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RESUMEN

La deficiencia de protefnas en la dieta, durante los periodos del desarrollo pre y
posnatal de la rata, produce, entre otros efectos, alteraciones en el ciclo de susiio y
vigilia. Estas observaciones, indican posibles efectos anatémicos de las estructuras que
estdn involucradas en la regulacién de este ciclo. Al mismo tiempo, se reconoce al
nticleo supraquiasmético (NSQ) como el marcapaso circadiano que regula actividades
como {a lecomocién, la temperatura, los ritmos de ingesta de agua y alimento ia funcién
reproductiva, asi como el ciclo de suefio y vigilia. Con base en lo anterior se realizé un
estudio morfométrico del NSQ en ratas de 30 y 60 dias de edad desnutridas con una
dieta baja en caselna (6%), comparadas con un grupo contro! de ratas alimentadas con
una dieta adecuada de caseina (25%). Para su estudio el NSQ se dividi6 en dos
regiones (dorsal y ventral). Los cerebros se procesaron con las técnicas de Nissl (cortes
de 6 pym) y Golgi-Cox {cortes de 120 pm). Con la técnica la Niss! se midieron el drea, el
perimetro, los ejes mayor y menor y la cantidad de neuronas en el NSQ. Al mismo
tiempo, en el material tefiido con la técnica de Golgi-Cox se identificaron cinco tipos
celulares y en cada uno se midieron los mismos pardmetros del soma neuronal. Las
mediciones se realizaron por medio de un programa de andlisis digital de imagenes
(Histo 2000). E! 4rea, el eje mayor y el eje menor de los NSQ de los animales
desnutridos de 60 dias mostraron dimensiones significativamente menores. En los
animales de 30 dias el nimero total de neuronas mostrd aumento significativo por la
desnutricién la cantidad de neuronas de la regién dorsal fue menor que la de la regién
ventral en los animales control de 30 y 60 dias de edad. Las ratas desnutridas de la
regién dorsal del NSQ mostraron aumento en la cantidad de las neuronas monopolares
y multipolares en las ratas de 30 dias y un aurnento de las bipolares en las ratas de 30 y
60 dias de edad. Las neuronas monopolares de las ratas desnutridos de 30 dias
mostraron disminucion significativa del tamario del soma por la deSnutriclén, en tanto
que las neuronas monopolares, piriformes espinosas y multipolares de las ratas de 60
dias mostraron incrementos significativos. Las neuronas monopolares de la regi6n
dorsal del NSQ de las ratas control de 60 dias disminuyeron significativamente de su
tamafio en compararcién con las de la regién ventral.Los hallazgos sugiersn que las
alteraciones en la organizacién de la citoarquitectura del NSQ producidos por la
desnutricién, podrian estar parcialmente relacionados con los cambios de fase descritos
en el ciclo suefio vigilia en la rata.



SUMMARY

Structural changes in the developing brain subsequent to chronic malnutrition are the
main determinants of the functional characteristics of malnourished rats. Malnutrition also
modifies the circadian expression of the sleep-wake cycle rats. it is known that the
suprachiasmatic nuclsus (SCN) plays an important role in the regulation of the sleep-
wake cycle. We study the effects of protein malnutrition on the postnatal development of
SCN as wall as the somatic size and neuronal quantity in Sprague-Dawley rats at 30 and
60 days of age. The low protein diet: 6% casein, was established 5 weeks before mating
and through gestation and postnatal life. Brains of normal and malnourished rats were
stained with Niss! and Golgi-Cox techniques. In the brain sections the dorsal and ventral
regions of SCN were identified. In each SCN its area, perimeter, major and minor axis was
also measured. All neuronal types (monapolar, bipolar, pyriform and multipolar neurons)
were counted and measured with a computerized imaging processing system (Histo 2000
program). The total SCN area was decreased in 60 day old malnourished animals.
However in this age, neuronal quantity measured in the ventral région was increased in
comparison with the dorsal region. When the comparison was made in'each cellular typs,
the monopolar, bipolar and multipolar neurons quantily was significantly increased in the
undernourished 30 and 60 day old animals only in the SCN dorsal region. In addition,
monopolar neurons size was significant decreased in animals of 30 days of age. In
contrast, in 60 day old rats this type of neurons showed significant increases in the
somatic size as.well as multipolar and pyriform cells. These resulls suggest that SCN
neurons have a plastic mechanism different for each age-group studiad and these
changes in structure of the SCN may also affect circadian system in the undemourished
rats.



INTRODUCCION
IMPORTANCIA DE LA NUTRICION ADECUADA

En la nutricién normal se incluyen 6 categorias de elementos nulritivos: proteinas,
carbohidratos, grasas, minerales, vitaminas y agua. Sélo las proteinas carbohidratos y
grasas proporcionan calorias, mientras que los minerales y vitaminas son necesarios

' para los procesos metabélicos que el organismo utiliza para la obtencién de energia a
partir de los alimentos, para construir (durante el crecimiento) y mantener los tejidos
corporales asi como para la conservacién de la temperatura normal. La buena nutricién
se puede definir como la proporcién adecuada de calorfas, aminodcidos (unidades
estructurales de las protelnas), vitaminas y algunos minerales (Hoff y Janick, 1978).

Las proteinas son el principal componente orgénico porque forman la estructura
basica de la células que son las unidades integrantes del organismo. La mayoria de los
aminoacidos, pueden sintetizarse en el organismo a partir de otras moléculas, pero los 9
aminoacidos esenciales {valina, leucina, isoloucing, lisina, hisiidina, fenilalanina,
triptéfano, treonina y metionina) no se sintetizan en las cantidades necesarias para
sostener la sintesis proteinica requerida para el crecimiento por lo que se deben obtener
de los alimentos.

La nutricién juega un papel importante en el desarrollo y organizacién funcional del
sistema nervioso de manera que la desnutricién afecta adversamente la maduracién de
éste asi como su desarrollo funcional. Por ello, se considera a la desnutricién uno de los

-factores ambientales que afectan tanto el desarrollo del cerebro como la capacidad del

individuo para interactuar y enfrentarse con éxito a su ambiente.



MALNUTRICION

Casi la mitad de la poblacidn esta subalimentada o mainutrida y cuando esta condicién
se inicia en edad prenatal (Barrett y Frank, 1987) afecta la talla del individuo, la habilidad
motora, la capacidad para responder a los estimulos ambientales e integrar las
respuestas adecuadas (Levitsky y Bames, 1972; Strobel y Zimmerman, 1972.

Una de las causas de la mala nutricién es (a seleccién inadecuada de los alimentos
que se consumen, dado que la alimentacién debe ser satisfactoria tanto en calidad como
en cantidad. E! suministro de componentes alimenticios necesarios es de importancia
vital para mantener la constancia del madio intero (homeostasis) de la cual dependeb la
actividad normal y los procesos celulares. Si se tiene la calidad suficiente pero
insuficiente en cantidad, el organismo se consume, hay desaparicién de grasa y ademés
desgaste de los 6rganos y tejidos. El desgaste de éstos no ocurre en la misma proporcién
ni a la misma velocidad ya que; los diversos tejidos corporales tienen mecanismos

propios de proteccién (Tabla I).

TABLA I. PERDIDA RELATIVA EN PESO DE TEJIDO
U ORGANO FRESCO DURANTE INANICION

TEJIDO PERDIDA %
Adiposo 97
Bazo 67
Higado 54
Musculos 31
Sangre 27
Rifiones 26
Piel : 21
Intestino 18
Pulmones 18
Péncreas 3
Corazén 3
Sisiemia nervioso 3

Schottelius y Schottelius, 1982.
4



EFECTOS DE UNA MALA NUTRICION

Durante el desarrollo del feto y el neonato, se requiere de un suministro adecuado de
los nutrimentos esenciales para permitir el crécimiento as! como el desarrolio funcional
del organismo, lo que permite que ocurran tres procesos vitales bésicos que son el
mantenimiento, el crecimiento y la diferenciacién neural (Altman, et al., 1970). Los
factores que interfieren en el crecimiento cerebral asi como en su maduracién son
muiltiples; por ejemplo, los que involucran el retraso del crecimiento intrauterino pueden
ser divididos a su vez, en tres categorias, fetales, placentarios y maternos. Los primeros
incluyen efectos genséticos, hipoxemia y frecuentemente involucra agentes tales como las
drogas y el alcohol, que son directamente toxicos al feto. Los factores placentarios
incluyen la reducci6n de su tamafio y la pobre diferenciacién placentaria; ambas se
relacionan con la privacién nutricional. Los factores matemos incluyen malnutricidn,
insuficiencia Vascular y varias toxemias (Altman, et al. 1970; Morgane et al., 1993).

