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2. INTRODUCCION

Los hallazgos observados hasta el momento han revelado que la DIU, es
capaz de producir cambios importantes en el metabolismo y en la sefializacién
serotoninérgica cerebral que afecta la formacién de las cortezas sensoriales
Hernandez, 1973, 1974, 1975, Manjarrez y cols., 1994, 1999, 2003, Gutiérrez-
Ospina y cols., 2002). El efecto de la serotonina sobre la corteza somatosensorial
lo ejerce a través de la activacidén de SERT vy el receptor 5-HTsp, expresados en las
aferentes tadlamo-corticales, éstos tienen un patrén de expresién de que inicia
desde etapas embrionarias y disminuye hasta los 15 dias de edad posnatal
(D"Amato y cols., 1987; Hansson y cols., 1998; Manssur-Robaey., 1998; Bennett-
Clarke y cols., 1993; Boylan y cols., 2000). La DIU genera cambios durante el
desarrollo, tanto neuroquimicos, morfolégicos y electrofisioldgicos que producen
una alteracién en la sefalizacién serotonérgica durante el desarrollo de la
neocorteza (corticogénesis), ellos especifican un retraso en la maduracién de la
corteza sensorial y alteraciones de su funcién en la etapa posnatal. En la corteza
somatosensorial primaria (cxS1) de los roedores se encuentra la representacién
topogréfica de los mecanorreceptores ubicados en la piel. Esta representacion
estd formada por unidades cito-estructuradas en forma de barril. Los barriles se
desarrollan durante los primeros tres o cuatro dias posteriores al nacimiento,
durante los cuales ocurre una reorganizacién de los elementos celulares que los
integran. Se ha observado que la DIU en la etapa prenatal y posnatal temprana
retarda alrededor de dos dias la formacién de los barriles (Gutiérrez-Ospina y
cols., 2002), aunque no se ha establecido la causa que lo provoca. Se ha

planteado que probablemente sea debido a un retraso del desarrollo de los



axones y de las ramificaciones dendritas, seguidos por una elevacién en la sintesis
de la 5-HT cerebral, que continda durante la lactancia y en la edad adulta. Asi, se
propuso que los niveles elevados de 5-HT podrian estar retrasando la formacién
de los barriles. Sin embargo, dicho retraso no se corrige al disminuir la 5-HT
mediante la administracién de p-clorofenilalanina (inhibidor de la sintesis de 5-
HT).

Todos estos hallazgos en conjunto permiten plantear, en este trabajo, que
el retraso de la aparicién de los barriles es causado por la demora en la llegada
de las aferentes télamo-corticales a la corteza, debido probablemente a una
disminucién de la expresiéon de SERT y/o de 5-HT;z durante el desarrollo del los

barriles de la capa IV de cxS1.



1.1 RESUMEN

En este estudio se evaluaron los efectos de la desnutricién intrauterina
(DIU) sobre la expresion del transportador de serotonina (SERT) y del receptor
1B de serotonina (5-HTis) por densidad Optica, asi como el crecimiento y el
tiempo de llegada de las aferentes tdlamo-corticales a la corteza somatosensorial,
a través del marcaje fluorescente de las mismas. Se observé un aumento en la
sintesis de 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) secundario a una elevacién en
la concentracién del L-triptéfano evaluado a través de cromatografia de liquidos
de alta resolucién, ademaés se encontraron disminuidos SERT y 5-HT; y
finalmente el tiempo de arribo y la segregacién de las fibras tdlamo-corticales fue
similar en crias controles y con DIU. Los presentes resultados observados en este
trabajo nos permite concluir que la DIU produce un retraso en el crecimiento
fisico y cerebral, un aumento en la sintesis de 5-HT y una disminucién
significativa de la expresion de SERT y 5-HTp. Estas alteraciones observadas en la
corteza somatosensorial de las crias con DIU generan cambios en la estructura
fina de los barriles, mismos que explican en parte el retraso en la formacién de
los barriles. Por lo tanto, estos cambios observados en el interior de los barriles
durante su formacién podrian ser los responsables a largo plazo de una

disfuncién de la corteza somatosensorial primaria (cxS1).

1.2 ABSTRACT

The effect of early nutritional restriction on serotonin transporter (SERT),
serotonin receptor 1B (5-HT;s) and the growth and arrival time of thalamo-
cortical afferents was assessed, as a possible cause of disturbed S1 barrel
formation. The rate of development and segregation of thalamo-cortical fibers
was normal. However, there seems to be changes in barrel’s size that may be
explained by inner dendritic altered organization, possibly secondary to the
observed decrease of SERT expression and changes of 5-HT; receptor. This
circumstances may have prevented the appropriate role of serotonin on barrel’s

differentiation, during the period studied.



