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RESUMEN

Los recién nacidos de especies de mamiferos que nacen con una marcada
inmadurez sensorial para la comunicacion con su madre utilizan basicamente los
canales somatosensorial, olfatorio y gustativo. Este ultimo canal tiene gran
relevancia, ya que al nacimiento se tienen tanto los receptores como con las vias
para la discriminacion de los sabores y la expresién facial asociada a ellos.

Debido que no se conoce cuales puedan ser las alteraciones neuronales en
estructuras del tallo cerebral que integran la informacién gustativa asociadas a la
desnutricion perinatal, en esta tesis se estudiaron las caracteristicas de las
neuronas rostrales del nucleo del fasciculo solitario rostral (NFSr) asociadas a la
integracion gustativa en la rata Wistar de 12, 20 y 30 dias de edad. Se utilizaron
tres grupos, uno de ellos el grupo control (GC), crias alimentadas por madres
gestantes normales, y después del parto intercambiando cada 12h a madres
lactantes normales en la camada. El grupo desnutrido (GD) se obtuvo reduciendo
la ingesta materna al 50 % del dia G6 al G12 y aumentandola al 70% del G13 al
G19 y al 100% del G20 al G21. La desnutricion postparto de las crias se continuo
alternando cada 12h a una madre ligada de sus conductos galactéforos y 12h a
una madre lactante normal en la camada. El grupo rehabilitado (GR), que se
desnutrié unicamente durante la gestacion como el GD, después del parto se le
trat6 como al GC. El intercambio de nodrizas entre las camadas minimiza los
efectos de privacién sensorial causados por la desnutricién y la separacién
materna. Bajo anestesia general se sacrificé a las crias de los distintos grupos en
los dias 12, 20 y 30 de edad, procesandose los tallos cerebrales por el método de
Golgi-Cox. En neuronas completas multipolares, ovoideas y fusiformes del NFSr
se cuantifico el numero de ramas dendriticas, la extension de las mismas, y el
area, perimetro, diametro mayor y factor de forma del soma neuronal mediante un
analizador de imagenes. Los resultados indicaron en lo general que las neuronas
del NFSr del GD, redujeron el numero de sus ramas dendriticas distales y su
extensién con menores efectos sobre el soma neuronal. Las neuronas del GR
modificaron el numero de sus ramas, aunque su extension fue significativamente
mayor que el de los GC y GD sin cambios importantes en los parametros del

cuerpo celular. Los hallazgos sugieren que la restriccion perinatal de alimento,



afecto esencialmente el desarrollo del arbol dendritico alterando posiblemente los
procesos de integracion de la informacion gustativa lingual. Paralelamente, que la
rehabilitacion de alimento y sensorial materna desencadena un cambio plastico
dendritico que pudiera ser relevante para ajustar la funcion gustativa. Finalmente,
por el hecho de ser la desnutricion perinatal un estrés fisiolégico y que el NFS
participa en la integracion de la respuesta hacia estimulos hostiles, los hallazgos
de hipoplasia neuronal aqui descritos podrian relacionarse parcialmente con la

influencia del estrés perinatal.

iv
ABSTRACT

Newborns of altricial species maintain wide communication with their mother by

using somatosensory, olfactory and gustatory channels. In this regard, taste



sensitivity is relevant because both receptors as afferent pathways to discriminate
and promote gustofacial responses are already operating at birth. Because, there
is a lack of information on the effects provoked by perinatal food restriction upon
gustatory neuronal brain stem structures, the aim of this study was to characterize
the neuronal alteration produced in the solitary tract nucleus rostral portion (STNr)
of undernourished neonatal Wistar rats. Perinatal undernutrition (UG) was
performed by giving to the pregnant mother 50% of food intake from gestational
days G6 to G12, 70% from G13 to G19, and 100% from G20 to G21. After birth
undernutrition was continued by alternating nipple ligated and non-ligated lactating
mothers every 12h between 2 litters from postnatal days 1 to 30. Controls (CG),
were rats nursed by normally fed pregnant mothers followed by alternating every
12h two well-fed lactating dams between litters. The nutritional rehabilitated group
(RG) was integrated with animals prenatally underfed as the UG rats and
neonatally treated as the CG rats. The cross-fostering procedure minimizes
sensory deprivation associated to undernutrition and maternal separation
maneuvers. Under ether anesthesia subjects of 12, 20 and 30 days of age of all
experimental groups were sacrificed and slices of the brain stem were processed
with the Golgi-Cox procedure. In complete multipolar, ovoids and fusiform STNr
neurons the number and extension of dendritic branches and the area, perimeter,
major axis and factor form of perikarya were measured with the aid of an image
digitizing system. Data indicated that in neurons of the UG, a general reduction in
the number and extension of dendrites with little effects upon soma measurements
were obtained. By contrast, in neurons of the RG rats the number of dendrites was
not affected although the dendritic extension compared with the GC and UG
subjects were significantly increased. Current data suggest that perinatal
undernutrition triggers a plastic morphological change to reorganize the neural
STNr substrate. Taken together these findings suggest that perinatal food
restriction early in life possibly interferes with the neuronal gustatory integrative
processes underlying taste discrimination capabilities. Finally, being perinatal
undernutrition a powerful stressor influence and the STN a part of a complex
neuronal system underlying stress responses, the neuronal alterations here
obtained may be partly related to the possibly noxious influence of the
physiological stress associated to perinatal food restriction.






I. INTRODUCCION

El desarrollo del Sistema Nervioso es un proceso complejo que involucra la
organizacion y diferenciacion celular, que esta influenciada por la informacion

genética y por factores epigenéticos.

Con el cierre del tubo neural, la actividad mitética celular a nivel del neuroporo
anterior se forma el encéfalo y del resto del tubo se origina la médula espinal. En
la futura region cefalica aparecen tres prominencias primarias prosencéfalo,
mesencéfalo y romboencéfalo. Posteriormente, el prosencéfalo da lugar al
diencéfalo y el telencéfalo. Del mesencéfalo se deriva el cerebro medio y de las
estructuras del romboencéfalo se origina el tallo cerebral (Netter, 1994). Estas
estructuras se desarrollan y organizan principalmente durante la etapa prenatal
continuando con su desarrollo posnatalmente y en numero menor otras lo inician

posnatalmente.

Los mamiferos son especies que dependen en diferente grado del cuidado
materno ya que no han completado el desarrollo de su sistema nervioso central y
para su estudio se han dividido en dos grandes grupos los altriciales y los
precociales. Al momento de nacer las especies precociales tienen un alto nivel de
desarrollo del SNC, por el contrario las especies altriciales alcanzan un grado
menor de éste, teniendo cierta inmadurez sensorial y motora y siendo altamente

dependientes del cuidado materno para completar el desarrollo de su cerebro.

La rata de laboratorio ha sido una especie de gran utilidad para el estudio de los
procesos de desarrollo y maduracion cerebral por ser un mamifero altricial y por
las ventajas que ofrece su manejo experimental. Durante el periodo neonatal de la
rata, la comunicacion entre las crias y su madre esta bastante restringida, por la
notable inmadurez morfologica y funcional. En efecto el recién nacido tendra que
depender de su sensibilidad somestésica, olfatoria y gustativa para la
comunicacion con la madre y poco de la auditiva y la visual, que en esa etapa del

desarrollo tienen un escaso nivel de maduracion.



La comunicacion utilizando la informacién somatosensorial es esencial para
promover los procesos de maduracion y la funcidén cerebral de los recién nacidos.
En este contexto, los experimentos de restriccion o de exceso de estimulacion
somatica y sensorial muestran que el substrato neuronal, la capacidad para
generar corriente eléctrica cerebral y la expresion de la conducta muestran claras
alteraciones en su desarrollo (Harlow, 1962; Salas y Cintra, 1973; Suchecki y col.,
1993; Fleming y col., 1999). Por otro lado, el contacto fisico de las crias con el
cuerpo de la madre o la estimulacion cutanea suave con un cepillo de pelo fino
sobre su piel, modifica la frecuencia cardiaca y la respuesta al estrés de las crias
generada por la separacion materna ( Richardson y col., 1987; Schanberg y Field,
1987; Francis y col., 1999).

Por otros estudios se sabe que los neonatos utilizan la via olfatoria para la
comunicacion con la madre, ya que desde las primeras horas posparto tienen
preferencia por el olor proveniente de la madre y del ambiente del nido con
respecto a olores que no son familiares, considerandose lo anterior como un
equivalente del fendbmeno de la impronta de especies precociales (Salas y col.,
1969; Schapiro y Salas, 1970). Asimismo, las crias son atraidas por feromonas
liberadas en el tejido perimamario materno como una guia para localizar los
pezones y propiciar su nutricion (Teicher y Blass, 1976, 1977). El mecanismo
opuesto de generacion de feromonas en el area anogenital de los recién nacidos,
para desencadenar el lamido de la madre hacia la regién anogenital de sus crias,
también ha sido un mecanismo exitoso de comunicacion entre la madre y su

progenie (Brouette-Lahlou y col., 1991).

Con respecto a la participacion del gusto en la comunicacién del recién nacido con
la madre, la informacién que se tiene aun es escasa y no ha sido posible

determinar en que magnitud el recién nacido lo utiliza para interactuar con su



medio circundante. Por el momento, se sabe que los elementos de la via
gustativa desde los receptores hasta las estaciones de relevo, ya tienen un
desarrollo bastante avanzado al momento del nacimiento (Blass y col., 1979;
Kehoe y Blass, 1985). Paralelamente, que los reflejos gustofaciales en el recién
nacido pueden provocarse con toda certidumbre por la aplicacion de substancias
con sabor dulce, acido y amargo, con provocacion de gesticulaciones diversas que
aun no estan bien caracterizadas en el modelo de la rata tanto normal como la
desnutrida (Steiner, 1979).

La restriccion de alimento y el retardo en la maduracion sensorial durante las
etapas pre y postnatal de la rata del laboratorio, tienen severas repercusiones
tanto en la organizacidn estructural de aquellos substratos neuronales que estan
en fase de crecimiento, asi como en el desarrollo de su funcion (Salas, 1972;
Levitsky y Barnes, 1972; Salas y col., 1991; Morgane y col., 1993; Loranca y col.,
1999; Regalado y col., 1999; Torrero y col., 2000). Particular relevancia para este
estudio tiene la caracterizacion del dafo citoarquitectdénico a nivel de alguno de
los relevos de la via gustativa, de los que se desconoce cuales son y en qué
magnitud son afectados por la desnutricion perinatal. Para tal fin, se utilizara el
modelo de las neuronas rostrales del nucleo del fasciculo solitario (NFSr), que
forman parte de una de las estaciones de relevo mas importantes de la
informacién gustativa y visceral a nivel del tallo cerebral. Asimismo, si las
alteraciones en el substrato neuronal que se verifiquen bajo condiciones de
desnutricién, guardan correlaciéon con los distintos niveles de estimulacion
sensorial provenientes de la madre, que pueden influir en el desarrollo del NFSr en
los distintos grupos experimentales incluidos en el estudio.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Desarrollo del sistema nervioso

La formacién del sistema nervioso es un proceso complejo que involucra la
organizacion y diferenciacion celular, que esta influenciada por la informacion genética y
por factores epigenéticos. Diferentes fendmenos son los que dan lugar a la formacion
del sistema nervioso. La neurogénesis, la gliogenésis y la mielinizacion, asi como la
migracion de las neuronas a sus lugares definitivos en el sistema nervioso, y la
especializacion celular que incluyen fendmenos que se suscitan tiempo después de que
las células han llegado a su lugar definitivo. Asimismo, como resultado de la
organizacion celular local surgen determinados patrones de arborizacién, extension
dendritica y formacion de circuitos neuronales en las diferentes estructuras que
conforman el sistema nervioso. La muerte celular programada también es un fendmeno
que esta involucrado en la formacion adecuada del sistema nervioso, y finalmente la
formacion de sinapsis y liberacion de los neurotransmisores adecuados en respuesta a

patrones de estimulos organizados en tiempo y espacio (Coleman, 1990).

Con el cierre del tubo neuronal en el dia 10.5 gestacional aproximadamente y la parte
posterior un dias mas tarde, la actividad mitética celular en el neuroporo anterior forma
el encéfalo y del resto del tubo se origina la médula espinal. En la futura region cefalica
aparecen tres prominencias primarias prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo.
Posteriormente, el prosencéfalo da lugar al diencéfalo y telencéfalo. Del mesencéfalo se
deriva el cerebro medio y de las estructuras del romboencéfalo se origina el tallo
cerebral (Netter, 1994). Estas estructuras se van a desarrollar y organizar
principalmente durante la etapa prenatal y continuan con su desarrollo postnatalmente y

otras que van a iniciar su desarrollo postnatalmente.