Los efectos de la malnutricion materna sobre el origen y densidad de las células
cercbrales incluye: 1) dario en la proliferacién de linajes celufares que resulta en el
retardo del ciclo celular; 2) interferencia en la tasa de divisién celular lo que resulta en
disminucién permanente en el numero de células cerebrales; 3) incremento en ef
nimero de células postmitéticas degenerativas en las zonas germinales; 4) reduccién
posnatal de células germinales y 5) cambios en la composicion celular del cerebro,
afectando la relacion de los diferentes tipos celulares. Las investigaciones en
desnutricién realizadas en el cerebro de la rata durante el periodo posnatal han
revelado en forma repetitiva disminuciones en la mislinizacién (Warren y Bedi, 1982),
en la proliferacién dendritica (Salas, et al., 1974), en la disminucién de sinapsis (Cragg,
1972) en el contenido de las proteinas cerebrales'y del tamario celular, los cuales
resultan en anormalidades en el desarmrollo del comportamiento (Levitsky y Barnes,

1972). Debido a que las deficiencias de energia y protefna son las mas comunes y
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extendidas en el mundo se utiliza el término desnutricién energético proteinica para
referirse a dichas deficiencias. Se les define como el conjunto de condiciones
patolégicas que se praducen por una deficiencia y desproporcién en la cantidad de
energia y proteina, que se presenta con mayor frecuencia en lactantes y nifios.
Asimismo, es comtin encontrarla asociada a infecciones. Este tipo de desnutricién se
observa como consecuencia de una deficiente ingestion o utilizacién de contenido
energético (Altman et al. 1970; Schottelius y Schottelius 1982; Latham, 1991). Los‘
efectos de la desnuiricién sobre el desarrollo del sistema nervioso central han sido
estudiados principalmente debido a la incidencia amplia de malnutricién infantil, y la
evidencia tonsiderable de que muchos de sus efectos son permanentes y asociados
con deférioro do las grandes funciones mentales, incluyendo la deficiencia en la
integracién de las funciones cognitivas como la inteligencia (Morgane, et al., 1992;
Susser, 1987). Aunque en ia mayoria de los casos este tipo de desnutricién proteinica
va acompaflada de la deficiencia de ofros nutrimentos, por ejemplo vitaminas o
minerales se ha denominado desnutricién pluricarencial (Veldzquez, et al.,1981). El
kwashiokor y el marasmo son los sindromes clinicos da la desnulricién protéico cal6rica
grave, y existen también muchas formas intermedias. En el Awashiorkor, la principal
deficiencia es de protefnas, mientras en el marasmo la deficiencia es de ingesta total de
alimentos. En ambos casos se reduce el crecimiento y hay un adelgazamiento
importante de! individuo, sin embargo se disimula éste, en el kwashiorkor por el edema
que estd presente siempre. La anemia hipocrémica (de hierro) se presenta en ambos
estados clinicos, limitando el funcionamiento normal del organismo, ésta se presenta
con mayor frecuencia en lactantes y nifios (Barrett y Frank, 1887; Schottelius y
Schottelius, 1982).

Por otra parte, se sabe que la desnutricion produce diferentes efectos sobre la
morfologia y funcionalidgad del sisiema nervioso central en diversos animales ds

experimentacién, estos efectos dependen del grado y tipo de desnutricion que se
6 ’



establezca’ asi como su duracién, se sabe también que la formacién de sinapsis se
reduce por la desnutricion cuando se valora por la disminucién de la densidad
dendritica en ratas sometidas a desnutricion tanto prenatal como posnatal o ambas.
Estos efectos se han encontrado en diferentes dreas cerebrales estudiadas, por ejemplo
en la corteza visual, el tallo cerebral y el hipocampo (Salas, et al, 1974; Leuﬂa y
Rabinowiclgs, 1979; Diaz-Cintra, et al., 1990; Cintra, et al., 1991). V

En investigaciones anteriores donde se ha utilizado un modelo de desnutricién
hipoproteinica en ratas con una dista deficiente en caseina, se encontraron dsficiencias
celulares diferenciales dependiendo de la edad en que ésta se instale (Salas, et al
1974, Diaz-Cintra et al., 1981a; Cintra et al., 1982; Warren y Bedi, 1982; Cintra ot al.,
1980a). Cintra, et al., 1988 reportan que cuando la desnutricién abarca la gestacién y la
lactancia altera a largo plazo los patrones elactroencefalogréficos y la distribucion
circédica del ciclo suerio y vigilia de Ia rata que se caracteriza por un decremento en la
cantidad total de suefio MOR en la fase de luz y un aumento en la fase de actividad
(Forbes, et al.,1977).

DESARROLLO DEL CEREBRO

La secuencia de los procesos del desarrollo en e! cerebro parecen ser los mismos
on las especies de mamiferos. Algunos de éstos son seguidos uno de ofro, otros se
sobreponen y ofros més ocurren en paralelo. La proliferacién glial sigue a la de la
mayoria de las neuronas y precede a la mielinizacién, a la sinaptogénesis, y a la
ramificacién dendritica. Estos eventos son identificades en la mayoria de las regiones
del cerebro durante la vida prenatal. Hay algunas excepciones, como en el cerebelo, el
hipocampo y los bulbos olfatorios, en donde ia proliferaciéon microneuronal se proldnga
hasta el periodo postnatal (Rodier, 1980; Smart, 1990, 1991).

Por otra parte, e! desarrollo de las diferentes regiones del cerebro se lleva a cabo en
7



forma heterocrénica, de tal manera que algunas estructuras cerebrales se desarrollan
principalmente durante el periodo prenatal y otras durante el periodo postnatal.

Con base al estado de desarrollo cerebra) del recién nacido a las especies se les
clasifica como precoces o altriciales. En las primeras como es el caso del cobayo, el
desarrollo del cerebro ocurre prenatalmente, mientras que en. las especies altriciales
tales como la rata, el ratén y el ser humano (sensorialmente inmaduras al nacimiento),
el cerebro se desarrolla en gran parte durante el pericdo postnatal (Dobbing, 1972;
Jacobson, 1978; Smart, 1990, 1991) (Fig. 1).

Durante la vida intrauterina, el cerebro de los mamiferos crece més rdpido que todos
los demds érganos, durante el Ultimo periodo de gestacién sus neuronas se multiplican
a un ritmo de 250 mil por minuto. En el ser humano el ritmo de crecimiento disminuye
notablemente en los primeros meses después del nacimiento. Asi a los 18 meses ha
alcanzado el B0% de su peso definitivo en tanto que el higado, alcanza la quinta parte
de su peso adulto por lo que el crecimiento del cerebro, aparece como definitivo. Esta
definitividad parece ser'propia de los animales superiores puesto que se ha descrito que
el cerebro de las aves como e! canario, 85 capaz de multiplicar sus neuronas durante la
edad adulta; lo mismo se ha observado en algunos peces y anfibios (Monckeberg,
1985).

Durante el periodo neonatal cuando los procesos del desarrollo estan ocurriendo
rdpidamente, es de vital importancia el aporte de nutrimentos necesarios para el
desarrollo del organismo durante este periodo, al cual se le ha denominado periodo
critico o wvulnerable y durante el cual el cerebro es més sensible a los cambios
ambientales.