3. ANTECEDENTES

3.1 DESNUTRICION INTRAUTERINA

La DIU, es una condicién patolégica, generalizada, sistémica vy
potencialmente reversible que se origina como resultado de la ingesta
inadecuada de alimento, de la incapacidad del organismo para la utilizacién de
los nutrimentos, de un gasto excesivo de energia (i.e, estrés), o bien por la
combinacién de los factores anteriormente mencionados (Manjarrez, 1992). La
forma mas frecuente de desnutricidn combina un mayor gasto de energia con un
aporte que no satisface las demandas nutricionales del organismo y como
consecuencia, las reservas tisulares de energia se agotan. Esto conlleva a la
activacion de algunas cascadas metabdlicas y a la inhibicidn de otras, con el
objeto de compensar la deficiencia nutricional del organismo. Durante su
evolucién aparecen trastornos funcionales, retardo del crecimiento fisico y
alteraciones en el desarrollo del individuo, principalmente en el desarrollo del
sistema nervioso central (SNC).

La DIV es considerada por la UNICEF como una de las enfermedades mas
comunes y altamente prevalente en los paises en desarrollo, siendo la principal
causa de morbi-mortalidad entre los nifos recién nacidos
(www.unicef.org/undernutrition). Para la Organizacién Mundial de la Salud,
prevenir la desnutricién es su prioridad principal (www.who.org). Las estadisticas
més recientes indican que en el mundo viven 2100 millones de nifios que
equivalen al 35% de la poblacién mundial. Actualmente nacen 129 millones de
individuos por afio y uno de cada 12 muere antes de cumplir 5 afios por causas

asociadas a la desnutriciéon. Ademas, de los 11 niflos que viven, uno de cada 4



nifios vive en extrema pobreza, asi 149 millones de niflos menores de 5 afios son
desnutridos, de los cuales el 60% son nifias que después de 20 afos
aproximadamente tendran la capacidad de procrear y cuya descendencia tendra
alteraciones genéticas por la desnutricién que padecieron junto con sus madres
(Fowden y Forhead., 2004). En México existen 10 millones de nifios menores de
cinco anos, de los cuales cuatro millones padecen algin grado de desnutricién
(www.unicef.org/undernutrition).

El cuadro clinico de la DIU hace que el enfoque terapéutico esté
encaminado hacia una recuperacién del peso, talla y metabolismo, sin embargo,
con mucha frecuencia se posterga o no se da suficiente importancia al plano
neuroldgico. Actualmente se conoce que los nifios que padecieron desnutricidon
presentan poco rendimiento intelectual, asi como trastornos de atencién (Oades,
2007). Esto significa que la DIU altera el desarrollo normal del cerebro. Se sabe
que estas alteraciones se producen cuando la desnutricidn se presenta durante la
vida intrauterina y posnatal del individuo. Ademas estas alteraciones se presentan
en diferentes niveles; genético, bioquimico, estructural, funcional y cognoscitivo
(Morgane y cols., 1993; Hernandez, 1973; Manjarrez y cols., 1996, 2003;
Fowden y Forhead, 2004).

Desde la segunda mitad del siglo pasado, se comenzaron a evaluar los
efectos de la desnutricibn en el SNC. Los primeros estudios en animales
desnutridos mostraron alteraciones en el peso cerebral y corporal (Guthrie y
Brown., 1968), disminucidén en el contenido del ADN y ARN en el cerebro,
higado y rinén (Winick y Noble., 1965), disminucién en la sintesis de mielina y

desmielinizacién neuronal (Chase y McKhann., 1976; Bourre y cols., 1981), y



alteraciones estructurales y neuroquimicas en sinaptosomas (Gambetti y cols.,
1972). Con estos estudios, tanto en modelos animales como en seres humanos,
se comenzd a proponer que las alteraciones producidas por la desnutricién en el
cerebro durante la etapa fetal y posnatal temprana son practicamente
irreversibles y persistentes a lo largo de la vida (Guthrie y Brown., 1968; Winick
y Noble., 1965; Chase y McKhann., 1976; Bourre y cols., 1981; Gambetti y cols.,
1972). Estos datos fueron confirmados en estudios posteriores en donde se
encontraron alteraciones electrofisiolégicas del hipocampo y la neocorteza, asi
como cambios conductuales en animales desnutridos (Austin y cols., 1989, 1992;
Bronzino y cols., 1983; Oscds y Hernandez. 1982).