Dependiendo de la especie al momento del nacimiento el desarrollo del Sistema
Nerviso Central (SNC) ha alcanzado un cierto nivel de organizacion. El SNC de las
especies precociales tienen un alto nivel de desarrollo mientras que, por el contrario, las

especies altriciales alcanzan un menor grado de desarrollo mostrando una gran



inmadurez sensorial y motora y una gran dependencia del cuidado materno para

completar su desarrollo cerebral.

La rata ha sido una especie de gran utilidad para conocer los procesos de desarrollo y
maduracion cerebral por ser una especie altricial, con gestacion corta, franca
polifetacidén, por las caracteristicas de su crecimiento y las ventajas de su manejo
experimental. Durante el periodo neonatal de la rata, la comunicacion entre las crias y
la madre esta bastante restringida, debido a la notable inmadurez morfolégica y
funcional de las mismas. En efecto, el recién nacido tendra que depender
fundamentalmente de su sensibilidad somestésica, olfatoria y gustativa para la
comunicacioén con la madre y poco de la auditiva y la visual, que en esa etapa del

desarrollo tienen un escaso nivel de maduracion.

2.2 Relacion madre cria

Durante las primeras dos semanas de la vida de la rata, la madre constituye la fuente
de estimulos mas importante para los recién nacidos. En efecto, las crias nacen con los
ojos y oidos sellados por la piel y tejido conectivo, que reducen significativamente el
ingreso de estimulos luminosos y acusticos. Estos 6rganos sensoriales estan
constituidos por marcadas prominencias faciales que hacen toscas las facciones del
recién nacido (Small, 1898). Por tales razones, en esta etapa de la vida la comunicacion
entre la madre y sus crias se sustenta en el uso de otras modalidades sensoriales como
la somestésica, la olfatoria y la gustativa que permiten la sobrevida del recién nacido en
el ambiente del nido. Los mecanismos por los que se lleva a cabo esta comunicacion,
se conocen poco a pesar de su gran relevancia para el desarrollo cerebral y sus

funciones.

Durante esta etapa del desarrollo neonatal, la estimulacion somatosensorial es esencial
para promover los procesos de maduracién y la funcidn cerebral de los recién nacidos.
Al respecto, los experimentos de restriccion o de exceso de estimulacién
somatosensorial han mostrado que el substrato neural, la conduccion del impulso

nervioso y la expresion de la conducta muestran claras modificaciones en su desarrollo
5



(Harlow, 1959; Alberts, 1978; Schanberg y Field, 1987; Van Oers y col., 1993; Suchecki
y col., 1993; Ketelslegers y col., 1996; Fleming y col., 1999; Gonzalez y col., 2001).

Por otro lado, para la comunicacién madre crias no son menos relevantes los estimulos
olfatorios que desencadenan la actividad de la via correspondiente desde las primeras
horas después de nacimiento. Esta comunicacién puede llevarse a cabo por la via
olfatoria que incluye al bulbo olfatorio principal o a través del sistema vomeronasal que
comprende al bulbo olfatorio accesorio (Salas y col., 1969; Schapiro y Salas, 1970;
Johnston,1998). En ambos casos se trata de una comunicacion que utiliza sefales
quimicas o feromonas que viajando por el aire en distancias cortas, son capaces de
unirse a quimiorreceptores olfatorios para desencadenar distintas respuestas tanto en
las madres como en las crias. Por ejemplo, en el caso de la madre se secreta una
feromona alrededor de sus glandulas mamarias, genitales y en su saliva que es
detectada por el recién nacido en la superficie perimamaria para orientarse hacia la
fuente de alimentacion (Teicher y Blass, 1976, 1977). Por otro lado, las crias secretan
otra feromona (propionato de dodecil), a nivel del prepucio (machos) o del clitoris
(hembras), que la detecta el sistema olfatorio de la madre, para inducir en ella el lamido
anogenital y asi liberar periddicamente a las crias de sus excretas y promover su
diferenciacién gonadal (Moore, 1981; Gubernick y Alberts, 1983; Moore y Chadwick-
Diaz, 1986; Brouette-Lahlou y col., 1991).

2.3 Comunicacién a través de la via gustativa

Con relacién a la comunicacién madre-crias, mediante la sensibilidad gustativa, la
informacién con la que se cuenta aun es fragmentaria y no permite establecer
conclusiones definitivas. Sin embargo, el hecho de que el recién nacido ya cuenta con
los quimiorreceptores, el substrato nervioso y con los reflejos gustofaciales, permite
disponer de un modelo util para el estudio de las alteraciones morfolégicas de
estructuras involucradas en la sobrevida del recién nacido (Blass y col., 1979; Steiner,
1979).



El substrato neuronal que participa en la regulacion de la sensibilidad gustativa se
desarrolla durante el periodo prenatal y los primeros dias del periodo neonatal. Sin
embargo, como en el caso del olfato en el feto ya existen rudimentos de funcion
gustativa, a pesar de que las papilas y las vias del gusto aun no han alcanzado su
completa maduracion. Por otro lado, los estudios electrofisiologicos de los nervios que
llevan informacién gustativa indican que las neuronas gustativas responden a varias
substancias quimicas, asi como a diferentes concentraciones de las mismas (Mistretta,
1990).

Asimismo, las neuronas gustativas responden con diferentes frecuencias a ciertos
sabores y tales frecuencias se incrementan en proporcion al grado del desarrollo
neuronal. Paralelamente, la duracion de la descarga nerviosa en respuesta a la
aplicacion de un estimulo gustativo se incrementa con respecto a la latencia de las
descargas que tienden gradualmente a reducirse (Mistretta, 1990). Finalmente, se tiene
informacion de que los campos sensoriales receptivos cambian en sus dimensiones
durante el desarrollo. Asi, para las aferentes periféricas el tamafo del campo del
receptor se reduce, mientras que el tamafno de los campos en el NFS se incrementa
con la edad (Hill y col.,1983).

Desde el punto de vista funcional se ha descrito que la rata recién nacida tiene por lo
menos 3 reflejos gustofaciales. Asi, un estimulo dulce aplicado en la superficie de la
lengua provoca una reaccion que posiblemente es de agrado, ya que el recién nacido
se lame los labios y mueve la lengua sin mostrar expresion facial de aversion. Por el
contrario, la aplicacién de un estimulo acido o amargo provoca una reaccion de disgusto
con retiramiento de la cabeza, torsion del cuello y movimientos activos de la lengua y
apertura de la boca. En cambio, un estimulo salado provoca una respuesta intermedia a
las antes mencionadas (Steiner, 1979). Estas respuestas aparecen aun sin que el
recién nacido haya tenido la experiencia previa a los sabores. De esta manera, es
posible que al nacimiento ya estén funcionando al menos tres mecanismos motores

para la expresion facial, a pesar de no haber alcanzado aun su pleno desarrollo.



Es factible que los mecanismos motores y sus conexiones gustativas especificas, se
establezcan durante el desarrollo fetal antes de que se genere la experiencia gustativa
obtenida por la exposicion a los alimentos especificos postparto. Para el caso del
conejo recién nacido, se ha planteado una situacién similar ya que los gazapos a travées
de la leche, pueden tener experiencia gustativa con los diversos productos derivados de
materiales que la madre ingiere para su alimentacidn. Asi cuando el conejo sea capaz
de tener una actividad libre e independiente en su medio ambiente, ya tendra la
informacion necesaria para expresar sus preferencias y aversiones para los diversos
componentes naturales de su dieta, aun sin haber tenido contacto con las plantas y
vegetales del alimento que los contienen (Hudson, 1998). Con lo anterior, hay evidencia
que permite especular que la via gustativa puede ser fundamental para permitir la
sobrevida del recién nacido. Aunque se desconoce como puede establecerse esta
comunicacion, es posible que sea a través de los reflejos gustofaciales. Se conoce que
el circuito nervioso que integra la informacion gustativa con la facial se encuentra
bastante desarrollado al nacimiento y que la desnutricion afecta la respuesta de este
circuito (Torrero y col., 2003). Sin embargo, se sabe escasamente de las alteraciones
que pueda producir la desnutricion en el NFS que es el primer relevo obligatorio de
estimulos sapidos para desencadenar los reflejos gustofaciales, y que pueda estar
impactando la degustacién y homeostasis del individuo (Krimm y Hill, 1997).

2.4 Desarrollo general del tallo cerebral

El desarrollo cerebral esta determinado tanto por factores genéticos programados como
por factores epigéneticos no programados, los cuales dependen de las demandas
establecidas por el medio en el que se desarrolla un individuo u organismo. De la
interaccion de tales factores, durante etapas perinatales, dependera la capacidad del
individuo para organizar el tejido cerebral y regular su funcionamiento (Diaz-Cintra y
Ortega, 1988).

Una de las areas del SNC que se desarrolla tempranamente en la ontogenia es el tallo
cerebral. Esta estructura sirve de base para la formacion de la mayoria de estructuras y

circuitos cerebrales que participan en el control de las funciones basicas como la
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respiracion y alimentacion las cuales son esenciales para la vida del recién nacido
(Vincenty Tell, 1999).

En la ontogenia de la rata las estructuras del tallo cerebral también siguen una
heterocronia. Asi, el tallo cerebral se forma en la gastrula tardia, con el cierre de la
parte intermedia del surco neural cuyas células daran origen a la vesicula cerebral
media (mesencéfalo) (Jacobson, 1978). De las células germinales periventriculares
localizadas en la pared ventricular del romboencéfalo se generan la mayor parte de los

precursores neuronales que integran el tallo cerebral.

El tallo cerebral tiene la caracteristica de contar con poblaciones neuronales que forman
parte de circuitos complejos que se encargan de regular numerosas funciones dirigidas
hacia el medio interno, que son vitales para el individuo durante el periodo perinatal.
También cuenta con los substratos neuroquimicos que son necesarios para la
comunicacion intercelular y esta constituido por neuronas con diferentes caracteristicas

que le permiten adaptar al organismo a las exigencias del medio ambiente.

Los nucleos que lo componen participan en el control de diferentes funciones, bien sea
como relevos de informacion que tiene que integrarse en niveles superiores y que
estan involucrados en la conduccién de impulsos que reciben de los diferentes 6rganos
de los sentidos. Por ejemplo, el NFS participa recibiendo informacion gustativa que
releva a los nucleos involucrados en la motilidad del tubo digestivo, en la secrecion de
jugos digestivos, en la secrecion de saliva entre otras funciones. Asimismo, nucleos que
participan en la regulacion de la homeostasis corporal, por ejemplo, el nucleo del rafe
dorsal, involucrado en la sincronizacion del suefio y la vigilia (Blessing y Gai, 1997).
Nucleos que regulan funciones autondémicas, como el ritmo cardiovascular que esta de
alguna manera influenciado por los centros de control ubicados en la sustancia reticular
del bulbo y la protuberancia. Cumulos neuronales que controlan informacién visceral
como el nervio vago (Zhang y col., 2001). Otros nucleos estan implicados en el control
de la actividad motora y la sensibilidad somestésica intrauterina, centros que de alguna

forma regulan la funcion gustativa y que estan relacionados con la ingesta de liquido
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amniotico en el feto (Scheibel y col., 1973). Finalmente, circuitos que le permiten al
organismo realizar funciones necesarias para la obtencion de energia como la
deglucién, masticacion, succidn y funciones que probablemente estén participando en la
comunicacion madre cria via la expresion facial (Westneat y Hall, 1992; Torrero y col.,
2003).

Por su importante participacion en funciones que estan presentes en etapas tempranas
del desarrollo, se sugiere que el tallo cerebral cuenta con propiedades plasticas que le
permitan generar cambios en sus estructuras y modificar los circuitos que lo integran,
con los cuales el recién nacido sea capaz de sobrevivir en su medio. Un ejemplo de
esta propiedad plastica son los nucleos reticulares que estan provistos de numerosas
bulbosidades y protoespinas, que a medida que se aproxima el parto, se reabsorben
junto con las espinas, reorganizando el substrato para adaptar al recién nacido a las

interacciones con el mundo externo (Hammer y Marthens, 1981).

Una de las formas en la que se establecen la relaciones entre la madre y sus crias en
mamiferos recién nacidos, se basa en la obtencion a través de la succién de
nutrimentos y liquidos necesarios para la sobrevida (Teicher y Blass, 1977; Westneat y
Hall, 1992). Conforme progresa el desarrollo y los substratos neuronales maduran, los
mecanismos del tallo cerebral dejan de manifestarse como respuestas reflejas sencillas,
transformandose en funciones mas complejas que comprenden la masticacion,
deglucioén, ingesta de alimentos que son esenciales para la nutricion y el crecimiento del

recién nacido.