El término periodos criticos se refiere a un pico de actividad de procesos especificos
concurrentes, estd basado en los estudios temporales en donde los procesos del
desarrolio v oraanizacién se aleran ficiiments. Duranie esios periodos criticos, se

llevan a cabo el desarrollo de la mayorfa de los elementos celulares, la neurogénesis, la

8



gliogénesis,:la migracion y la diferenciacién celular, la mielinizacién y las conexiones
-sindpticas. Por [o tanto son multiples los periodos criticos en cada érea del cerebro
(Bornstein, 1989; Rodier, 1980; Smart, 1990, 1991).

o
/O T2 [ - - - HUMANO (meses) -
. — o =—o— RATA (dias)
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Figura 1. Curvas de crecimiento del cerebro en relacién al
nacimiento en diferentes especies, el cobayo (precacial) laratay .
el s2r humano (altricialss), (Modificado de Dobbing 1972).



EI NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

En el hipotdlamo se han descrito tres zonas, estas son, periventriculaf, medial ¥
lateral. Tambien se divide en anterior y posterior. El nticleo supraquiasmético (NSQ) se
localiza en el hipotalamo anterior, esta formado por un par de estructuras bilaterales al
tercer ventriculo que nacen sobre el quiasma Optico (Isaacson, 1982; Moore-Ede, et al.,
1982, Bleier y Byne, 1985).

La forma del NSQ es variable en las distintas especies, por ejemplo, es ovoide en los -
roedores, alargada e irregular en las aves; es iregular en algunos mamiferos como el
gato y los prir'nates y difusa e irregular en los humanos (Lydic y Moore-Ede, 1980);
presenta ademas dimorfismo sexual (Blond, et al., 1982; Guidner, 1983). El NSQ parece
estar especializado en recibir informacién luminosa para generar oscilaciones

circadianas (Davis et al., 1990).
DESARROLLO DEL NSQ

Las neuronas del NSQ son generadas de una zona especial neuroepitelial de la
matriz germinal adyacents al surco ventromedial del tercer ventriculo caudal al receso
dptico. Esta zona tiens 2 componentes designados como primordios dorsomedial y
ventrolateral del NSQ. Se producen entre los dias embrionario £14 a E17 con un pico en
el dia E15, las células que se generan primero se localizan en la divisidn ventrolateral
seguidas de aquellas que se generan tardiamente localizadas en la divisién dorsolateral,
las Gltimas en formarse (E17), se localizan en la parte basal. Como la neurogénesis cesa
en ol dia E18, el surco disminuye en profundidad y la regién es ocupada por la
expansién del quiasma éptico. La mayoria de las células se localizan en la porcién
venirai del NSQ adyacente al quiasma 6ptico, por lo que el tiempo de generacién de las

células gliales en o] NSQ no ha sido aun establecido. Sin embargo, la glia se forma
10



tempranamente, como en el caso de otras 4dreas Yy el tipo de glia radial se puede ver al
microscopio electrénico en el E17. Es probable que continie la formacién de Ia gifa en la
matriz germinal hasta el dia E18.

El NSQ se puede evidenciar con la técnica de Niss! gl dia E17, siendo las neuronas
muy pequerias y empaquetadas estrechamente. Entre los dias E17 y postnatal (P) 10
(P10) of NSQ aumenta gradualmente y asume la apariencia del adulto. Hay un pequefio

aumento en longitud y volumen entre los dias P10 y P16 (Fig. 2).

El desarrallo de ia funcién del NSQ parece ocurrir en dos fases; en la primera se
genera la ritmicidad intrinseca y el ritmo de la utilizacidén de glucosa lo que ha sido
demostrado por el método de fa 2-deoxiglucosa que aparece en el NSQ e! dia E19
(Reppert; 1985; Reppert y Schwartz,1986; Shibata y Moors, 1987). Esta ritmicidad no
depende de la ritmicidad materna lo que indica que esta determinado genéticamente y
refleja una oscilacién intrinseca. Ademds, el ritmo se establece en un nicleo inmaduro
en el dia E19, porque tiene menos de una sinapsis por neurona. Ei segundo ritmo qus
aparece es el de disparo de las neuronas. Este ritmo esta pressnte en o £22 pero es de
baja amplitud y el desarrollo subsecuente se correlaciona muy bien con el desamolio
morfolégicd (Shibata y Moors, 1987; Moore, 1991) (Fig. 2).

-1



E6 E®® Pt P P1O ADULTO
PROCESO DEL DESARROLLO L.__ 1 1 | | S
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FORMACION DE LA GLIA B T —
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EFERENCIAS
NEURONAS VP - VIP
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Figura 2. Desarrollo y funcionamiento del NSQ desde el estadic E15 al estado
adulto. Las 4reas negras representan el tiempo durante el cual ocurre el desarrollo,
y la linea continua indica que la estructura o funcién se mantiens. Las areas
punteadas indican que la duracién del proceso no se conoce con certeza
(Modificado de Moore, 1991).
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ANATOMIA DEL NSQ

En la mayoria de las especies de mamiferos se distinguen dos divisiones principales
del NSQ, debidas al contenido de sustancias neuroactivas y la distribucién de las
proyecciones visuales. Una division recibe las aferencias de la vfa del tracto
retinohipotalémico (RHT) y las aferencias indirectas provenientes de la hojuela
intergeniculada (HIG) del tdlamo por via del tracto geniculohipotalémico. Esta divisién
ventrolateral se caracteriza por reunir neuronas peptidérgicas que contienen al péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y las células que contienen al neuropéptido Y (NPY) y la otra
divisién dorsomedial corresponde a las neuronas que contienen vasopresina (VP) (Fig.
3). Esta expresion de fenotipo neuronal requisre el desarrollo de mecanismos de
sintesis peptidica en las neuronas que fueron formadas en los dias £15 y E17. Las
neuronas VIP comienzan a mostrar inmuncreactividad en e! dia E19 (Sofroniew y
Weindl, 1980; Moore, 1992) el numero de neuronas inmuncreactivas aumenta
gradualmente y es equivalente al del adulto en el dfa P10. Las neuronas VP se marcan
con métodos inmunchistoquimicos en el dia P2. Los plexos axonalss de ambos grupos
de - neuronas peptlidérgicas dentro del nlcleo y 4&reas adyacentes, maduran
gradualmente hasta alcanzar un patrdn similar al del adulto en e! dia P10. Las neuronas
que contienen somatostatina se distribuyen en todo el nicleo, ademés contienen otros
neurotransmisores que se sintetizan dentro del niicleo, estos son la neurofisina, el dcido
aminobutirico (GABA), la bombecina y el péptido liberador de gastrina. Sin embarge,
algunas de las neurcnas del NSQ en ambas regiones contienen més de un péptido,
-algunos datos sugieren que muchas neuronas son productoras de GABA, por lo que las
interacciones inhibitorias pueden tener importancia en la funcién oscilatoria (Moore,
1991).
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Figura 3. Distribucién de las aferentes RHT, células VIP, células que

- contienen- el NPY, y 'células que coritienen aferentes de la HIG y
células VP en los tres niveles del NSQ; rostral (R), medial (M) y
caudal (C). (Modificado de Moore, 1992).
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Histolégicamente se han encentrado variaciones en la distribucién regional; asi como
en el tamafio, ia densidad y el empaquetamiento celular dentro del NSQ. Las neuronas
del NSQ teriidas con [a técnica de Golgi-Cox se clasifican con base en su arborizacién
dendritica en 5 tipos: 1) monopolares, 2) bipolares simples, 3) bipolares rizadas, 4)
piriformes espinosas y 5) multipolares radiales (Van den Pol, 1980).