También se conocen los efectos de la DIU sobre el desarrollo posnatal de
ciertas estructuras en las ratas, principalmente en la formacién hipocampal,
estructura relacionada con la adquisicién del aprendizaje y la memoria, en donde
se han descrito alteraciones en las células granulares del giro dentado y de las
fibras musgosas (Diaz-Cintra y cols., 1991; Cintra y cols., 1997). Ademaés, se han
observado modificaciones morfolégicas en distintos grupos neuronales, como en
el locus coeruleusy el rafe dorsal. También, se conoce que la desnutricién altera
la liberacién o el metabolismo de noradrenalina, serotonina, glutamato y GABA
en el resto del SNC (Chen y cols., 1992; Diaz-Cintra y cols., 1981, 1984 y 2007;
Morgane y cols., 2002; King y cols., 2002; Rotta y cols., 2003; Diaz-Cintra y
cols., 2007). En afos recientes se ha entendido que la desnutricién conlleva en si
misma a un desequilibrio homeostatico del organismo, producido por la falta de
nutrimentos, que a su vez, desencadena las alteraciones tipicas del estrés, como

pérdida de peso corporal y cerebral, apoptosis en diversos érganos, disminucién



de factores neurotréficos como BDNF y niveles elevados de corticosterona en
sangre (Hobel y Culhane., 2003; Ron de Kloet y cols., 2005; Van der Hove y
cols., 2006). Asi, la desnutricidn es un trastorno de orden general que hace dificil
su relaciéon especifica con alteraciones funcionales sobre el SNC. La busqueda de
cambios especificos causados por la DIU es el punto de partida para una mejor
comprensidn de sus efectos sobre la funcién neuronal. A su vez estos cambios en
los sistemas neuronales pueden ser la base de trastornos conductuales y
cognoscitivos en los individuos con antecedentes de desnutricién severa. La
evidencia experimental ha mostrado que uno de los sistemas neuronales que se
altera en el encéfalo de la rata con DIU es el serotoninérgico (Hernandez, 1973,
1974, 1975, 1976, 1979; Hoyer y cols., 2002; Hartig y cols., 1996; Siegel y cols.,

2006; Manjarrez y cols., 1988, 19882, 1988b, 1994, 1996, 1998, 1999, 2003).

3.2 SISTEMA SEROTONINERGICO

3.2.1 Desarrollo del sistema serotoninérgico

Con el paso del tiempo se ha incrementado la evidencia de que los
neurotransmisores participan como sefiales bioquimicas durante el desarrollo. La
5-HT es uno de ellos. Esta se sintetiza en neuronas serotoninérgicas, las cuales son
de los primeros grupos neuronales que se desarrollan en el primordio cerebral y
liberan neurotransmisor, De hecho, van liberando 5-HT a la par de su
crecimiento axonal (Haydon y cols., 1987; Mercado y Hernandez., 1992;
Mercado y cols., 1998). Varios estudios muestran que la 5-HT puede modular
diversos eventos del desarrollo tales como la division celular, migracién,

diferenciacién y sinaptogénesis (Lipton y Kater., 1989; Lauder, 1993; Levitt y



Rakic., 1997; Azmitia, 2001; Vitales y col., 2003; Gaspar y cols., 2003). Asi, la 5-
HT llama la atencién como factor importante en el desarrollo de los sistemas
sensoriales, especialmente del sistema somatosensorial.

Las neuronas serotoninérgicas estdn localizadas en regiones especificas
[lamadas nucleos del rafe, ubicadas en la linea media del rombencéfalo. Esta
region da origen al tallo cerebral entre otras estructuras. Si bien el nimero de
neuronas serotoninérgicas alcanzan a ser 20,000 en la rata con relacién al total
de neuronas del SNC son muy pocas, éstas inervan a todas las &reas del encéfalo
y médula espinal (Jacobs y Azmitia., 1992; Gaspar y cols., 2003). Las neuronas
serotoninégicas se diferencian entre los dias 10 y 12 embrionarios en los roedores
(Levitt y Rakic., 1992; Gaspar y cols., 2003). Un dia después, las neuronas de los
nlcleos del rafe pueden sintetizar 5-HT al mismo tiempo que comienza el
crecimiento de sus ramas dendriticas y axones. En los roedores, el tiempo de
maduracién del sistema serotoninérgico abarca desde el dia 14 fetal hasta la
etapa posnatal temprana (Lidov y Molliver., 1982; Gaspar y cols., 2003).