Esta transformacion conductual de una respuesta simple en un mecanismo complejo se
da en el contexto de la maduracion morfologica y funcional, tal transformacién
constituye un gran reto ontogenético, ya que debe lograrse una continuidad en la
habilidad progresiva para la obtencion de alimento desde la succion, masticacion y
deglucion (Epstein 1984; Herring, 1985; Epstein; 1986; Hall, 1990). Los mecanismos
neuromusculares y sensitivos de estos componentes de la conducta refleja alimentaria,

deben concurrir con notables cambios en la reorganizacién citoarquitecténica vy
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funcional del tallo cerebral durante las primeras semanas de vida del recién nacido

(Hammer y col., 1981; Hammer y Marthens, 1981).

Estas caracteristicas del funcionamiento y organizacion neuronal del tallo cerebral se
relacionan con el rango de variacién que deben tener aquellas funciones que gobiernan
procesos esenciales para la vida del organismo. Sin embargo, es escaso el
conocimiento sobre las condiciones microambientales de nucleos localizados en esta
area y de los margenes de operacion de la reorganizacion citoarquitectonica. Asi como
de los efectos de factores internos como externos como la estimulacion sensorial y la
desnutricion perinatales, que impacten la expresion genética de estas estructuras
desencadenando modificaciones en los substratos neuronales del tallo cerebral y

alteraciones en su operacion.

Por lo anterior es relevante tratar de explicar cobmo la desnutricién afecta o modifica el
establecimiento de los proceso plasticos, y como interaccionan con otras variables
perinatales que potencialmente pueden modificar tanto la plasticidad cerebral como la
estimulacién sensorial y otras influencias epigenéticas (Grunau y Graig, 1978;

Ganchrow y col., 1986 ).

De particular interés resulta para este trabajo el conocer como se modifica la
organizacion del NFS en etapas tempranas ya que es fundamental para la sobrevida del
recién nacido y esta involucrado en el procesamiento de la informacion de la via
gustativa, asi como identificar como se pueda alterar su organizacion por estimulos

externos como la restriccion perinatal de alimento.

2.5 Ubicacién anatémica del nucleo del fasciculo solitario (NFS)

El NFS, es una estructura que se localiza en el tallo cerebral en la region pontobulbar.
Su ubicacion es aparente en la porcion rostral tomando como referencia el bregma o
vértice de la cabeza (cruce de las cisuras sagital y coronal) y los planos esterotaxicos
—10.52 a -13.24 de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1986). Lateralmente al

NFS se encuentra la columna sensitiva somatica del nervio trigémino y el nervio
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glosofaringeo; dorsalmente se encuentra el nucleo lateral vestibular y dorsolateral el

nucleo medial vestibular, ventralmente se encuentra el nucleo reticular parvocelular
(Fig. 1).

Interaural -2.00 mm | Bregma -11mm

Fig. 1. Corte coronal sefialando la ubicacion del NFS a nivel de bregma - 11.00 mm. Modificado de
Paxinos y Watson, 1988.

2.6 Caracteristicas funcionales del NFS

Al NFS se le considera como una estacion de integracion de informacion muy compleja
que para su estudio se la ha dividido en tres zonas principales: a la parte mas rostral se
le denomina NFSr, la cual recibe informacion aferente visceral especial que viene de los
receptores gustativos de la lengua y epiglotis a través de los nervios facial,
glosofaringeo y vago. La parte intermedia NFSi que recibe informacion del tracto
gastrointestinal a través del nervio vago y la parte caudal NFSc que recibe aferencias
viscerales generales de quimiorreceptores, barorreceptores y receptores de distension
broncopulmonar a través del nervio vago (Fig. 2).
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a) Porcioén gustativa rostral del NFS (NFSr)

La porcion gustativa del NFSr puede definirse por estudios de electrofisiologia basados
en la ubicacion de neuronas que responden eléctricamente a estimulos sapidos o
anatomicamente por la distribucion de las ramas nerviosas que llevan informacién
gustativa. El area gustativa se extiende desde el extremo rostral del NFSr hasta el punto
en que el borde medial del nucleo toca el cuarto ventriculo. Fig. 2 (Paxinos y Watson,
1986).

Aferencias de los

botones gustativos

Aferencias del tracto
gastroinmtestinal

Aferencias del

nervio vago,

corazon, -
pulmones y otras

visceras

HFSc

Fig. 2. Organizacion de aferencias al NFS de la rata. AP; area postrema, 4v; cuarto ventriculo. NFSr,
nucleo del fasciculo solitario rostral, NFSi, nucleo del fasciculo solitario intermedio y NFSc nucleo de
fasciculo solitario caudal.

b) Subdivisiones del NFSr y neurotransmisores

Estudios recientes muestran que el NFSr esta compuesto por cuatro subnucleos, que a
través de estudios electrofisiolégicos, se les ha dado su nominacion tomando como
referencia el tracto solitario (ts) que cruza justo por en medio del nucleo desde la parte
caudal hacia la parte rostral. Los subnucleos que lo forman son: rostral central (RC),
rostral lateral (RL), ventral (V) y medial (M) (Zhang y col., 2001) Fig. 3.
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El subnucleo RC contiene neuronas que reciben informacion de los botones gustativos
cuyas fibras aferentes periféricas viajan por los nervios glosofaringeo, facial y petroso
superficial mayor. Por estudios realizados con marcaje se ha demostrado que las
neuronas de esta zona estan involucradas en la via gustativa, ya que son las que
envian informacion ascendente al siguiente relevo que es el nucleo parabraquial (NPB).
El subnucleo RL es el principal sitio de entrada tactil que es llevada por el nervio
trigémino que inerva los botones gustativos de la lengua, ingresando informacion de tipo

somatosensorial a esta porcién del nucleo.

El subnucleo V es el principal sitio de origen de proyecciones del NFSr a centros
oromotores en el cerebro como son el nucleo motor del facial, el glosofaringeo y el

nucleo motor dorsal del vago.

El subnucleo M juega un papel importante en la comunicacién intranuclear de la parte
caudal y la gustativa, sugiriendo que hay una interaccion de la informacion proveniente
del medio externo en la parte gustativa con la informacidn que se genera en el medio

interno (Zhang y col., 2001).

Para los fines del presente estudio, se analiz6 la subdivision rostrocentral que recibe
muchas de las terminaciones primarias aferentes de la cuerda del timpano y el nervio

glosofaringeo y que provee la proyeccion eferente gustativa al NPB (Whitehead, 1990).

(\ 6 ’ NESr
‘@’ NES;i
NEFSc

B A

Fig. 3. A. Subdivision longitudinal del NFS, B. subdivision horizontal de NFSr en la rata (Zhang y
col., 2001). NFSr, nucleo del fasciculo solitario rostral, NFSi, nucleo del fasciculo solitario
intermedio y NFSc, nucleo de fasciculo solitario caudal. 14



Los neurotransmisores y sus precursores en esta zona, se han identificado por técnicas
de inmunomarcaje, las cuales han revelado que las neuronas de los ganglios donde
estan ubicados los cuerpos celulares de las neuronas que llevan la informacion al NFSr
tienen substancia P, tirosina hidroxilasa, polipéptido intestinal vasoactivo, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina, galanina, glutamato y aspartato (Czyzyk-
KrezesKa y col., 1991; Helcke y Rabcheusky, 1991; Ichikawa y col., 1991; Finley y col.,
1992; Okada y Miura, 1992).

No es sorprendente que en el NFSr encontremos glutamato y GABA como
neurotrasmisores o neuromoduladores. El glutamato es liberado de las aferentes
gustativas (Li y Smith, 1997) y también esta contenido en los cuerpos neuronales del
NFSr, de algunas de las neuronas que proyectan al NPB (Gill y col., 1999). También
puede reconocerse inmunotincidon a GABA en el NFSr principalmente en neuronas
ovoides pequefias, las cuales se supone sean interneuronas (Lasiter y Kachele, 1988;
Davis, 1993; Leonard y col., 1999 ).

Mediante técnicas de marcacion retrégrada se ha observado que la inyeccion de
dextran biotinilado en el nucleo central de la amigdala (ACe) marca fibras con diferente
distribucion en el NFSr (Hasell, 1998) en la parte M, RC y gran parte de la porcion V,
(Whitehead y col., 2000). También se encontré que después de la inyeccion de la toxina
B del célera en el NFS, la ACe contiene numerosas células marcadas. Se sabe que
generalmente las influencias de la fibras descendentes del cerebro anterior son
excitatorias, sin embargo, se ha demostrado que estas fibras de la ACe tienen un efecto
inhibidor en la rata (Hayama y col., 1985; Di Lorenzo, 1988; Smith, 2000). En la rata se
tiene evidencia de que esta proyeccion es GABAérgica, lo que sugiere que de alguna
manera pueda estar actuando en conexiones locales, mas que en la via que lleva la

informacion gustativa a centros superiores (Saha y col., 2000) .
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El proceso gustativo puede ser modulado por informacion descendente de diferentes
nucleos del cerebro anterior, por factores fisiologicos y por la experiencia. En el NFSr
estan expresados receptores u opioides que reciben informacién de neuronas del ACe ,
sugiriendo la posible modulacion de la informacion gustativa en el NFS. De igual
manera en el NFS se han encontrado receptores a la oxitocina y a las catecolaminas
que vienen del hipotalamo, modulando posiblemente el aspecto heddnico del gusto
(Moga y col., 1990; Di Lorenzo y Monroe, 1995; Smith y Li, 2000; Cho y col., 2002).

c) Tipos de neuronas que conforman al NFSr

El NFS es una estructura de aspecto reticular formada por diferentes tipos celulares,
que actualmente no ha sido posible clasificarlas por las contradicciones que hay en la
literatura. Sin embargo, es importante conocer los tipos celulares que contiene esta
estructura comparada con otras regiones del SN, ya que ésto ayuda a entender la

relacion entre la morfologia y la funcion de las células en el contexto de circuitos.

Se han utilizado diversas estrategias metodologicas para clasificar a las células del
NFSr, sin embargo, surge un problema técnico, que las estrategias de tincion que se
han utilizado (Nissl, Golgi-Cox, Golgi rapido) dan informacion sobre la forma, tamario,
orientacién, distribucion dendritica, lugar de proyeccion, pero no para determinar si
estas células responden a estimulos gustativos, o la manera en que estas diferencias
puedan afectar las propiedades funcionales de la respuesta gustativa. Con la idea de
resolver este problema, se hicieron estudios electrofisiologicos en los que se reconocid
qgue las neuronas que responden a estimulos quimicos colocados sobre el dorso de la
lengua, al mismo tiempo pueden marcarse utilizando la neurobiotina, que permite

visualizar la morfologia celular (King y Bradley, 1994).

Los tipos celulares que se han descrito mediante la técnica de Golgi Cox son neuronas
multipolares, que tienen formas triangulares o poligonales con 3 a 5 dendritas primarias;
neuronas fusiformes, que se caracterizan por un soma elongado y dos dendritas
principales que surgen en polos opuestos y neuronas ovoides que tienen de 2 a 4

dendritas primarias delgadas (Fig. 4). Dependiendo del tipo de técnica utilizada se
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pueden obtener subgrupos neuronales que pueden ser apreciados por las técnicas de
Nissl o Golgi, en los que se observan subgrupos de las neuronas multipolares que se
subdividen en grandes y pequefias y las ovoides que tienen una subdivisién similar
(Davis y Jang, 1988; Lasiter y Kachele, 1988; Whitehead, 1988; Whitehead, 1990;
Schwitzer, 1991; King y Hill, 1993; Renehan y col., 1994).

Las neuronas mas comunes en el NFSr son ovoides (63%) y fusiformes (19%) y
multipolares 18% (Whitehead, 1988). Basandose en técnicas con trazadores neuronales
se han observado neuronas multipolares y fusiformes que proyectan al NPB (Lasiter y
Kachele, 1988; Whitehead, 1990). Asimismo, hay neuronas multipolares en la parte
ventral del NFS que envian informacién a la formacion reticular y a los nucleos motores
de los nervios craneales (V, VII, IX, X'y XlI) (Norgren, 1978; Travers, 1988; Beckman y
Whitehead, 1991). Se ha sugerido que las neuronas que proyectan rostralmente estan
implicadas en el proceso y relevo de la informacion gustativa, mientras las de
proyeccion caudal estan involucradas en el control reflejo de la salivacion y la conducta
de ingesta de alimento (Beckman y Whitehead, 1991). Las neuronas ovoides se cree
son interneuronas de conexion local (Lasiter y Kachele 1988).

-

50um

Fig. 4. Fotomicrografia de neuronas multipolares (M), ovoides (O) y fusiformes (F) del NFSr, tefiidas con

la técnica de Golgi-Cox.
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d) Neurogénesis del NFS en la rata

El desarrollo de los diferentes grupos neuronales del tallo cerebral es heterocronico, los
nucleos de esta zona participan en funciones esenciales como el ritmo cardiaco, la
sensibilidad somestésica y la gustativa relacionada con la ingesta de liquidos asi como

la deglucion y la succion del recién nacido (Scheibel y col., 1971).