La via directa RHT o tractos RHT se observan como proyecciones directas desdse la
via visual a los dos NSQ, estas salen del quiasma éptico en el lado dorsal y terminan en
las regiones ventrolaterales (Hendrickso, et al, 1872) y cuyos neurotransmisores
podrian ser el glutamato y el aspartato. Los tractos geniculo-hipotaldmicos son las
proyecciones visuales indirectas que provienen del lado ventral de la HIG (Moore,
1983). Se sugiere que el NPY se origina de estas proysccionss. Otras aferencias se
originan del hipotélamo anterior y del drea retroquiasmatica, del nicleo ventromedial y
del nucleo del rafe dorsal del meséncefalo (Moore, 1983). Las vias eferentes del NSQ,
se proyectan a olras areas del hipotdlamo, a los nlcleos septales y a las hojuelas
perivantriculares, dorsomediales e intergeniculadas del talamo (Moore, 1983) (Fig. 4).
Los dos NSQ se conectan entre si por provecciones organizadas en la region

anteroventral de cada uno de ellos.
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Figura 4. Modelo de los componentes del sistema circadiano y sus posibles relaciones
en los mamiferos. Retina (R), nervic &ptico (NO), quiasma 6ptico (Q), tracto
relinohipotalémico (RHT), nlcleo supraquiasmético (NSQ), tracto &ptico (TO), nicleo
geniculado lateral (NGL), hipotalamo (H) efector (E). (Modificado de Rusak, 1990).
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EL NSQ Y LOS RITMOS CIRCADIANOS

La ritmicidad parace ser propiedad fundamental de la materia viva, se observa desdo
los organismos unicelulares hasta los animales pluricalulares y, en un gran nimero de
funciones {Brady, 1984). El ritmo se define como un fenémeno repetitivo que ocurre en
un intervalo de tiempo constante. En un sistema bioldgico se denomina ritmo biolégico
como el ciclo de suefio y vigilia (Friesen y Block, 1984),

Una oscilacién biolégica es un cambio ciclico, medible en cantidad, que muestra una
forma de la onda y periodo relativamente constantes. La caracteristica més importante
de una oscilacién es el periodo, el cual es el intervalo entre dos puntos idénticos de
referencia en la onda.

La oscilacién biolégica se conoce desde 1729 a partir de las observaciones de De
Mairan sobre la ciclicidad del movimiento de las hojas de una planta sensitiva
posiblemente Mimosa pudica. Esta planta abre sus hojas y pedicelos durante el dia y los
cierra durante. la noche y este ritmo persiste aislando a la planta de la iuz solar (Moore-
Ede, et al., 1982).

La ritmicidad circadiana se pudo originar debido a la presién de los cambios
periédicos ambientales los cuales indujeron que los parémetros orgédnicos presentaran
ritmicidad y estos a su vez determinaran el desarrolio de relgjes biol6égicos como una
respuesta adaptativa. Mds tarde se mostré la naturaleza genética del periodo de los
ritmos de un organismo en oscilacién espontdnea (Aguilar, 1993). Posteriormente las
observacionss de otros investigaciones mostraron la existencia de un reloj bioldgico.
Este se define como un sistema orgdnico capaz de generar un orden temporal en las
actividades del organismo, lo que le confiere la propiedad de oscilar con un periodo
regular, Estas oscilaciones a su vez, se pueden utilizar como una referencia interna da!
tiempo lo que le permite al organismo interactuar temporalmente de manera adecuada

con el ambiente (Aguilar, 1993).
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Una propiedad del ritmo circadico, es que la longitud del periodo puede oscilar entre
22 a 27 hs ya que no tiene que ser exactaments de 24 horas. Lo que resulta importante
para argumentar la naturaleza end6gena de los ritmos circadianos. (Moore-Eds, et al.,

- 1982). Se consideran como una adaptacién al ciclo solar de luz y oscuridad y tienen dos
caracteristicas principales: se generan por osciladores endégenos y se sincronizan por
el ciclo de luz y oscuridad,_ y aunque son originados en ausencia de este ultimo el
pericdo exacto y la relacion de fase del ritmo son impusestos por fenémenos
ambientales.

La caracteristica fundamental de los ritmos circidicos es su capacidad de
mantenerse en condiciones ambientales constantes de luz y oscuridad. A partir de esta
informacién (Aschoff, 1984) se postulé una relacién empirica que se conoce como "Ley
circddica" o "Ley de Aschoff, segun la cual para los animales de habitos diurnos, el
perfodo circddico de actividad locomotora se acorta bajo iluminacién constante y se
alarga en oscuridad continua; en [os animales nocturnos ocurre lo contrario (Aguilar,
1993).

Existen evidencias de que los rsguladores circadianos primarios se encuentran en el
sistema nervioso central y sugieren que el principal oscilador del sistema regulador de
los ritmos bioldgicos circadianos estd localizado en el cerebro yqus el sistema nervioso
periférico contiene osciladores circadianos secundarios {Moore-Ede, et al.,1982).
Algunos de los ritmos biolégicos regulados por el sistema circadiano son el suefio y la
viglia, la ingesta de agua y alimento, la termoregulacién, la aclividad locomotora y la
actividad de la N-acetiltransferasa (NAT) de la pineal (Moore-Ede, et al., 1982).
Ademas, se propone que el sistema circadiano es un sistema multioscilador, sin
embargo, no hay datos acerca de la existencia de otro oscilador que no sea el NSQ el
cual se considera el marcapaso circadiano o bien un sistema multioscilador (Hail et al.,
1878; Nioore, 1963; Van Den Pol, 1980; Shibata y Moore; 1987, Rusak, 1990; Moore,

1891), lo que se ha probado por medio de lesiones (Drucker-Colin, et al., 1984, Hua Lj,
18



et al., 1993, Refinetti et al., 1994) o bien si se extirpa el NSQ en ratas neonatas se‘
sliminan en forma permanents, los ritmos de ingesta de agua y actividad motora, lo que
sugiere que en el cersbro no hay olras regiones con capacidad ds recrganizar y sustituir
la furicion del NSQ.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios morfométricos previos (Cintra et al., 1994), acerca de la regionalizacién
cslular y de los diferentes tipos neuronales del NSQ se mostrd que las neuronas de los
- NSQ de ratas sometidas a una dieta hipoprotelnica con 6% y 8% de caseina mostraron
reducciones significativas en el tamafio del soma, ejes menor y mayor, asi como
aumentos por la edad en los mismos parémetros estudiados. Ademds, los estudios
electroencefalogréficos realizades en estos mismos animales sometidos a la
desnutricién han mostrado alteraciones en la conducta del ciclo de suefio y vigilia
(Forbes, et al., 1977; Salas, et al., 1983; Cintra, et al., 1988, Cintra, et al., 1990b, Cintra,
et }al., 1991; Diaz-Cintra, et al., 1991a). Asimismo, se han encontrado sefectos
importantes en la manifestacién circadica del ciclo de suefio y vigilia; tales como
cambios cuantitativos en los estados de vigilancia en ambas fases del ciclo
luz:oscuridad asf como cambios circadianos en los estados del sueiio de ondas lentas
(SOL) y sueiio de movimientos oculares répidos (MOR), los que se manifestaron por
"cambios de fase”. Esto sugiere que la desnutricion proteinica crénica temprana,
interfiere en ciertos procesos de maduracion de estructuras o mecanismos cerebrales
responsables de la homeostasis del suefio y la manifestacién circadiana del ciclo de
suefio y vigilia (Galvan, 1993). Debido a la escasa informacién acerca de las
alteracionss que produce la desnutricién proteinica en la rate y en sspscial & of NSQ,

resulta de particular interés el estudio de su desarrollo anatémico.
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HIPOTESIS

Dada la organizacién del nicleo supraquiasmatico, se reconoce su participacion en la
regulacién de los ritmos circadianos como el de! suefio y la vigilia, que parece estar
alterado en las ratas desnutridas. Al mismos tiempo, estos cambios fisiolégicos, podrian

_ estar asociados & alteraciones de la citoarquitectura en el desamrollo morfolégico de!
NSQ.

