vy 220 dias enh los tres tipos celulares estudiados en los
animales control, hecho que refleja una pérdida funcional de
las espinas en los animales de 220 dias. &in embargo, 1los
animales desnutridos no presentaron este patréon de desarrollo
entre los 15 y 90 dias las células fusiformes y las
multipolares no mostraron decrementos, sino incrementos, 1los
que fueron significativos en las dendritas primarias. Entre
las e'ades de 90 vy 220 dias se encontraron incrementos
significativos en ambas ramas y en los tres tipos celulares
estudiados, en lugar de decrementos como los controles.
Estos hallazgos permiten entender que el patrén de desarrollo
de espinas (sustrato de 1la sinaptogénesis) se encuentra
retardado por efecto de la desnutricién prenatal, como ta
demuestran los estudios de Dyson y Jones, *’76 ya que comd
podria esperarse, la eliminacién de sinapsis no ocurre sino
hasta después de los 220 dias de edad, retardando el patrén
de sinaptogénesis observado en los animales control.
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CONCLUSIONES:

I. Efectos producidos por la desnutricién prenatal:

a)

c)

La dieta produjo incrementeos significativos en el eje
mayor del soma y reducciones significativas en el eje

menor, solo en las células multipolares del NRD.

Los animales desnutridos prenatalmente Yy rehabilitados
nutricionalmente mostraron incrementos en la densidad de
espinas en los dos tipos de dendritas (primarias vy
secundarias), en los tres tipos celulares, estudiados por
1o tanto, hay alteraciones a largo plazo en el soma de
las celulas multipolares (productoras de serotonina en
el tallo cerebral aun después de la rehabilitacion

nutricional).

El aumento de espinas en 1o0s tres tipos celulares
muestran recuperacién estructural, principalmente en
celulas ovoides y fusiformes ésto es congruente con

los aumentos en el numero de sinapsis reportados.
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Efectos producidos por el factor sdad:

Hay cambios importantes en la densidad de las espinas
dendriticas por efecto de la edad en los tres tipos

celulares, mostrados como reducciones significativas

en los animales controles en comparacion con el patrén

comparacién con el patrén de desarrollo mostrado en los

desnutridos y recuperados.

Hay cambios significativos que muestran aumentos en el
nimero de dendritas primarias en las ceélulas fusiformes
y multipolares en animales control y los no desnutridos
siguen este patron ya qgque en las células fusiformes y

multipolares se mantiene el mismo numero.

Al comparar las tres edades estudiadas se ocbservd que 1la
densidad de espinas dendriticas en los organismos control
presentan reducciones, mientras que los desnutridos
muestran aumento, indicando un posible retraso en el

patron de desarrollo de sinaptogénesis.

El indice de desarrollo posnatal de la densidad de las
espinas dendriticas en 1os organismos desnutridos vy
rehabilitados indican, que éste patrén de desarrollo se
retrasa vy por lo tanto se observa aumento en el numero de
espinas en las edades adultas de 90 y 220 dias.
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