Las neuronas que forman el nucleo provienen de células germinales periventriculares.
En particular el desarrollo del NFS se inicia por las partes mas caudales que van a

participar en funciones necesarias para sobrevivir.

El uso de la técnica de autorradiografia empleando la timidina tritiada durante el periodo
de gestacidn de la rata, ha mostrado que en los embriones el NFS esta compuesto por
un conglomerado denso de neuronas pequefias. Estas neuronas se originan alrededor
del dia de gestacion G12, teniendo un pico maximo en el dia G13; la neurogénesis en
este nucleo se extiende hasta el dia G21, terminando en el P1 (Fig. 5) (Altman y Bayer,
1980; Altman y Bayer, 1995).

U

G0 -

40 -
NFS

Neuronas
marcadas

20 o

—» Posnatal 1

11 12 12 14 145 16

Dia emhbrionario

Fig. 5. Valores del porcentaje de células marcadas en diferentes dias de gestacion. Modificado de Altman
y Bayer, 1980).
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e) Aferencias y proyecciones del NFS

La actividad de los receptores gustativos se transmite a lo largo de tres pares
craneanos; la cuerda del timpano, que se anastomosa al nervio facial recogiendo la
informacion de los dos tercios anteriores de la lengua, proveniente de las papilas
gustativas fungiformes. Asimismo, de una pequefia poblacion de botones de la pared
bucal del 6érgano sublingual y de parte de la papilas foliadas. El nervio glosofaringeo,
transmite la informacion del tercio posterior de la lengua, proveniente de las papilas
gustativas circunvaladas y del resto de las papilas foliadas. Finalmente, el nervio vago
que recoge la informacion de la epiglotis, de parte del paladar y de la porcion superior

del esdéfago.

NTS Rostral

Intermedia

G. Petr;oso
G.Geniculado

G. Nodoso

Rama lingual superior
N. Vago

Rama lingual tonsilar
N. Glosofaringeo
IX par

C. Timpano
N. Facial
Vil par

Salado

Dulice

Fig. 6. Distribucion lingual de los receptores a los sabores en la rata y la proyecciéon de los nervios
facial, glosofaringeo y vago que llevan informacién gustativa al NFSr.

Las primeras neuronas que recogen las diferentes modalidades gustativas originadas
en las papilas correspondientes, tienen sus cuerpos celulares en los ganglios periféricos
geniculado, petroso y nodoso ubicados a la entrada de la cavidad craneana. Las ramas
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centrales de estas neuronas ganglionares penetran el tallo cerebral a nivel bulbar y

realizan el primer contacto sinaptico con el NFS.

Las neuronas aferentes del NFSr, en los roedores proyectan ipsilateralmente a la zona
media dorsal del NPB a nivel del puente donde también se ha descrito una organizacién
topografica en este nucleo (Fig. 7) (Whitehead, 1990). Las eferencias del NPB pasan
ventrolateralmente a la zona incierta por la capsula interna para distribuirse a la porcién
ventral del cerebro anterior, al nucleo central de la amigdala, al nucleo rojo y a la estria
terminal. Otras neuronas proyectan al tadlamo de manera ipsilateral hacia el nucleo
ventral posteromedial, las neuronas de talamo llevan aferentes a la neocorteza, a la

parte agranular de la corteza insular y cerca de la zona de la lengua.

Algunos de los axones de las neuronas del NFSr cruzan al lado opuesto en el puente y
el talamo dandole a la via gustativa un caracter contralateral. Al igual que otros nucleos
involucrados en la via gustativa, en los relevos ascendentes también se ha observado

una distribucion gustotopica de la informacion gustativa (Paxinos, 1994), Fig. 7.

— Cx. Postcentral

— Insula

Lengua

Faringe
Laringe
Esofago
Estémago
Intestino

Fig. 7. Via gustativa y algunas de sus conexiones descendentes en la rata. NVPM, Nucleo ventral
posteromedial del talamo, NFS, nucleo del fasciculo solitario.
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2.7 Efectos de la desnutricion perinatal

La desnutricion perinatal en el hombre, es una de las causas que con mayor frecuencia
altera tanto en el corto como en el largo plazo, el desarrollo fisico y la funcidén cerebral.
En el caso de los modelos animales como la rata, las crias nacidas de madres
desnutridas o alimentadas con deficiencias de nutrimentos en la dieta reducen su talla 'y
su peso corporal. Retardan la maduracion de los diferentes receptores, vias sensoriales
y generacion de actividad eléctrica cerebral, presentando cuadros frecuentes de diarrea
o de infecciones respiratorias asociadas a una mortalidad superior al 10% (Mourek y
col., 1967; Callison y Spencer, 1968; Salas y Cintra 1973; Salas y col., 1991; Segura y
col., 2000 y Torrero y col., 2003).

La restriccion perinatal del alimento altera la organizacion citoarquitectonica de algunos
nucleos del tallo cerebral. Asi por ejemplo, las neuronas de las nucleos reticulares
dorsales de la rata desnutrida, muestran aumento en las varicosidades dendriticas de
sus segmentos proximales como signo de inmadurez (Hammer y Marthens, 1981). Por
otra parte, las neuronas del nucleo rafe dorsal en ratas desnutridas prenatalmente
muestran una reduccion significativa de las espinas dendriticas (Diaz-Cintra y col.,
1981). Asimismo, empleando el modelo de la desnutricion neonatal de las crias por la
separacion parcial de éstas de la madre, se ha descrito una reduccién significativa de
los arboles dendriticos de las neuronas multipolares del nucleo motor del nervio facial,
de neuronas del complejo olivar superior y del nucleo vestibular (Johnson y Yoesle,
1975; Salas y col., 1994; Torrero y col., 1999) (ver Tabla I).

Como consecuencia del deterioro fisico provocado por la desnutricion de las crias,
éstas muestran un marcado retardo en la maduracion refleja como es el caso de la
respuesta de enderezamiento, la habilidad para trepar o para descender por una cuerda
(Altman y col., 1971). Asimismo, retardo de la capacidad para erguir la cabeza fuera del
agua y para mantener los miembros anteriores en hiperextension durante pruebas de
nado (Salas y col., 1972). Trastorno en el desarrollo de las conductas de autoaseo que

en el largo plazo se incrementa significativamente, del juego social, locomocion asi
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como de alteraciones en el reflejo de succion (Salas, 1972; Salas y col., 1991;

Gramsbergen y Westerga, 1992; Loranca y col., 1999; Torrero y col., 2000).

Con relacion a los efectos de la desnutricion perinatal sobre el desarrollo de la
sensibilidad gustativa de la rata, y en particular en el NFSr para nuestra informacion hay
escasa evidencia disponible en la literatura, de ahi el gran interés que tiene el presente
estudio para generar conocimiento relacionado con este tema. Es posible que la
informacion que se obtenga, pudiera ser relevante para establecer correlatos con el
desarrollo de la capacidad de discriminacion via del gusto y el olfato, para entender el
establecimiento de las preferencias tempranas por el alimento, para la comunicacion del

neonato con la madre via de la expresion facial, etc.

TABLA 1. Efectos de la desnutricion en estructuras del tallo cerebral de la rata.

AUTOR MODELO ESTRUCTURA EFECTOS
Johnson y Yoesle, Reduccion de arboles
Desnutricion neonatal Nucleo vestibular lateral
1975 dendriticos
Disminucion de
protoespinas y
Hammer y Marthens, Desnutricién prenatal ) varicosidades
. Ndcleos reticulares N ]
1981 separando crias dendriticas. Baja del
DNA (24%) en tallo
cerebral
Diaz-Cintra y col., ] Reduccion de espinas
Desnutricién prenatal Nucleo rafe dorsal
1981 dendriticas
Diaz-Cintra y col., . ] Reduccion de espinas
Desnutricion prenatal Nucleo locus coeruleus "
1984 dendriticas
Salas y col., Posnatal separando las Células bipolares de la Disminucion de dendritas
1994 crias de la madre oliva superior medial y su extension ipsilateral
Pérez-Torrero y col., | Restriccion perinatal de Nucleo motor del facial Disminucion del nimero
2002 alimento (lateral) y extension dendriticas
Torrero y col., Restriccion perinatal de . ) )
Nucleo motor del facial Hipoplasia neuronal
2003 alimento
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tomando en consideracion que en las especies altriciales como el hombre y la rata al
nacer tienen una marcada inmadurez sensorial, motora y homeostatica que hace a los
recién nacidos altamente dependientes del cuidado materno. Asimismo, que para su
sobrevivencia el recién nacido es sensorialmente dependiente de informacién
somatosensorial, olfatoria y gustativa y que cuando se recibe en exceso o es deficiente
es capaz de modificar la organizacion del substrato nervioso (Pascual y Figueroa, 1996;
Rosenzweigh y Bennett, 1996). Por otro lado, que el sistema gustativo inicia una fase
de rapida maduracion al final de la gestacién y que es escaso el conocimiento sobre el
desarrollo de la sensibilidad gustativa en la rata. Ademas la desnutricion perinatal
(prenatal y neonatal) retarda de manera significativa el desarrollo de los sistemas
sensoriales (Callison y Spencer 1968; Rose y Lindsley, 1968; Salas y col., 1969, 1970;
Math y Davrainville, 1980; Salas y col., 1994; Torrero y col., 1999), en el presente
estudio, se plante6 analizar las posibles alteraciones en el desarrollo neuronal de
células del NFSr de la rata que relevan informacién gustativa, asociadas a la
desnutricion perinatal y su posible restitucion mediante estimulacion sensorial y

adecuada nutricion en las edades de 12, 20 y 30 dias por madres nodrizas normales.
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IV HIPOTESIS

1.- Si la desnutricion prenatal y neonatal en la rata altera el desarrollo sensorial, se
retrasara el desarrollo de las neuronas del NFSr (somas, numero de ramas y extension

dendritica).

2.- Si la desnutricién prenatal en la rata retarda el desarrollo sensorial, entonces la
estimulacién y nutricion adecuadas provenientes de madres nodrizas normales

atenuara estas alteraciones.

V OBJETIVOS

General

Conocer las caracteristicas en el desarrollo de la organizacion morfolégica de las
neuronas del NFSr y su capacidad plastica potencial, en ratas controles (GC),
desnutridas (GD) y rehabilitadas (GR).

Especificos
1.- Caracterizar el desarrollo del arbol dendritico y del soma de neuronas obtenidas del
NFSr de ratas, de los grupos incluidos a los 12, 20 y 30 dias postparto.

2.- Identificar en que edades, se presentan las mayores alteraciones en el crecimiento
de las neuronas del NFSr y conocer la magnitud del impacto en las diferentes

condiciones de nutricion.
3.- Conocer si las posibles alteraciones morfologicas de las neuronas del NFSr se

atenuan por la estimulacidén sensorial y adecuada nutricion en las 3 edades estudiadas
por madres nodrizas normales (GR).
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VI MATERIAL Y METODOS

1. Animales

El protocolo y los experimentos fueron aprobados por el Comité Local de Bioética del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM que estan acordes con las normas
internacionales utilizadas en el manejo y uso de animales de experimentacion. El
estudio se realizd6 en sujetos machos de la cepa Wistar (Rattus norvergicus)
descendientes de una cepa original adquirida de Harlan Sprague Dawley, Indianapolis,
USA, mantenidos en un cuarto con control automatico de temperatura (22 + 2°C), en un
ciclo de 12 h de luz/oscuridad (luz a las 0700 h) y con alimento (chow Purina) y agua
ad libitum. Para la cruza de ratas, un macho se colocé en una caja de plastico
transparente (50X60X20 cm) conteniendo 3 hembras (250-300gr). Las hembras que en
el frotis vaginal diario (09:00-11:00 h) mostraron esperma (dia 0 de gestacion), se
colocaron en cajas de plastico de maternidad individuales con piso de aserrin (3 cm)
para construir el nido (50X40X20 cm). Al dia siguiente del nacimiento las crias se
pesaron, se separaron por sexo y se ajustaron a 4 hembras y 4 machos distribuidos al

azar con una madre y se continuo con el tratamiento neonatal correspondiente a cada

grupo.