OBJETIVOS
1.- Analizar las dimensiones asf como e! nimero de neurcnas en los NSQ de ratas
control y desnutridos de 30 y 60 dias, que pudieran ser la base estructutural de posibles
alteraciones en la funcién circadiana de la rata.
2. Determinar las caracteristicas histolégicas de las neuronas del NSQ en las ratas
~ control y las ratas sometidas a desnutricién (6% de caseina) pre y posnatalmente de 30

y 60 dias,

3.- Determinar el grado de! dafio neuronal en los distintos tipos celulares en el NSQ de

las rata desnutridas en fas dos edadss.
MATERIALES Y METODOS
CRUZAS Y OBTENCION DE CRIAS

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley, (Ratftus norvegicus) provenientes del

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM; hembras (250-300 g) y
20



machos (300400 g), mismas que se mantuvieron en condiciones de ambiente
controlado, periodo de luz y oscuridad 12:12 horas, temperatura entre 22 + 2° C, con
libre acceso a una de dos dietas (Tabla It).

Tabla it
Composicién de las dietas conirol (25%)
@ hipoprotelnica (8%).
25% caselna 8% Caseina
Proteina 18.8 53
Grasa 54 15.0
Carbohidratos 50.9 68.9
Mezcla de sales 47 4.0
Mezcla de vitaminas 1.0 1.0
Agua 22 1.2
Elemento no nutritivo 4.2 42
Kealig 43 4.3

* Las dietas fueron suplementadas con L-mationina
(0.4%) debido a que la caseina carece de este
aminoécido esencial.

** Se le adicioné a las dietas fosfato de calcio
monobésico (0.8%) y carbonato de zinc (0.001%) a la
mezcla de sales de la dieta para mantener estos
minerales en niveles iguales.

Para la obtencion de dos grupos nutricionales se formaron 4 grupos de 3 hembras
colocando cada uno en cajas de pléstico de apareamiento (60X40X20 cm). Dos grupos
se alimentaron con una dieta de 25% de caseina y otro con dos con una dieta
hipoproteinica con 6% de caseina durante 5§ semanas antes del apareamiento.

Posteriormente se colocé un macho en cada caja de apareamiento por 10 dfas Se las
hembras marcaron en la cola con un marcador de tinta indelebie para Hlevar un ragistio

individual. Para determinar el primer dia de la gestacién se realizaron frotis vaginales
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cada maifana. Las hembras que présentaron frotis positivos fueron separadas en cajas
de pldstico (48X27X16 cm) y continuaron expuestas a la dieta durants el periodo de
gestacidn. Al nacimiento las camadas del mismo dia e igual dieta fusron soxadas,
pesadas y mezcladas entre sf. Se asignaron 4 hembras y 4 machos a cada madre de las
mismas condiciones nutricionales, con ia finalidad de obtener camadas heterégeneas.
Al destete (21 dias) se colocaron 8 animales por caja de! mismﬁ sexo y la misma dieta y
en ellas s6 mantuvieron hasta cumplir las edades de 30 y 60 dias (Fig. 5).



1574

Figura 5. Ratas de los grupos desnutrido (A) y control (B) de 30 dias de edad.



Técnicas histolégicas

Para cada técnica se utilizaron 6 animales por dieta y edad, los cuales se
anestesiaron con pentobarbital sédico (30 mg/kg de peso corporal), se pesaron y
perfundieron con formol neutro (10%) por via intracardfaca y al dia siguiente de
efectuada la perfusién se disecaron los cerebros y se pesaron. Los cerebros de los
animales de cada condicién experimental y edad se procesaron con las técnicas
histolégicas de, Nissl (cortes de 6 um) y Golgi-Cox (cortes de 120 pm), después
dedeshidratar se incluyeron en parafina en el primer caso y en el segundo caso los
cerebros se incluyeron en nitrocelulosa y los cortes se montaron en resina sintética y se
dejaron secar para su posterior observacién. Enseguida se les asigné un nimero al azar

para que las observaciones fueran a ciegas con respecto a la dieta y edad.
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Mediciones morfométricas

En el material histolégico, se idantifico la regién medial del NSQ y se dividi6 en las dos
regiones dorsal y veniral-(Bnagma 1.30 mm Paxinos y Watson, 1986; Moore, 1992;) de los
NSQ derecho e izquierdo. En el material histolégico procesado con la técnica de Niss! (Fig.
6) se midieron el drea, el perimetro los ejes mayor y menor y se conté el nimero total de
neuronas y el niumero de los diferentes tipos (monopolares, bipolares simples, bipolares
rizadas, piriformes espinosas y muitipolares) segun un estudio previo (Van Den Pol, 1980,
1991) 7), se contaron en 12 cortes del NSQ por la edad y ia dieta. En los cortes histolégicos
teflidos con la técnica de Golgi-cox (120 ym) (Fig. 7), se identificaron los 5 tipos de
neuronas Se midieron los mismos parémetros del soma neuronal en 12 neuronas de cada
tipo por cada dieta y edad. Las medicionss se &fectuaron a través del programa Histo 2000

en imagenes digitalizadas (Figs. 8 y 9).
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Figura 6. Fotomicrografias en A, de los NSQ, quiasma dptico (Q),
tercer ventriculo (3) 10X; en B, 20X; en C, neurona monopolar (M)
y bipolar (B) 40X. Linea = 50 H. Técnica de,Niss|.
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ESTADISTICA

. Los reslilt_ados de los pardmetros medidos se evaluaron estadisticamente por medio
dei andlisis de varianza (ANOVA de 2 vias), y los resultados que mostraron diferencia
significativa (p<0.05) entre grupos fueron analizados por medio de la prusba de
comparaciones multiples "Tukey", para lo cual se utilizé el programa SPSS 3.0

(Statistical Package for the Social Scisnces 3.0).
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Figura 7. Fotomicrografias en A, NSQ, tercer ventriculo (3), quiasma optico
(Q) 10X"; B, neuronas monopolar (M) y bipolar (B), 20X y en C 25X; en D,
neurona monopolar 20X; en E, neurona monopolar 40X y en D, monopolar y
bipolar; en F, bipolar 40X, Técnica Golgi-Cox.
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62

Figura 8. Equipo de computo utilizado para hacer las mediciones, mediante el
programa Histo 2000.
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RESULTADOS

El andlisis de varianza (ANOVA de dos vias) mostré diferencias significativas cuando
se campararon {os grupos exparimentales (por la dieta, Ia region y la edad) en todos los
parametros medidos, los valores de la F se resumen en tablas IV a la Xll después de la

descripcién de los resultados.

Pesos corporal y cerebral

La Tabla li, indica las medias y los errores estandar de los pesos cerebral y corpbral
de ios animales de 30 y 60 dias de edad. En la Tabla IV, los valores de F, del andlisis
estadistico efectuado con el ANOVA de 2 vias, que mostré diferencias significativas
debidas a la dieta, la edad y la interaccién. Los animales desnutridos de 30 dias,
mostraron disminuciones significativas (p<0.001) en el peso corporal de 70%, y en el
cerebral de 27%. En tanto que los animales desnutridos de 60 dias su peso corporal
mostré disminucién del 74% (p<0.001) y en el peso cerebral no se observé una

diferencia estadisticamente significativa.

Tabla lll
Pesos corporal y cerebral de las ratas de 30 y 60 dias de edad de
{os grupos control y desnutrido.