2. Procedimiento de desnutricién perinatal

a) Grupo desnutrido (GD)

El total de machos desnutridos utilizados en este grupo (n=18) se obtuvieron de 8
camadas diferentes. Las madres se alimentaron del dia G6 al G12 con el 50 % de la
dieta normal, del G13 al G19 con el 70% y del G20 al G21 con 100% de la misma. Este
periodo se eligio porque en él ocurre la neurogénesis del NFS (Altman y Bayer, 1995).
Al nacimiento, la desnutricion del recién nacido se realiz6 ligando subcutaneamente a
una de un par de madres lactantes de sus conductos galactoforos principales. Para
continuar la desnutricién neonatal, se utilizaron pares de madres lactantes que fueron
intercambiadas cada 12 h entre las crias del dia 1 al 24 de edad. El destete se llevd a
cabo en el dia 25 postparto, teniendo las crias a partir de esa edad libre acceso al agua
y al alimento (chow de Purina). Siguiendo este procedimiento, el grupo desnutrido

ademas de ser restringido de alimento durante la etapa prenatal, continué su
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desnutricion en el periodo neonatal pero recibiendo la estimulacion sensorial materna y

del nido.

b) Grupo rehabilitado (GR)

Este grupo fue compuesto por 18 crias macho provenientes de 8 diferentes camadas
prenatalmente restringidas de alimento como el grupo desnutrido, excepto que después
del nacimiento, fueron intercambiadas entre ellos 2 madres lactantes normales
(nodrizas) cada 12 h, del dia 1 al 24 de edad. Por lo tanto, este grupo experimental
recibio neonatalmente alimento completo y estimulacion sensorial materna y del nido.
Posteriormente, las crias fueron destetadas (dia 25 de edad) teniendo libre acceso al
agua y al alimento (chow de Purina).

c) Grupo control (GC)

El grupo control consistié de 18 machos, cuyas madres tuvieron libre acceso a comida y
agua. Después de nacer, fueron intercambiadas entre ellos 2 madres lactantes
normales cada 12 h, del dia 1 al 24 de edad. En el dia 25 las camadas se destetaron y
tuvieron libre acceso al agua y al alimento (chow de Purina. De esta forma las crias de
este grupo recibieron todo el tiempo alimento y estimulacion sensorial materna y del

nido de manera normal.

3. Desarrollo fisico de las crias

Para evaluar los efectos del tratamiento dietético sobre el crecimiento fisico de las crias
se midi6 en cada una de ellas la apertura de los meatos auditivos externos y parpados
entre los 7 y 16 dias de edad. Para ese fin, se emple6 una escala de valores relativos 1,
cuando los oidos y parpados estuvieron cerrados; 2, cuando ellos se abrieron en un
50% y 3, cuando estuvieron completamente abiertos. Se tomo6 el peso corporal y

cerebral humedo en los dias 12, 20 y 30 de edad.

4. Procedimiento histolégico
Se usaron 54 crias macho distribuidas en tres condiciones de nutriciéon, desnutridas

(n=18), rehabilitadas (n=18) y control (n=18 ) y tres grupos de edad en cada uno (12,
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20 y 30 dias). En el inicio del procedimiento histologico los animales se pesaron, se
anestesiaron profundamente con éter etilico (Baker) y se sacrificaron por decapitacién a
los 12, 20 y 30 dias de edad, resultando en seis animales por edad y condicion. Los
cerebros fueron inmediatamente removidos del craneo, pesados y cortados en tres
bloques coronales y colocados en la solucidn de Golgi-Cox (Ramén-Moliner, 1970).
Después de 3 semanas, los bloques fueron deshidratados y colocados en nitrocelulosa
de baja viscosidad (Sigma-Aldrich). Se corto a nivel del tallo cerebral siguiendo un
orden antero-posterior para obtener cortes coronales seriados de 100-150 um de
grosor. Subsecuentemente, fueron evaluados con respecto a la edad y al tratamiento
dietético de los sujetos. Para localizar el NFSr se recurrié al atlas estereotaxico de
Sherwood y Timiras, (1970) que es para ratas en desarrollo. Una vez localizado el

nucleo se eligieron las neuronas mejor tefidas y mas completas de sus componentes.

5. Analisis morfométrico

El numero de neuronas que se analizé para cada edad y condicion vario dependiendo
de la cantidad de neuronas en buen estado que se pudiera encontrar. Con base en la
observacion con microscopio de luz se eligieron como minimo cuatro y como maximo
ocho de un mismo nucleo por cada sujeto. Se seleccionaron de acuerdo con las
condiciones experimentales, grupos de edades y parametros neuronales para su
analisis Para el caso del soma neuronal, se midio el area, perimetro, diametro mayor y
factor de forma mediante el uso de un analizador de imagenes a una amplificacion de
X400 (Perception Analysis System by Human-Computer Interface, Cambridge, UK). Las
extensiones de las ramas dendriticas se evaluaron contando el numero de ramas que
cruzan por siete circulos concéntricos (espaciados a intervalos de 40 ym) (Sholl, 1956).
Las medidas del arbol dendritico fueron obtenidas por el conteo del numero de ramas
del 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 6rdenes dendriticos. Las ramas dendriticas que parten del soma
celular se definieron como de primer orden, las ramas derivadas de éstas se
denominaron como de segundo orden y asi sucesivamente. No se intentd hacer la
conversion del arbol dendritico a una tercera dimension ya que las diferencias entre las
neuronas permanecen constantes relativamente cuando son transformadas de dos a

tres dimensiones (Spinelli y col., 1980).
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6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando el paquete estadistico Systat version 7 . Para comparar
las diferencias obtenidas a lo largo de las edades y tratamientos dietéticos se utilizaron
los siguientes analisis: (a) para la apertura de oidos y de parpados se realizo el analisis
de varianza no paramétrico con la prueba de Kruskal Wallis y la prueba post hoc de U
de Mann-Whitney; (b) en el caso de los valores para el peso corporal y cerebral se uso
una ANOVA de 2 vias 3 (regimenes nutricionales) X 3 (edades); (c) para analizar la
influencia de la desnutricion perinatal en el numero de ramas dendriticas se emplearon
pruebas de ANOVA de 3 vias comprendiendo 3 (regimenes nutricionales) X 3 (edades)
X 7 (6rdenes dendriticos; (d) para el caso de la extension de las ramas dendriticas se
us6 un ANOVA de 3 factores, 3 (regimenes nutricionales) X 3 (edades) X 7 (circulos
concéntricos). Para el analisis en dias particulares del estudio se utilizaron pruebas
post hoc de Tukey. En todos los casos el nivel minimo de significancia se estableci6 en
el 5%.
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Cruza y desnutricion prenatal ratas Wistar en condiciones de bioterio
T 22+2°C
Ciclo L/O 12/12, humedad 40-50%.1 macho con 3 hembras

GRUPO CONTROL GRUPO REHABILITADO GRUPO DESNUTRIDO
Madres alimentadas con alimento y Madres alimentadas G6-G12 50% y de Madres alimentadas de G6-G12 50%
agua ad libitum. G13-G19 70% y del G20 al G21 con 100% de la dieta, de G13-G19 70% y del
de la dieta, agua ad libitum. G20 al G21 con 100% de la dieta,

agua ad libitum.

v v v

PARTO Y NUTRICION POSNATAL

Obtencion de crias macho. Obtencion de las crias machos desnutridas. Obtencion de crias macho desnutridas.
Alimentadas por un par de madres normales Alimentadas con un par de madres nodrizas Alimentadas con un par de madres desnutridas,
(D1-D24) intercambio cada 12 h del D1-D24. normales, intercambio cada 12 h del D1- una ligada de los conductos galactéforos,

D24. intercambio cada 12 h del D1-D24.

! ! !

EVALUACION DEL DESARROLLO FiSICO

Registro de apertura de oidos y parpados (D7-16), registro de peso corporal y cerebral 12, 20 y 30 dias.

PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO

Se pesaron y anestesiaron para sacrificio crias de 12, 20 y 30 dias, colocando bloques de tejido cerebral en solucion Golgi Cox.
Después deshidratar e incluir en nitrocelulosa de baja viscosidad y seccionar tallo cerebral a 100-150 um.

ANALISIS MORFOMETRICO

Muestras de neuronas para medir el soma (area, perimetro, factor de forma y diametro mayor) y el niumero de
ramas y extension dendriticas (analizador de imagenes).

Fig. 8 Procedimiento para obtener los sujetos de los grupos experimentales y evaluar el desarrollo del
NFSr.
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VIl RESULTADOS

1.1 Alteraciones producidas por la desnutricién sobre el desarrollo fisico

a) Peso corporal y cerebral

El desarrollo fisico se evalué determinandose el peso corporal y el peso cerebral,
ambos al dia del sacrificio de los animales (12, 20 y 30 dias postnatales). Los valores
de los puntajes se compararon mediante un analisis de varianza (ANOVA) con la
condicién de nutricién y la edad como los factores, seguido de pruebas post hoc de
Tukey para dias particulares del estudio. Tanto los pesos corporal como cerebral de los
sujetos de los distintos grupos experimentales presentaron un incremento gradual a lo

largo de los dias del estudio, que alcanzo sus valores maximos en el dia 30 de edad.

El peso corporal mostro reducciones significativas debidas a la condicion de nutricion,
F(2,15)= 54.96, p<0.0001 y a la edad, F(2,30)=849.30, p<0.0001. Asimismo, hubo
interaccion entre los factores edad por condicidén de nutricién, F(4,30)=35.40, p<0.0001.
Para el peso cerebral se observaron también reducciones significativas debidas a la
condicién de nutricién, F(2,15)=10.29, p<0.001 y a la edad, F(2,30)=146.80, p<0.0001,
sin efectos significativos en la interaccion de los factores condicion de nutricion por
edad Tabla Il.

TABLA II. Comparacion de los pesos corporal y cerebral en diferentes condiciones de nutricién (control,

desnutrido y rehabilitado) a lo largo de los dias del estudio.

Peso Nutricion (A) Edad(B) Interaccion
(AXB)
gi(2,15) gi(2,30) gi(4,30)
F p< F p< F p=
CORPORAL 54.96 (0.0001)" 849.30 (0.0001)* 35.40 (0.0001)"
. 0.7609
CEREBRAL 10.29 0.001)" 146.80 (0.0001)* 0.4649 ( )

ANOVA de 2 factores, gl, grados de libertad. * Diferencias significativas, p< 0.05.
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En las comparaciones post hoc en cada dia del estudio los animales del grupo GD
mostraron una disminucion significativa en el peso corporal (p<0 .01) en los dias 12, 20
y 30 en comparacion con los del grupo GC y GR. Los animales del grupo GR de
alimento y con cuidados maternos normales, mostraron un peso semejante a los del

grupo GC sin mostrar diferencias significativas a lo largo de las tres edades (Fig.9).

Peso corporal b
GR
-k =0
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E ] + N ) ) - - [ ] .‘.
el - #-.- - - -‘
20 - ¥ --
I:I T T 1
12D 200 30D
Edad idias)

Fig. 9. Se muestran las curvas promedio del peso corporal (n=6 sujetos / grupo) de los grupos control
(GC), rehabilitado (GR) y desnutrido (GD). Los simbolos indican, diferencias significativas (p<0.05) entre
los grupos * GC vs GD, + GRvs GD y ¢ GC vs GR.

Para el valor del peso cerebral en las edades de 12 y 20 dias no se observaron
diferencias significativas entre los sujetos de los distintos grupos, aunque a la edad de
30 dias los animales del grupo GD mostraron una disminucion del peso cerebral
(p<0.01) con respecto a los de los grupos GC y GR (Fig. 10).
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Fig. 10. Se muestran las curvas promedio del peso cerebral (n=6 sujetos / grupo) de los grupos control
(GC), rehabilitado (GR) y desnutrido (GD). Los simbolos indican, diferencias significativas (p<0.05) entre
los grupos * GC vs GD, + GRvs GD y ¢ GC vs GR.

La comparacion del tiempo de apertura de los meatos auditivos externos y de los
parpados, mostro diferencias significativas debidas a la condicion de nutricion al realizar
el analisis de varianza con la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de U de
Mann Whitney (Tabla IIl).

b) Apertura de meatos auditivos externos

La apertura de meatos auditivos externos mostro diferencias significativas (p<0.05)
asociadas a las condiciones de nutricién (Tabla Ill). Las crias del grupo GD presentaron
atraso evidente en la apertura de los meatos auditivos externos respecto del grupo GC
y GR (p<0.05) los dias 11, 12, 13 y 14. En los grupos GC y GR los meatos auditivos
externos se abrieron completamente en el dia 14 y en los GD hasta el dia 15 (Fig. 11).
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Tabla Ill. Comparacioén de la apertura de meatos auditivos externos de ratas en desarrollo (n=54).

Edad (dias) H p=

Apertura de meatos auditivos externos

9 3.573 NS
10 2.000 NS
11 7.969 001*
14 43.302 00001*
15 6.083 NS
16 0 NS
APERTURA DE MEATOS AUDITIVOS EXTERHOS ——.
=H
15 =D
g
= |
= 25
=L
E’ 2
m 15 7
=
=L
S 1
5
05 A
0 T T T T T T T T T |
b7 DA D03 010 (IR 01z 013 D1a 013 DG
Edad (dias)

Fig. 11. Curso temporal de la apertura de meatos auditivos externos durante el desarrollo. Los simbolos

indican, diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos *GC vs GD, +GR vs GD y ¢G C vs GR.

c) Apertura de

parpados

La apertura de parpados mostré diferencias significativas (p<0.05) entre las condiciones

de nutricion (Tabla IIl). En los grupos GC y GR se abrieron los parpados completamente
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en el dia 15y en los GD el dia 16. Las crias del grupo GD presentaron atraso evidente

(p<0.05) de un dia en la apertura de los parpados respecto del grupo GC y GR los dias,

14y 15 (Fig. 12).

Tabla IV. Comparacion de la apertura de parpados de ratas en desarrollo (n=54).

Apertura de parpados

11 6.657 0.03*

12 712.98 0.001*
13 7.627 0.02*

14 13.48 0.001*
15 21.937 0.0001*
16 0 NS

ANOVA Kruskal-Wallis. *Diferencias significativas, p<0.05.

APERTURA DE PARPADOS

1.5 7

2.5 1

UMIDADES RELATIVAS

O 01z 013 O1a 013

Edad (dias)

01k

Fig. 12. Curso temporal de la apertura de parpados durante el desarrollo. Los simbolos indican,

diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos *GC vs GD, +GR vs GD y ¢G C vs GR.
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1.2 Efectos producidos sobre el desarrollo del soma neuronal

a) Neuronas fusiformes

La comparacion estadistica a lo largo de los dias del estudio de los parametros del
soma de neuronas fusiformes, mostro alteraciones debidas a las condiciones de
nutricion, F(2,76)=6.42, p<0.003. Asimismo, y en diferentes edades también se
observaron diferencias significativas, F(2,152)=13.82, p<0.0001. De igual manera hubo
interaccion entre los factores condicion de nutricion por la edad, F(4,152)=6.00,
p<0.0001. Los resultados de la prueba post hoc para los parametros en los que se
observaron resultados mayores se muestran en la Fig. 13. No se muestran los
resultados de los parametros factor de forma y diametro mayor en los diferentes tipos
celulares debido a que no se observaron diferencias significativas.

b) Neuronas multipolares grandes

La comparacion estadistica de neuronas multipolares grandes a lo largo de los dias del
estudio, indicé que las condiciones de nutricibn no provocaron cambios significativos en
los parametros del soma neuronal. Los efectos del desarrollo provocaron diferencias
significativas, F(2,152)=8.16, p<0.0001. De igual manera, hubo interaccion entre los
factores condicion de nutricion por la edad, F(4,152)=12.85, p<0.0001 (Tabla IV). Los
resultados de la prueba post hoc para los parametros en los que se observaron
resultados mayores se muestran en la Fig. 13.

c) Neuronas multipolares pequenas

En las neuronas multipolares pequefas, la comparacion estadistica a lo largo del
estudio de los parametros del soma, indicé cambios significativos debidos a las
condiciones de nutricion, F(2,76)=6.42, p<0.003. Asimismo, los efectos del desarrollo
provocaron diferencias significativas F(2,152)=13.82, p<0.0001. De igual manera hubo
interaccion entre los factores condicion de nutricion por la edad, F(4,152)=6.00,
p<0.0001. Los resultados de la prueba post hoc para los parametros en los que se

observaron resultados mayores se muestran en la Fig. 13.
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Los efectos de los tratamientos en las neuronas ovoides grandes y pequefnas en los

diferentes grupos incluidos no mostraron efectos constantes en los parametros

somaticos, por lo cual los resultados no se muestran en el texto.
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Fig. 13. Compracién por condicién de nutricién de Ignedidas promedio del area y perimetro de tres tipos de
neuronas fusiformes, multipolares grandes y pequefas de los grupos GC, GR y GD. Los simbolos indican, diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos * GC vs GDJPER vs GD y GC vs GR.
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1.3 Efectos producidos sobre la extensién dendritica
Los efectos provocados en cada tipo neuronal por las condiciones de nutricion, de edad
y sus interacciones sobre el numero de cruces dendriticos se muestran en la tabla IV.

Los resultados de las pruebas post hoc se muestran en la Figuras 14 y 15.

a) Neuronas fusiformes

La comparacion estadistica de neuronas fusiformes a largo de los dias del estudio,
indicé que las condiciones de nutricion provocaron cambios significativos en los
parametros de extension dendritica, F(2,80)=46.18, p<0.0001. Los efectos del
desarrollo mostraron diferencias significativas, F(2,160)=38.54, p<0.0001. Los cruces de
las dendritas en los circulos concéntricos también fueron significativamente diferentes,
F(6,480)=563.70, p<0.0001.

La interaccidn entre la condicidn de nutricion y la edad mostré diferencias significativas,
F(4,160)=38.54, p<0.0001. De igual forma la interaccion entre los cruces dendriticos en
los circulos concéntricos y la nutricion mostré diferencias significativas,
F(12,480)=18.54, p<0.001. La interaccion entre la edad y los cruces de las ramas en los
circulos concéntricos también mostré diferencias significativas, F(12,960)=27.13,
p<0.001. La interaccion entre nutricion por edad y circulos concéntricos también indicé
diferencias significativas, F(24,960)=8.82, p<0.0001. Los resultados de las pruebas post
hoc se muestran en la Fig. 14.

b) Neuronas multipolares grandes

La comparacion estadistica de neuronas multipolares grandes a largo de los dias del
estudio, indicé que las condiciones de nutricidbn provocaron cambios significativos en la
extension dendritica, F(2,76)=128.8, p<0.0001. Los efectos del desarrollo mostraron
diferencias significativas, F(2,152)=18.64, p<0.0001. Los circulos concéntricos fueron
significativamente diferentes, F(6,456)=509.81, p<0.0001.
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Tabla V. Comparacion de los efectos sobre el desarrollo de la extensién dendritica de los diferentes tipos

neuronales y las condiciones de nutricion (control, desnutrido y rehabilitado) a lo largo de los dias del

estudio.
Tipos Neuronales
Factor . . . . .
Fusiformes Multipolares Multipolares Ovoides Ovoides
grandes pequefias grandes pequefias
A. Nutricion gl 2,80 2,76 2,76 2,76 2,74
F 46.18 128.80 44.50 177.93 36.45
p< 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
B. Edad gl 2,160 2,152 2,152 2,152 2,148
F 38.54 18.64 7.88 4.22 880.37
p< 0.0001 0.001 0.001 0.01 0.007
Sér%rﬁ?ﬁiis gl 6,480 6,456 6,456 6,456 6,444
F 563.70 509.81 709.47 849.00 8.50
p< 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
AXB gl 4,160 4,152 4,152 4,152 4,148
F 38.54 15.07 12.88 14.88 28.43
p< 0.001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
AXC gl 12,480 12,456 12,456 12,456 12,444
F 18.54 39.55 19.88 42.35 11.29
p< 0.001 0.001 0.0001 0.0001 0.0001
BXC gl 12,960 12,912 12,912 12,912 12,888
F 27.13 17.84 9.29 12.16 6.43
p< 0.001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
AXBXC gl 24,960 24,912 24,912 24,912 24,888
F 8.82 19.01 6.63 8.28 12.09
P< 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

ANOVA de tres factores; gl, grados de libertad.

La interaccion entre la condicion de nutricion y la edad mostraron diferencias

significativas, F(4,152)=15.07,p<0.0001. De igual forma la interaccidn entre los cruces

en los circulos concéntricos y nutricion mostré diferencias significativas,

F(12,456)=39.55, p<0.001. La interaccion entre la edad y cruces en los circulos

concéntricos también mostro diferencias significativas, F(12,912)= 17.34, p<0.001. La

interaccién entre nutricion por edad y cruces en los circulos concéntricos indico

diferencias significativas, F(24,912)=19.01, p<0.0001. Los resultados de las pruebas

post hoc se muestran en la Fig. 14.
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c) Neuronas multipolares pequenas

La comparacion estadistica de neuronas multipolares pequefias a largo de los dias del
estudio, indicé que las condiciones de nutricidbn provocaron cambios significativos en la
extensidon dendritica, F(2,76)=44.50, p<0.0001. Los efectos del desarrollo mostraron
diferencias significativas, F(2,152)=7.88, p<0.0001. Los circulos concéntricos también
fueron diferentes significativamente, F(6,456)=709.47 p<0.0001. La interaccion entre la
condicién de nutricién y la edad mostraron diferencias significativas, F(4, 152)=12.88,
p<0.0001. De igual forma la interaccién entre circulos concéntricos y la nutricion mostré
diferencias significativas, F(12,456)=19.88, p<0.001. La interaccién entre la edad y los
cruces en los circulos conceéntricos también indico diferencias significativas,
F(12,912)=9.29, p<0.001.

La interaccion entre nutricidn por edad y cruces en circulos concéntricos también reveld
diferencias significativas, F(24,912)=6.63, p<0.0001. Los resultados de las pruebas post
hoc se muestran en la Fig. 14.

d) Neuronas ovoides grandes

La comparaciéon estadistica de neuronas ovoides grandes a largo de los dias del
estudio, indicé que las condiciones de nutricidbn provocaron cambios significativos en la
extension dendritica, F(2,76)=177.93, p<0.0001. Los efectos del desarrollo también
indicaron diferencias significativas, F(2,152)=4.22, p<0.0001. Los cruzamientos en los
circulos conceéntricos también fueron significativamente diferentes, F(6,456)=849.00
p<0.0001. La interaccion entre la condicidn de nutricién y la edad mostro diferencias
significativas, F(4,152)=14.88, p<0.0001. De igual forma la interaccion entre los
cruzamientos en los circulos concéntricos y la nutricion indicé diferencias significativas,
F(12,456)=42.35, p<0.001. La interaccion entre la edad y cruces en los circulos
conceéntricos también reveld diferencias significativas, F(12,912)=12.16, p<0.001. La
interaccién entre nutricidn por edad y cruzamiento de los circulos concéntricos también
indicé diferencias significativas, F(24,912)=8.28, p<0.0001. Los resultados de las
pruebas post hoc se muestran en la Fig. 15.
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e) Neuronas ovoides pequeinas

La comparacién estadistica de neuronas ovoides pequefias a largo de los dias del
estudio, indicod que las condiciones de nutricion produjeron cambios significativos en la
extension dendritica, F(2,74)=36.45, p<0.0001. Los efectos del desarrollo provocaron
diferencias significativas, F(2,148)=880.37, p<0.0001. Los cruzamientos en los circulos
conceéntricos también fueron significativamente diferentes, F(6,444)=8.50 p<0.0001. La
interaccion entre la condicién de nutricion y la edad mostro diferencias significativas,
F(4,148)=28.43, p<0.0001. De igual forma la interaccién entre los cruzamientos en los
circulos concéntricos y la nutricion revelo diferencias significativas, F(12,444)=11.29,
p<0.001. La interaccion entre la edad y los cruces en los circulos concéntricos también
fue significativa, F(12,888)=6.43, p<0.001. La interaccion entre la nutricion por edad y
circulos concéntricos también indicé diferencias significativas, F(24,888)=12.09,

p<0.0001. Los resultados de las pruebas post hoc se muestran en la Fig. 15.
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1.4 Efectos producidos sobre el numero de 6rdenes dendriticos

Los efectos provocados en cada tipo neuronal por las condiciones de nutricion, de edad
y sus interacciones sobre el numero de 6rdenes dendriticos se muestran en la tabla V, y
las comparaciones entre los grupos en los diferentes érdenes dendriticos en las Figuras
15y 16.

a) Neuronas fusiformes

La comparacion estadistica de neuronas fusiformes a largo de los dias del estudio,
indico que las condiciones de nutricion provocaron cambios significativos en los érdenes
dendriticos, F(2,80)=97.32, p<0.0001. Los efectos del desarrollo mostraron diferencias
significativas, F(2,160)=45.36, p<0.0001. Los ordenes dendriticos también fueron
diferentes significativamente, F(6,480)=1187.58, p<0.0001. La interaccion entre la
condicion de nutricion y la edad mostré diferencias significativas, F(4,160)=14.35,
p<0.001. De igual forma la interaccion entre érdenes dendriticos y nutricidn mostré
diferencias significativas, F(12, 480)=28.29, p<0.001. La interaccion entre la edad y los
ordenes dendriticos también mostré diferencias significativas, F(12,960)=26.54,
p<0.001. La interaccién entre nutricion por edad y érdenes dendriticos también indico
diferencias significativas, F(24,960)=11.29, p<0.0001. Los resultados de las pruebas
post hoc se muestran en la Fig. 16.

b) Neuronas multipolares grandes

La comparacion estadistica en el numero de ramas de neuronas multipolares grandes a
largo de los dias del estudio, indico que las condiciones de nutricion provocaron
cambios significativos en los 6rdenes dendriticos, F(2,76)=80.31, p<0.0001. Los efectos
del desarrollo también indicaron diferencias significativas, F(2,152)=97.29, p<0.0001.
Los 6rdenes dendriticos también fueron significativamente diferentes, F(6,456)=880.38
p<0.0001. La interaccion entre la condicion de nutricién y la edad presento diferencias
significativas, F(2,152)=21.78, p<0.0001. De igual forma la interaccion entre los 6rdenes
dendriticos y la nutricion mostro diferencias significativas, F(12,456)=27.12, p<0.001. La
interaccion entre la edad y los o6rdenes dendriticos también mostro diferencias

significativas, F(12,912)=11.15, p<0.001. La interaccion entre nutricion por edad y
43



ordenes dendriticos también indicd diferencias significativas, F(24,912)=11.15,

p<0.0001. Los resultados de la prueba post hoc se muestran en la Fig. 16.

c) Neuronas multipolares pequenas

La comparacion estadistica del numero de ramas en las neuronas multipolares
pequenas a lo largo de los dias del estudio, indic6 que las condiciones de nutricion
provocaron cambios significativos en los érdenes dendriticos, F(2,76)=38.49, p<0.0001.
Los efectos del desarrollo indicaron diferencias significativas, F(2,152)=28.55,
p<0.0001. Los drdenes dendriticos también fueron significativamente diferentes,
F(6,456)=1246.43, p<0.0001.