25% 6% p<0.001
{n=10) (n=10)

Peso corporal

30 8215+3.08 24.16+0.70 had
60 21400+ 6.09 55.90%3.20 hind
Peso cerebral

30 1.65 £0.02 1.21 05 i
60 1.62+0.05 1.55+0.02 -

~ Diferencia significativa con el grupo control p<0.001 (Tukey).
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Tabla v
Pesos corporal y cerebral de ratas control y desnutridas de 30
y 60 dias. ANOVA de dos vias con la dieta y edad como

factores.
Vélores deF
DIETA EDAD INTERACCION
{gi 1,36) (g1 3,36) (g 3,36)

Peso corporal 470.2 = 818.5 177.4
Peso cerebral 346 128 18.25"*
~ p<0.01

*** p<0.001

MEDIDAS MORFOLOGICAS DEL NSQ

El andlisis estadistico de las dimensiones del NSQ con ANOVA de dos vias mostré
diferencias significativas debidas a la dieta en el &rea y el eje mayor, y no mostrd
diferencias significativas debidas a la edad mi a fa interaccién de los factores dieta y
edad (Tabla V)

Las ratas desnutridos de 30 dias de edad disminuyeron significativamente un 14% en
el drea mientras el perimetro, los ejes mayor y menor no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, Las ratas desnutridas de 60 dias de edad mostraron
disminuciones significativas del 16% en el drea (p<0.01) del 7% en el eje mayor
(p<0.05) y del 10%; sn el eje menor del NSQ al hacer comparaciones con fos animales
control de la misma edad (Fig. 10}



TablaV
Medidas del NSQ, ANOVA de 2 vias con dieta y

odad como factores.
valores de F
DIETA EDAD INTERACCION
(gl 1,60) (gt 3,60) (g! 3,60)
Area 16.6 * 1.2 NS 1.1NS
Perimetro 1.9NS 1.4NS 1.9NS
Eje mayor 114 1.4 NS C.ONS
Eje menor 13.9NS 0.1 NS 0.6 NS




DIMENSIONES DEL NSQ
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Figura 10. Comparaci6n del Erca (AR), perimetro (PE), pjes mayor (MA) y
g menor (ME)p del NSQ en ratas de 3'0 y 60 dfas del grupo controi
y desnutrido*p <0.05.
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NUMERO DE NEURONAS

E! anélisis estadistico realizado con el ANOVA de dos vias mostré sélo diferencias
significativas en el nimero de neuronas por efecto de la dieta, el andlisis post hoc con
la prueba de Tukey, mostré aumento del 21% (p<0.001) en los animales desnutridos de
30 dias, en comparacion con los animales control, en tanto que los ratas de 60 dias no
mostraron diferencias significativas debidas a la dieta en el nimero de neuronas, no se

observaron diferencias por la interaccién de ambos factores (Tabla Vi y Fig. 11).

Tabla V1
NGmero total de neuronas ANOVA de 2 vias con dieta
y edad como factores.

valores de F

DIETA EDAD INTERACCION

(gl 1,126) (gl 3,126) (gl 3,126)
16.4 ™ 0.0 N8 0.0NS

El nimero de neuronas de la regién dorsal de! grupo control de 30 dfas de edad
mdstré disminucion significativa (p<0.001) del 28% en comparacién con la cantidad de
la ‘reglén ventral. En tanto que para el grupo control de 60 dias esta disminucién
significativa (p<0.001) en la cantidad de neuronas fue del 36% entre las dos regiones,
en los animales desnutridos no se observaron diferencias significativas entre las dos

regiones ni por la interaccién de regién y edad (Tabla Vil y Figs. 11).
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Tabia Vil
Numero total de neuronas ANOVA de 2 vias con las
region (dorsal y ventral) y edad como factores.

valores de F
REGION EDAD INTERACCION
: {(g! 1,65) {013,650  (g!3,65)
Control 19.6 v 0.0 NS 0.2NS
Dsesnutrido 6.1* 1.9NS 0.4 NS

Al comparar la cantidad de neuronas tipificadas en las regiones dorsal y
ventral por separado En la regién dorsal el grupo desnutrido de 30 dias de edad
mostrd aumento significativo (p<0.001) en el nimero de neuronas monopolares
del 24%, en el nimero de neurcnas bipolares de! 43% asi como aumento
significativo (p<.05) del 37% de las neuronas multipolares debido a la
desnutricién en las ratas de 60 dias en la misma regién. En la regién ventral no
8o encontraron diferencias estadisticamente signficativas asociadas a la dieta.
Se abservaron cambios por la edad en la cantidad de neuronas piriformes en la
regién ventral y multipolares en Ia regidn dorsal & interaccion de dieta y edad en

la cantidad de neuronas bipolares de la regién ventral (Tablas Vil y IX y Fig. 12).
Tabla Vil

Cantidad total de neuronas en las regiones dorsal y
ventral. ANOVA de 2 vias con Ia dieta y Ia edad como

factores.
valores de F
DIETA EDAD  INTERACCION
(g! 1,65) (gl 3,65) (gl 3,65)

Regién dorsal  15.2 *** 0.9 NS 1.0NS
Regién ventral 2.6 NS 2.1 NS 1.7NS
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Tabla IX

Densidad neuronal tipificada de las regiones
dorsal y ventral. Con dieta y edad como factores.

valores de F
DIETA EDAD INTERACCION
{gl 1.68) (gl 3,68) {gl 3,68)

Monopolares
Dorsal 9.8* 0.ONS 0.3NS
Ventral 2.6NS 2.1NS 0.5NS
Bipolares
Dorsal 18.7 ** 20NS 6.9
Ventral 2.8NS - 37NS OONS
Pirformes
Dorsal 0.0NS 0.0NS 1.2NS
Ventral 1.1 6.0 0.2 NS
Multipolares
Dorsal 64" 45* 0.0 NS
Ventral 3.5NS 0.0NS 0.0NS
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Figura 11. Comparacién de la cantidad de neuronas, entre el
grupo control y desnulrido y entre las regiones dorsal v ventral
~del NSQ ds ratas de 30 y 60 dlas de edad.
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Figura 12. Comparacién de la cantidad de neuronas monopolares,
bipolares, piriformes y muitipolares del la regién dorsal de! NSQ, do
ratas do 30 y 60 dias de edad, de los grupos control (25%) y
desnutrido (6%).
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MEDIDAS DEL SOMA NEURONAL

Monopolares

Se midieron las neuronas de los NSQ derecho e izquierdo, sin embargo, al hacer las
comparaciones no se abservaron diferencias significativas entre los dos ntcleos.

Se presentan Gnicamente los resultados de las neuronas de la regién ventral del de
las ratas de 30 dias de edad debido las dificultad técnica para tefiir las neuronas, no se

-conté con un numero suficiente para realizar el andlisis estadistico.

En los animales de 30 dias de edad se encontré que las neuronas monopolares de
la region ventral moétraron disminuciones significativas (F 12.5; gl 1,17; |5<0.01) del
27% en el 4rea, del 13% en el perimetro, del 9% y dsl 18% en los ejes mayor y manor,
respectivaments, comparados con el grupo control {Fig. 13).

En las ratas desnutridos de 60 dfas de edad, las neuronas monopolares de la region
dorsal de! NSQ mostraron aumento significativo {p<0.05) del 21% en el gje menor del
soma en comparacién con el grupo control. En la regién ventral, se observaron
aumentos significativos (p<0.001) de 48% en el drea, del 31% en el perimetro, del 36%
en el gje mayor y del 22% en el eje menor (Tabla Xy Fig. 14).



Efectos de la desnutricién crénica sobre las
neuronas monopolares de la regién dorsal del NSQ
en ratas de 60 dias de edad, valores de F (ANOVA

de una via).

valores de F
(gl1.22) (gl 1,45)

Area

Perimetro
Eje mayor
Eje menor

Dorsal Ventral

91.9
108.4 *
86.0 ™
317

Las neuronas monopolares de la regién dorsal del NSQ de las ratas control de 60
dias de edad mostraron disminuciones significativas (p<0.05) del drea del 31%, del
perimetro del 28% y el eje mayor del 33% en comparacién con las neuronas
monopolares de la regi6n ventral y los animales desnutridos de la misma edad

mostraron disminucion significativa (p<0.05) del 23% en el eje mayar del soma (Tabla

Xi).

Tabla Xi

Comparacién de las mediciones de las neuronas
monopolares entre las regiones dorsal vs ventral del
grupo control y desnutrido de 60 dfas de edad (ANOVA

de una via).

valoresde F (gl 1,22)

25% 6%
Area 80" 3.9NS
Perimetro 7.7 0.5NS
Eje mayor 96" 10.0*
Eje menor 1.0NS 4.2NS
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Figura 13. Mediciones de las neuronas mpnopolares de la region
ventral del NSQ de ratas control  y desnutridas de 30 dias de edad. -
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Figura 14. Mediciones de las neuronas monopolares de la regién
dorsal v ventral del MSQ da ratas del grupo control y desnutrido de 60
dias de edad.