La interaccidn entre la condicidn de nutricion y la edad mostré diferencias significativas,
F(4,152)=8.29, p<0.0001. De igual forma la interaccion entre érdenes dendriticos y la
nutricion mostro diferencias significativas, F(12,456)=20.70, p<0.001. La interaccion
entre la edad y los 6rdenes dendriticos también mostré diferencias significativas,
F(12,912)=19.55, p<0.001. La interaccion entre nutricion por edad y ordenes dendriticos
también indico diferencias significativas, F(24, 912)=10.71, p<0.0001. Los resultados de

las pruebas post hoc se muestran en la Fig.16.

d) Neuronas ovoides grandes

La comparacién estadistica del numero de 6rdenes dendriticos de neuronas ovoides
grandes a largo de los dias del estudio, indicé que las condiciones de nutricion
provocaron cambios significativos en los 6rdenes dendriticos, F(2,76)=85.55, p<0.0001.
Los efectos del desarrollo también provocaron diferencias significativas,
F(2,152)=190.80, p<0.0001. Los ordenes dendriticos también fueron diferentes
significativamente, F(6,456)=1106.44, p<0.0001. La interaccidon entre la condicion de
nutricion y la edad mostraron diferencias significativas, F(4,152)=4.91, p<0.0001. De
igual forma la interaccion entre 6rdenes dendriticos y nutricion indico diferencias
significativas, F(12,456)=28.44, p<0.001. La interaccion entre la edad y los érdenes
dendriticos también mostré diferencias significativas, F(12,912)=49.44, p<0.001. La

interaccidon entre nutricion por edad y 6rdenes dendriticos también reveld diferencias
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significativas, F(24,912)=9.86, p<0.0001. Los resultados de las pruebas post hoc se
muestran en la Fig. 15.

Tabla VI. Comparacion de los efectos sobre el desarrollo del nUmero de érdenes dendriticos de los diferentes tipos

neuronales y las condiciones de nutricién (control, desnutrido y rehabilitado) a lo largo de los dias del estudio.

Tipos neuronales

Factor Fusiformes Multipolares Multipolares Ovoides Ovoides
grandes pequefias grandes pequefias
A. Nutricion gl 2,80 2,76 2,76 2,76 2,74
F 97.32 80.31 38.49 85.55 89.50
p< 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
B. Edad gl 2,160 2,152 2,152 2,152 2,148
F 45.36 97.29 28.55 190.80 36.46
p< 0.001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
C. Ramas gl 6,480 6,456 6,456 6,456 6,444
dendriticas F 1187.58 880.38 1246.43 1106.44 1083.45
p< 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
AXB gl 4,160 4,152 4,152 4,152 4,148
F 14.35 21.78 8.29 4.91 8.51
p< 0.001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
AXC gl 12,480 12,456 12,456 12,456 12,444
F 28.29 2712 20.70 28.44 1083.45
p< 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
BXC gl 12,960 12,912 12,912 12,912 12,888
F 26.54 11.15 19.55 49.44 28.88
p< 0.001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
AXBXC gl 24,960 24,912 24,912 24,912 24,888
F 11.29 11.15 10.71 9.86 9.86
P< 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

ANOVA de tres factores, gl grados de libertad.

e) Neuronas ovoides pequeinas
La comparacién estadistica de neuronas ovoides pequefias a largo de los dias del
estudio, indico que las condiciones de nutricidon provocaron cambios significativos en los
ordenes dendriticos, F(2,74)=89.50, p<0.0001. Los efectos del desarrollo también
indicaron diferencias significativas, F(2,148)=36.46, p<0.0001. Los érdenes dendriticos
también fueron significativamente diferentes, F(6,444)=1083.45, p<0.0001. La
interaccién entre la condicion de nutricion y la edad indico diferencias significativas,
F(4,148)=8.51, p<0.0001. De igual forma la interaccion entre érdenes dendriticos y
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nutricion mostré diferencias significativas, F(12,444)=1083.45, p<0.001. Finalmente, la
interaccion entre la edad y los o6rdenes dendriticos también reveld diferencias
significativas, F(12,888)=28.88, p<0.001. La interaccion entre nutricion por edad y
ordenes dendriticos también presentd diferencias significativas, F(24, 888)=6.44,

p<0.0001. Los resultados de las pruebas post hoc se muestran en la Fig. 15.
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Vil DISCUSION

Las observaciones mas significativas obtenidas del estudio fueron: retardo en el
desarrollo fisico que incluyd la reduccion de la ganancia gradual de peso corporal y
cerebral, en la apertura de meatos auditivos externos y parpados en varios dias del
estudio (ver Figs. 9-12). Asimismo, hipoplasia neuronal en los arboles dendriticos del
NFSr particularmente de las ramas distales, con menores efectos sobre los parametros
del area y perimetro del soma de los diferentes tipos neuronales (Figs. 13-16). Los
resultados que se muestran en el presente estudio en lo general, son congruentes con
los efectos provocados por otros paradigmas de restriccion perinatal de alimento
llevados a cabo en algunos roedores (Crnic, 1980; Morgane y col., 1992).

Con relacién a la baja de peso corporal asociada a la desnutricion, esto fue evidente en
las crias desde el dia del parto y fue acentuandose gradualmente conforme se
alcanzaron edades posteriores del desarrollo, teniendo los animales en todos los casos
menor peso que sus controles (Fig. 9). Por otro lado, la baja gradual de peso corporal
en el GD con menores efectos en el peso cerebral se acompand de retardos de 1 dia en
la apertura de meatos auditivos externos y de parpados, los cuales son un reflejo de la
maduracién sensorial retardada que invariablemente va asociada a la restriccion
sensorial y de alimento (Figs. 11 y 12) (Escobar y Salas, 1993 ; Torrero y col., 1999).
Con fundamento en otros estudios, se ha establecido que la ingesta restringida de
alimento se encuentra también asociada a retardos en la maduracion de otros canales
sensoriales, como en el caso del auditivo, somatosensorial, visual y olfatorio, que
también muestran retardos en su organizacion anatomica y en su funcionalidad
(Callison y Spencer, 1968; Salas y Cintra, 1973 ; Salas y col., 1977; Math y Davrainville,
1980; Salas y col., 1994; Torrero y col., 1999 ; Alvarado, 2003).

Con respecto a los efectos sobre el desarrollo del canal sensorial gustativo, asociados a
la restriccion sensorial y de alimento es escasa la informacién disponible en la literatura.
Particularmente, se desconoce cuales pueden ser los efectos sobre la organizacion

anatoémica y funcional del NFSr, una de las areas de relevo del tallo cerebral mas
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significativas de la informacion gustativa en ruta a la corteza cerebral (Whitehead,
1988 ; Krimm y Hill, 1997).

Los estudios de neuroembriologia y de la sistemogénesis del SNC, indican que el tallo
cerebral es una de las regiones que primero inician su formacion, para incrementar las
posibilidades de sobrevida de los recién nacidos en el mundo exterior (Anokhin, 1964;
Altman y Bayer, 1995). En efecto, el tallo cerebral, es el sitio de ubicacion de
estructuras que permiten la regulacion de varias funciones pioneras que incluyen la
respiracion, la actividad cardiovascular, el control de la ingesta de alimento y liquidos y
los ritmos de actividad de movimiento entre otros (Scheibel y col., 1973; Epstein, 1986).
Esta zona contiene ademas el NFS, sitio de relevo obligado de las aferencias de la
faringe, laringe, del tracto digestivo, visceras toracicas y abdominales y de los
receptores gustativos de la lengua. El hecho de que en el presente trabajo, se hubiese
detectado hipoplasia consistente en los arboles dendriticos de la mayoria de los
distintos tipos neuronales en el NFSr de los animales desnutridos, sugiere la existencia
de un deterioro importante en la actividad de los receptores gustativos y sus aferencias
hacia el NFSr. En este contexto, es entendible que durante la restriccion prenatal de
alimento el aporte de nutrimentos tanto a la madre como al feto esta reducido. Asi, los
fetos recibirian menos elementos nutritivos via de la circulacién feto placentaria,

reduciendo las capacidades de crecimiento de las estructuras cerebrales en desarrollo.

Por otro lado, cuando la restriccion neonatal de alimento se inicia la presencia de
substancias sapidas en la boca del recién nacido se reduce significativamente, durante
los periodos de ayuno debido a que los ductos galactéforos de la madre estan ligados y
no proveen de las sustancias sapidas contenidas en la leche a las crias, con lo cual
podria considerarse que ademas de la falta de alimento, habra una disminucion de
estimulos gustativos a lo largo de los dias del estudio. La restriccion de NaCl de la dieta
en etapas tempranas afecta la organizacion funcional del NFSr ya que los efectos de la
restriccion de la dieta de NaCl a la madre tiene severas repercusiones que son
revertidas hasta cinco semanas después de proporcionales una con cantidades

normales de NaCl. Lo cual sugiere que la actividad neural periférica juegue un rol en el
49



desarrollo funcional de las neuronas del NFSr (Vogt y Hill 1993). Asimismo, es logico
suponer que condiciones muy similares de baja de volumen de contenido, prevaleceran
para el caso del resto del tracto digestivo, asociadas al ayuno neonatal, con sus
posibles repercusiones de modificacion de la informacién aferente hacia la porcién

caudal e intermedia del NFS que sera necesario analizarlas en experimentos futuros.

Por lo tanto, para explicar las alteraciones de los arboles dendriticos de las neuronas
del NFSr aqui obtenidas podra suponerse la existencia, por un lado de la restriccion de
micronutrimentos de la dieta y potenciandose con éste, la restriccion de estimulos
gustativos hacia el NFSr. La posibilidad de saber qué tanto influyen los efectos que se
dan en la porcion caudal y la intermedia, sobre los producidos en la porcion rostral del
NFS queda aun sin contestar, ya que el paradigma experimental utilizado no permite
hacer conclusiones al respecto. Actualmente se conoce la influencia de la distension
gastrica para regular la ingesta de alimento, como la sequedad de las mucosas
bucofaringea para modular la ingestion de liquidos (Epstein, 1986). Lamentablemente
en el caso de la rata se desconoce, como los receptores gustativos modificaran su

descarga aferente para influir en el desarrollo de las neuronas del NFSr.

Las mediciones realizadas a nivel de los somas de las neuronas del NFSr a lo largo de
los dias del estudio, revelaron pocas alteraciones particularmente del area y perimetro
en las neuronas fusiformes y multipolares grandes, al igual que pocos efectos sobre las
dendritas primarias y secundarias (Figs. 13-16). Estos hallazgos, son congruentes con
estudios previos empleando diferentes paradigmas de desnutricion o de privacién
sensorial y hormonal que no muestran grandes alteraciones (Salas y col., 1986; Perez-
Torrero y col., 2001). La relativa refractariedad de estas zonas de las neuronas se ha
explicado considerando que las dendritas primarias serian un tipo de via final comun de
los arboles dendriticos, para proveer de informacion al soma neuronal que no puede
sufrir grandes cambios para su activacion. Por otro lado, que el soma neuronal contiene
la maquinaria bioquimica esencial para desencadenar efectos sobre el genoma, o a
nivel de los reguladores intracelulares, para generar la actividad neuronal bajo la forma

de potenciales bioeléctricos que finalmente hacen descargar a las neuronas sobre otros
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elementos celulares via de sefiales eléctricas, quimicas o de neurosecreciones (Kandel
y Schwartz, 1999). Por estas consideraciones, se requiere que esta region de la
neurona sea menos plastica comparada con las dendritas distales y sus procesos
espinosos que es donde se expresan con mayor intensidad los efectos de la
experiencia sensorial (Marin-Padilla y col., 1975; Escobar y Salas, 1995; Pérez-Torrero
y col., 2001; Torrero y col., 2003). El hecho de que las alteraciones del soma neuronal
se dieran mayormente en las células fusiformes y multipolares grandes sugiere que la
mencionada refractariedad neuronal, es diferente segun el tipo celular que se considere,

para lo cual este estudio no permite reconocer las causas.

Otro aspecto interesante para su discusién, son los posibles efectos de la constante
renovacion ciclica que ocurre en los receptores gustativos y sus vias eferentes sobre la
organizacion neuronal del NFSr. En efecto, se conoce que los quimiorreceptores (gusto
y olfato) estan renovandose continuamente en los botones gustativos a lo largo de
ciclos que tienen una duracion de alrededor de 9-15 dias. Asimismo, que esta
renovacion debe producir efectos importantes en la organizacion y operatividad de las
neuronas del NFSr (Mistretta y Labyak 1994). Por otro lado, que la caracteristica ciclica
de los quimiorreceptores podria complicarse mayormente bajo condiciones de
restriccion de alimento y de estimulos sensoriales. Lamentablemente, poco puede
decirse al respecto debido a que bajo las condiciones de restriccion de alimento
perinatal, habria un retraso en el inicio de esta ciclicidad morfologica y funcional de los
receptores gustativos. Por otra parte, el periodo de estudio que se establecié en el
modelo experimental, no se extiende mas alla del dia 30 de edad, y por lo tanto, no es
posible verificar en el material histolégico preparado la presencia de cambios

estructurales de naturaleza ciclica.

Los hallazgos experimentales obtenidos en el grupo de los animales desnutridos
durante el periodo prenatal, y ademas alimentados y cuidados durante el estadio
neonatal por un par de madres nodrizas normales (rehabilitacion), revelé aspectos
interesantes de la plasticidad neuronal del NFSr que no se han descrito anteriormente.

Asi, el hallazgo de encontrar un numero mayor de ramas en las partes distales de los
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arboles dendriticos de las neuronas del NFSr, contrasta con el resultado obtenido en los
animales desnutridos sin rehabilitacion durante los periodos prenatal y neonatal (Figs.
13-16). Por otra parte, el hecho de encontrar que en el grupo desnutrido prenatalmente
y rehabilitado neonatalmente, la extension de las dendritas en la porcién distal de los
arboles dendriticos fuera mayor que en los controles, pone de manifiesto la expresion
de un posible mecanismo compensatorio de naturaleza plastica. Esta interpretacion
encuentra apoyo en el fendmeno de “cobertura” o “embaldosado” (tiling), mediante el
cual las dendritas de una neurona del mismo grupo funcional se extienden cubriendo
las zonas vecinas donde hubo muerte neuronal o dafio al arbol dendritico adyacente
(Yuh-Nung y Lily, 2003). Una explicacion para estos efectos, seria que las crias
desnutridas prenatalmente durante su rehabilitacién, van gradualmente mejorando su
actividad de succion, incrementando su ganancia de peso y su desarrollo fisico (Figs. 9-
12). Se sabe que la conducta materna puede ser alterada por la desnutricion, asi, las
ratas que fueron neonatalmente desnutridas muestran déficit en el cuidado materno, el
cual se constata por la disminucién en la construccion del nido, el tiempo alimentario y
el acarreo de las crias, sugiriendo que la reduccion en la ingesta de alimento altera la
conducta maternal que influye directamente en el desarrollo normal de las crias (Salas y
col., 1984). En este sentido tenemos que los sujetos del GR al ser atendidos por sus
nodrizas, recibiran constante contacto corporal al permanecer bajo el cuerpo de la
madre, lamido corporal y anogenital varias veces al dia, acarreo hacia el nido en el caso
de que fueran desplazadas fuera de éste, comunicacion con la madre y sus congéneres
via de las vocalizaciones, exposicion a los diferentes olores del nido o a los
provenientes de la madre, etc., que compensaran sus deficiencias en el crecimiento
neuronal (Schanberg y Field, 1987; Rosenblatt y col., 1988; Fleming y col.,1999;
Regalado y col., 1999).

Otras posibles explicaciones a los hallazgos obtenidos del estudio podrian ser que los
efectos del sabor de la leche materna y sus componentes (Galef y Clark, 1972; Galef y
Henderson, 1972; Capretta y Rawls, 1974). Al final de la segunda semana la habilidad
gustativa de las crias las lleva a detectar sefiales quimicas especificas en la leche

materna tipicas de su dieta (Galef y Henderson, 1972). Para el dia 15 las crias
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muestran una clara respuesta a sefales gustativas en la leche determinadas por la
dieta de la madre (Galef y Sherry, 1973). En este sentido, seria factible que varios de
los componentes de la leche de rata succionados por el recién nacido a intervalos de 1-
2 h durante el curso del dia, activaran a los receptores correspondientes en la
superficie de la lengua para generar salvas de potenciales de accidn, que propagados
por sus vias ascendentes activaran a las neuronas del NFSr promoviendo asi los
cambios dendriticos de expansidén antes mencionados. Otra posibilidad seria que la
leche y sus componentes una vez deglutidos, al desplazarse por el eséfago, estomago
e intestinos activarian receptores gustativos que al generar potenciales de accion,
finalmente alcanzarian los arboles dendriticos de las neuronas del NFS en su porcién
ventral, cuyo efecto transmitido a la porcién rostral generaria los cambios de numero y
alargamiento de dendritas distales aqui descritos. También resultaria factible que los
efectos dendriticos antes mencionados, fuesen mediados por variaciones en el volumen
del contenido de liquidos del propio tracto digestivo, con efectos aferentes importantes
via del nervio vago hacia los arboles dendriticos de las células del NFSr, provocando
los efectos ya descritos. La experiencia gustativa es las primeras semanas es muy
intensa ya que durante los primeros 17 dias el amamantamiento de las crias constituye

la unica fuente de alimento e ingesta de liquidos (Alberts y Cramer, 1988).

Un hecho comunmente aceptado es que la degustacion de los alimentos se lleva a
cabo mediante una accién conjunta entre el gusto y el olfato (Teicher y Blass, 1976;
Brake, 1981). Por lo tanto, seria viable que los recién nacidos desnutridos
prenatalmente y rehabilitados neonatalmente, degustarian la leche y sus componentes
via de los receptores gustativos linguales concurriendo ésto con la deteccion por los
receptores olfativos de las feromonas liberadas en la zona cutanea perimamaria de la
madre. La concurrencia de estas dos acciones durante la succion de las crias a lo largo
de los dias del estudio, podria representar una continua activacién hacia los arboles
dendriticos de las neuronas del NFSr desencadenando los efectos mencionados. Por
otra parte, el hecho de que los efectos de la restriccion de alimento durante las etapas
prenatal y neonatal, y de los efectos de la rehabilitacion sean mas evidentes en las

edades de 20 y 30 dias, sugiere que ésto podria, tener un caracter polisensorial. Asi en
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asociacion con el gusto y el olfato, las sensibilidades somatosensorial, visual y auditiva
podrian sumarse para influir sobre los arboles dendriticos del NFSr, siguiendo rutas
ascendentes y descendentes ( Loewy y Burton, 1978; Ricardo y Koh, 1978; Contreras y
col., 1982; Hamilton y Norgren, 1984; Satoda y col., 1996).

De varios estudios se ha establecido que la restriccion perinatal de alimento, altera el
desarrollo dendritico de neuronas en diferentes estructuras del tallo cerebral
relacionadas con el ingreso de sefales sensoriales proyectandose hacia el talamo, el
sistema limbico y la corteza cerebral (Johnson y Yoesle, 1975; Hammer y Van
Marthens, 1981; Escobar y Salas, 1993; Diaz-Cintra y col., 1991; Salas y col., 1994,
1995). Durante la exposicion de fetos o de ratas recién nacidas a diferentes paradigmas
de desnutricion, éstas ademas de estar privadas de alimento y agua también lo estan
en diverso grado de estimulos sensoriales, asi que puede afirmarse que son sometidas
a un ambiente hostil de caracter estresante. Por estas consideraciones, los hallazgos
aqui presentados provenientes de animales desnutridos y desnutridos estimulados,
puede esperarse que llevan implicita la exposicién a una situacion de estrés crénico
variable recibido a lo largo tanto de la gestacion como del primer mes de vida. Estudios
recientes utilizando técnicas de inmunohistoquimica, marcaje neuronal midiendo las
proteinas cFos e hibridacidn realizados en el NFS y la region ventral y lateral bulbar
(VLB), apoyan la idea de que el NFS forma parte de las estructuras involucradas en la
respuesta al estrés tanto fisiologico como emocional (Li y Sawchenko, 1998; Dayas y
col., 2001). Asi, la hipovolemia por hemorragia del 25% del volumen circulante (estrés
fisiologico) o mediante la aplicacion de choques eléctricos a las patas (estrés
emocional) en la rata, incrementan los marcajes de ¢ FOS en el NFS y la region VLB.
Paralelamente, el marcaje de la expresion del péptido liberador de la prolactina (PrRP)
gue se ha relacionado tanto con la lactancia como con el estrés de distintos tipos, es
menor en la zona VLB que en la del NFS ante el estrés fisioldgico, obteniéndose efectos
opuestos para estas mismas regiones en el caso del estrés emocional (Li y Sawchenko,
1998). Por lo tanto, si la activacion de la porcion caudal del NFS generada por el estrés
fisiolégico de la desnutricion, es transmitida a la porcion intermedia y posteriormente a

la rostral gustativa del NFS, entonces los hallazgos de la hipoplasia neuronal aqui
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descritos no solo serian consecuencia del trastorno en la maduracion de los receptores
gustativos, sino también del estrés crénico asociado a la desnutricion perinatal. Dan
apoyo a esta posibilidad los estudios que muestran que tanto el deficiente cuidado
maternal hacia las crias o su opuesto, una buena atencién de la madre hacia sus
neonatos, modifica negativamente o positivamente respectivamente la respuesta al
estrés de los recién nacidos cuando alcanzan la vida adulta (Walker y Aubert, 1988;
Meaney y col., 1996; Gonzalez y col., 2001). Asimismo, que la exposicién crénica de
ratas adultas a restrictores de movimiento por intervalos de 30 minutos a seis horas al
dia durante varios dias provoca atrofia dendritica apical de las neuronas piramidales del

campo CA3 del hipocampo (Watanabe y col., 1992).

Finalmente, resulta evidente que para varias de las posibilidades mencionadas que
expliquen los efectos de la restriccion de alimento y de la privacion sensorial, asi como
para fundamentar los efectos de la rehabilitacion sobre la organizacion del NFSr, se
requeriran nuevos experimentos con diferentes enfoques y uso de otras metodologias

que permitan fortalecer las opciones mencionadas.
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IX CONCLUSIONES

1. La restriccion perinatal de alimento y de estimulos sensoriales disminuye el
peso corporal y cerebral, retardando ademas la apertura de conductos
auditivos externos y de parpados. Estas alteraciones confirman que el
paradigma de desnutricion aqui utilizado, fue efectivo para interferir con el
desarrollo fisico de los recién nacidos.

2. Las deficiencias nutricionales y sensoriales redujeron el numero y la
extension dendritica distal, con menores alteraciones sobre las mediciones
realizadas en el soma neuronal y dendritas proximales de los diferentes
tipos celulares analizados y de las edades estudiadas en el NFSr. Estos
efectos son mas evidentes a los 20 y 30 dias de edad.

3. La concurrencia de desnutricion perinatal con el cuidado materno
proveniente de madres nodrizas durante el periodo neonatal de las crias
(rehabilitacion), revierte las alteraciones en el desarrollo dendritico de las
dendritas proximales con incrementos en las distales del NFSr. Esto pone
de manifiesto la presencia de un cambio plastico que modifica la
organizacion del NFSr.

4. Este cambio en las propiedades plasticas de las neuronas del NFS en su
porcion rostral durante la desnutricion perinatal, posiblemente se relacione
con procesos de integracion alterados de la informacion gustativa en la rata
desnutrida en desarrollo.

5. Las alteraciones en la organizacion dendritica neuronal del NFSr aqui
descritas, pudieran indirectamente asociarse al estrés de la restriccidn

perinatal de alimento en el que también participa esta estructura.
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