43



Piriformes Espinosas

Las neuronas piriformes espinosas de la regién ventral del NSQ izquierdo de los
animales desnutridos de 60 dias mostraron aumentos significativos (p<0.001) de 94%,
33% ,29% en el drea, el perimetro y ol aje mayor, respactivamente en comparacién ¢on
las nauronas de los animales control (Tabla Xl y Fig. 15).

Muitipolares

Las neuronas multipolares de los animales desnutridos de 60 dlas de la region
dorsal del NSQ derecho mostraron aumentos significativos (p<0.001) de 97%, 28%,
27%, 26% en el 4rea, perimetro, y de los ejes mayor y menor, respsctivamente, en
comparacién con los animales contral (Tabla X! y Fig. 15).

Tabla Xit
Mediciones de las neuronas piriformes
espinosas y multipolares de la regitn ventral

de ratas desnutridas de 60 dias de edad
(ANOVA de una via).

valoresde F (gl 1,22)

Dieta
Piriformes
Area 64.7 ™
- Perimetro 279
Eje mayor 26,5
Eje menor 245
Multipotares :
Area 84.0 ™
Perimetro 113.7
Eje mayor 56,56 .
Eje menor 523
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Figura 15. Comparacién entre el grupo control y desnutrido, de las
mediciones obtenidas de las neuronas piriformes de la regién ventral, y
multipolares de la regi6n dorsal de ratas de 60 dias de edad.
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DISCUSION

El presente trabajo se realizé con la finalidad de conocer como afecta la desnutricion

- la densidad y la morfologia de los NSQ y sus neuronas en ratas de 30 y 60 dias. Los

efectos se manifestaron sobre los pesos corporal y cerebral, sobre los pardmetros

celulares medidos al hacer la comparacion entre los grupos contro! y desnutrido de las

dos edades estudiadas. Igualmente se observaron diferencias significativas asociadas a
la edad en algunos pardmetros.

La la cantidad de neuronas de la region dorsal (ocupada por neuronas
presumibleménte con contenido de VIP) de los animales control de 30 dias fue menor
que la densidad de la regidn ventral (formada por neuronas con contenido de VP), lo
que concuerda con reportes previos (Van den Pol, 1980). Esta distribucion celular, se
relaciona con el contenido de sustancias neuroactivas la que es diferente en las
regiones dorsal y ventral en condiciones normales. En cambio fos animales desnutridos
no mostraron diferencias significativas de la densidad entre dichas regiones. En los
animales desnutridos de 60 dias de edad no se encontrd diferencia significativa de la
densidad entre las regiones dorsal y ventral, lo que es diferente en condiciones
normales segun ias descripciones de Moore (1992) y concuerdan con los hallazgos del
presente trabajo lo que podria estar relacionado con modificaciones en la distribucion
de sustancias neuroactivas asi como la densidad celular en los animales desnutridos.

Las causas del cambio en la cantidad de neuronas por la desnutricion proteinica
pueden ser multiples, entre las que se encuentran algunas que se han reportado para
otras regiones del cerebro (Lewis y Balazs, 1978). Debidas por una parte, al retraso en
la duracion del ciclo celular (Debassio y Kemper, 1985) o mayor muerte neuronal en ios
animales desnutridos durante los procesos de desarrolla del nicleo objeto de estudio, o
bien a efectos de la desnutricidn proteinica sobre la migracién neuronal que se ha

encontrado disminuida en otras areas del cerebro (Debassio y Kemper, 1985).
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En este estudio los resultados mostraron disminuciones significativas debidas a la
dieta en todos los parametros del soma de las neuronas monopolares de los animales
de 30 dias de edad.en tanto que, se observaron aumentos significativos en todos los
parédmetros medidos en el soma de las neuronas de los animales de 60 dias de edad.
Las disminuciones del soma de las neuronas monopolares de Ia regién ventral de los
animales desnutridos de 30 dias se relacionan con una mayor densidad de neuronas, lo
que podrla sugerir cierta plasticidad de tipo estructural (Kotlyar, 1992; Morgane et al.,
1992) en respuesta a la desnutricion en el NSQ. Por otra parte, nuestros resultados
sugieren de un modo indirecto que el establecimiento del nuicleo semejante al del adulto
no necesariaments corresponde al dia P10, sino que este proceso continua hasta los 60
dias de edad. Estos hallazgos ponen de manifiesto que- los efectos de la desnutricién
proteinica sobre los procesos de maduracién celular dependen del momento del
desarrollo del cerebro, lo que se manifiesta como efectos diferentes sobre la morfologia
celular deA distintas &reas cerebrales y son dependientes de la edad del animal en
astudio. Por ejemplo, los aumentos del tamafio del soma en los tres tipos de neuronas
(monopolares, piriformes espinosas y multipolares) debidos a la desnutricién en los
anlrﬁales de 60 dias de edad no se encontraron en ofras estructuras del cerebro como
la corteza visual, y el hipocampo ya que an estos estudios se encontraron decrementos
significativos en los mismos pardmetros celulares medidos en esta edad de 60 dfas. Sin
embargo si concuerdan con algunos reportes previos que muestran que los efectos de
la desnutricién protelnica sobre otras estructuras del cerebro tales como el ndcleo locus
coeruleus (Diaz-Cintra y Cintra, 1982; Diaz-Cintra, et al., 1984, Cintra,1985; Diaz-
Cintra, et al., 1991b, ), giro dentado (Cintra, et al., 1990a), en el nlcleo rafe dorsal
{Dlaz-Cintra, et al., 1981a,b) dependen de la edad.

Los cambios moroldgicos del NSQ debidos a la desnutricién proteinica podrian estar
relacionados con alteraciones a nivel de ultraestructura de las neuronas ya que se

conece quo !a sintesis de proleinas se encuentra disminuida en ratas alimentadas con
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una dieta baja en caseina (Yokogoshi, et al 1992). Lo cual podria estar sustentado en el
hecho de que las lesiones en el NSQ alteran el ritmo circadiano de locomocién en el
ratén, lo que muestra la existencia de una regulacién neuronal de los ritmos circadianos
(Schwartz y Zimmerman, 1981) lo que sugiere y que las alteraciones ocurridas a nive!
neuronal se podrian manifestar como alteracién en la expresion de la funcidn
circadiana. Ademds no se conoce a que se deban las disminuciones debidas a Ia
desnutricion en los parédmetros celulares de las ratas de 30 dias, por una parte podria
deberse a que hay pérdida de liquidos de la neurona o disminucién en la cantidad de
organelos, dado que se conocs la ultraestructura del NSQ en condcionss normales
(Suburo y Pellegrino de Iraldi, 1969; Woods, et al., 1993) y se conoce ademas que se
disminuye la sintesis de proteinas en el cerebro y del cerebelo de hamster donde se
han utilizado dietas bajas en caseina (0%, 5% y 20%) (Yokogoshi, et al., 1992).

En contraste, las neuronas monopolares de la misma regién, de los animales
desnutridos de 60 dias de edad mostraron aumento significativo en su tamado, lo cual
coincide con el aumento del éarea de los NSQ debido a la desnutricién por lo-que
podemos pensar en una hipertrofia del nicleo a esta edad, lo que sugiere que de 30 a
60 dias ocurren procesos del desarroilo de! NSQ atin desconocidos y la desnutricién
protefnica conlleva a que la estructura neuronal sea diferente en las dos edades
estudiadas. Por lo tanto hace falta informacién acerca de la actividad eléctrica neuronal
lo que nos daria indicios de como es el ritmo circadiano de la actividad neuronal que se
desarrolla del dia P14 a P21 (Shibata y Moore, 1987; Inouye y Kawamura, 1982) en los
animales desnutridos.

Las neuronas monopolares de la regién dorsal de los animales control de 60 dias
son de mayor tamafio que las de la regién ventral lo cual se podrfa relacionar con los
hallazgos de otras investigaciones que la regién se denomina "zona disipata” por
presentar las células més dispersas que en la regién ventral la cual se ha denominado

zona compacta, lo cual podria indicar que las neuronas son de mayor tamafio y se
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encuentran en menor cantidad. (Van den Pol, 1980; Sofroniew y Weind), 1980).

La menor cantidad de neuronas en la regién dorsal es consistente con un mayor
tamafio de las neuronas. Se podria pensar que el establecimiento del ritmo circadiano
del ciclo susfio y vigilia se relaciona con la distribucién y funcién de estas neuronas por
lo que se encuentra alterado en los animales desnutridos en los cuales no se encontrd
el mismo patrén de distribucién neuronal. Lo cual da indicio de que la distribucién
neuronal normal, caracterizada por el contenido de neuropéptidos VIP y VP por ejemplo,
podria estar alterada en los animales desnutridos de las edades estudiadas, ya que las
células inmunoreactivas al VIP y a la VP se han encontrado disminuidas en ratas
desnutridas de 220 dias (Rojas-Castarieda, et al., 1994).

La cantidad de neuronas monopolares, bipolares y multipolares de la regidn dorsal
aumenta debido a la desnutricién proteinica. Por otra parte, se observé que la cantidad
de las neuronas bipolares de [a misma regidn mostré aumento debido a la edad en las
ratas control en cambio en las ratas desnutridos se pierde esta relacién, lo que sugiere
que la plasticidad neuronal de las bipolares difiere de los otros tipos de neuronas
(monopolares, piriformes espinosas, y multipolares) a los 60 dfas de edad.

La desnutricién protelinica afecta las neuronas del NSQ dependiendo de la edad de
la rata mientras estos no dependen del tipo de neurona sino los efectos se manifiestan
de manera similar. Estos resultados sugieren que la desnutricidn podria afectar de
manera similar la fisiologia del NSQ por las modificaciones morfoldgicas encontradas en
sus células, lo que se podria traducir en cambios a nivel de comunicacién celular, y en
consacuéncia afeclaria, la expresion del ritmo circadiano del ciclo de suerio y vigilia por
sjemplo en cambios del reloj interno (Forbes, et al.,, 1977), lo que se ha mostrado
estudiando el ritmo de utilizacién de glucosa el cual no se expresa de la misma manera,
ademés de que en la literatura se reporta que el establecimiento del ritmo ocurre en
edadss tempranas (E19). Asl nuestros hallazgos vienen en cierta forma a confirmar que

los efectos de la desnutricidn proteinica son a largo plazo.
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Por estudios previos en animales desnutridos se sabe que hay medificaciones de
- fase en el ciclo de suefio y vigilia, en las edades de 30 y 60 dias (Cintra, 1985; Cintra et
al., 1988). Se sabe que la disminucién del suefio MOR ocurre entre los 23 y los 29 dias
postnatales (Alfoldi, et al.,, 1990), en donde ademds ya se ha establecido el ritmo
circadiano de actividad neuronal que se desarrolia a partir de los dias P14 al P21
(Shibata, et al., 1983; Inouye y Kawamura, 1982). Estos cambios morfolSgicos del NSQ
producidos por la dasnutricién protefnica a los 30 dias podrian ser la causa de la
modificacién de la expresién circadiana del ciclo sueiio y vigilia, considerando que en el
NSQ se encuentre parte del sistema de osciladores enddgenos, que expresan los
estados de vigilancia en la rata, lo cual ha sido sugerido por los hallazgos de
investigaciones previas (Cintra, 1985) quien encontré diferencias entre los animales
control y desnutridos tanto en dias de fotoperiodo como en dias de oscuridad constante.
Se conoce que las hormonas afectan los procesos bésicos del desarrollo neuronal,
la corticosterona por ejemplo influye sobre la motivacién y los procesos de aprendizaje
(Hall, 1982), se ha mostrado su influencia sobre la diferenciacién neuronal. Algunas
poblaciones neuronales la mayorfa del sistema limbico, asi como astrocitos y
oligodendrocitos son blanco para corticoides (Bohn, 1978; Bohn y Lauder, 1980). La
angiotensina aplicada directamente sobre cerebro induce las conductas de suefiv e
ingesta de agua en la rata (Epstein, 1980). Si bien en condiciones normales las
hormonas no cruzan la barrera hematoencefalica, las hormonas ejercen sus efectos a
través de los organos circumventriculares (Epstein, 1980) entre los que encontramos el
NSQ adyacente al tercer veniriculo, Esto significa que la concentracién de hormonas
circulantes ejerce sus influencias sobre el desarrollo del sistema nervioso por esta via,
teniendo como base el hecho de que la aplicacién neonatal de tiroxina en la rata en el
nicleo taldmico reticular provoca auments significativo de la cantidad de neuronas a los
12 dias y a los 20 y 30 dias disminuyd la cantidad de las mismas (Salas, et al , 1693).

Estos hechos sugieren que en |a rata desnutrida, podrian manifestarse cambios en las
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concentraciones hormonales y que, lcs efactos de la desnutricién sobre la morfologia
del NSQ estuvieran asociados a dichos cambios en las hormonas circulantes. Pueden
ser hormonas que tengan como blanco al NSQ, o bien las que pasan a través del mismo
aunque tengan como blanco otras estructuras cerebrales.

" Se podria concluir que el sistema circadiano se encuentre alterado en las ratas
desnutridas (Borbely, 1977; Tobler, et al., 1983) y que las neuronas del NSQ
(componente importante del sistema circadiano) influyan de manera directa en la
oscilacién del ciclo de sueiio y vigilia en la rata. :
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CONCLUSIONES

- La desnutricién proteinica crénica produce pérdida de peso corporal y cerebral en la

edad de 30 dias y a los 60 dias disminucién de! peso corporal tinicamente.

La cantidad de neuronas de la regién dorsal (ocupada por neuronas
presumiblemente con contenido de VP) de las ratas control de 30 dias fue menor que la
cantidad de neuronas de la regién ventral (formada por neuronas con contenido VIP),
lo que concuerda con reportes previos (Van den Pol, 1980, 1991). Esta distribucién
celular, se relaciona con el contenido de sustancias neuroactivas , la que es diferente

en las regiones dorsal y ventral en condiciones normales.

Las ratas desnutridas de 60 dias de edad no mostraron diferencias significativas de
la cantidad de neuronas entre dichas regiones, lo cual es diferente en condiciones

normales.

Los resultados mostraron disminuciones significativas asociadas a la dieta en todos
los pardmetros del soma de las neuronas monopolares de los animales de 30 dias de
edad. En tanto que, se cbservaron aumentos significativos en todos los parametros

medidos en el soma de las neuronas de las ratas de 60 dias de edad.
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Por otra parte, nuestros resultados sugieren de un modo indirecto que el
establecimiento del nicleo semejante al del adulto no necesariamente corresponde al

dia P10, sino que este proceso continua hasta jos 60 dias de edad.

Estos hallazgos ponen de manifiesto que los efectos de la desnutricién proteinica
sobre los procesos de maduracién celular, dependen del momento del desarrollo en el
que se encusntre el cerebro, lo que se manifiesta como efectos diferentes sobre la
morfologia celular de distintas éreas cerebrales.

La menor cantidad de neuronas en la regién dorsal del NSQ es consistente con el
mayor tamafio de sus neuronas. Podria pensarse que el establecimiento de! ritmo
circadiano del ciclo sueiio y vigilia, se relaciona con la distribucién y funcién de las
neuronas que lo integran. Fundamentan esta conclusién, las alteraciones en el patrén
neuronal que se observd en las ratas desnutridas. Asimismo, la distribucién neuronal
normal, caracterizada por el contenido de neuropéptidos VIP y VP por ejemplo, podria
estar alterada en los animales desnutridos de las edades estudiadas, ya que las
células inmunoreactivas al VIP y a la VP se han encontrado disminuidas en las ratas

desnutridas de 220 vdfas.

Los resultados permiten concluir que el sistema circadiano se encuentra alterado en
las ratas desnutridas y que las neuronas del NSQ {componente importante del sistema

circadiano) influyan de manera directa en la oscilacién del ciclo suefo y vigilia en la
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