Los nucleos del rafe son denominados como B1 al B9 y se han dividido en
dos grandes grupos: del B1 al B5 son los nicleos caudales y la divisidn rostral del
rafe lo forman los grupos B6 al B9 (Lidov y Molliver., 1982; Wallace y Lauder.,
1983; Gaspar y cols., 2003). Los nacleos caudales, inervan la médula espinal y

cerebelo, y el grupo rostral al resto del encéfalo (Figura 1).



Figura 1. Localizacién de las neuronas serotoninérgicas en el tallo cerebral de la rata distribuidas en
nueve ndcleos. Los cinco grupos caudales (amarillo) inervan el tallo y la medula espinal mientras que los
4 grupos rostrales (rojo) inervan el resto del encéfalo. Modificado de Gaspar y cols., 2003.

3.2.2 Via biosintética de la serotonina

El L-triptéfano (L-Trp), precursor de la sintesis de 5-HT, es un aminoacido
no sintetizado por el organismo, por lo tanto, se obtiene de las proteinas de la
dieta. El L-Trp se encuentra en el plasma sanguineo en dos fracciones, una de
ellas unida a la albdmina y la otra libre (McMenamy y Oncley., 1958). La
fraccién unida a la albamina se utiliza en gran medida en las vias metabdlicas de
los &cidos cinurénico y nicotinico y también para la sintesis de proteinas (Poitou
y Boulu., 1977), mientras que la fraccion libre de L-Trp sirve como precursor de
la sintesis de 5-HT en el SNC (Miller y cols., 1977; Tagliamonte y cols., 1973;
Curzon y Knott., 1973). Es importante resaltar que la relacién que guardan
ambas fracciones determina la disponibilidad de L-Trp que atraviesa la barrera
hematoencefélica, lo cual sucede a través de un mecanismo de transporte activo

mediante acarreadores membranales. Una vez en el interior del cerebro el L-Trp



se transporta a las neuronas serotoninérgicas y se puede bio-transformar en 5-HT
(Dahlstrom y Fuxe., 1964, Yuwiler y cols., 1977; Sourkes, 1977).

El L-Trp es hidroxilado mediante la accién de la enzima Triptéfano-5-
hidroxilasa (Tph) (Neckers y cols., 1971; Hamon y Glowinski., 1974; Grahame-
Smith, 1964), formando un compuesto llamado 5-hidroxitriptéfano (5-HTP)
(Grahame-Smith, 1964), que de inmediato es descarboxilado por la enzima
descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos (DAA) (Hernandez y lllnerova.,
1970; Lovenberg y cols., 1962; Sims y cols., 1973) la cual lo transforma en 5-HT
(Figura 2).

En condiciones normales, la actividad de la enzima Tph en el cerebro de
adultos es de 70 a 100 veces menor a la actividad que tiene la enzima DAA,
ademas su constante de afinidad por el L-Trp es mayor a la concentraciéon del
aminoéacido en el tejido nervioso. Estos aspectos bioquimicos de la enzima le
confieren la caracteristica de ser una enzima limitante y reguladora de la sintesis
de serotonina (Neckers y cols., 1971; Hamon y Glowinski., 1974; Lovenberg y

cols., 1962).
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Figura 2. Via de sintesis de 5-hidroxitriptamina (serotonina). Modificado de Goridis y Rohrer., 2002.

La 5-HT sintetizada se almacena en vesiculas sindpticas que se encuentran
en las terminales nerviosas serotoninérgicas, estas vesiculas varian en forma vy
tamafno segln su localizaciéon. Recientemente, se ha descrito en diversas regiones
del SNC terminales serotoninérgicas no sindpticas. Este tipo de terminales le

confiere a la serotonina un papel de neuromodulador (Persico y cols., 2000;



Gaspar y cols., 2003). Ademés del efecto modulador que participa en a casi la
totalidad de las funciones cerebrales, muestra un efecto inhibidor de forma
indirecta estimulando el sistema GABAérgico. Asi, 5-HT participa en funciones
neuroenddcrinas, suefio, temperatura corporal, dolor, apetito, ritmos
circddianos, funciones cognoscitivas y desordenes siquiatricas (Kandel, 2001;
Squire y cols., 2003; Hensler, 2006).

En la regulacién de la sintesis y liberacion de 5-HT en el SNC estan
involucrados varios factores. Estos se han clasificado de manera arbitraria en tres
grupos: El primero, corresponde a los cambios en la disponibilidad de L-Trp a
nivel del plasma, en la barrera hematoencefélica y en su compartamentalizacién
en el tejido nervioso. El segundo grupo lo forman los factores y mecanismos que
regulan la actividad de la Tph para hidroxilar el L-Trp, entre éstos se encuentran
la disponibilidad del oxigeno, la concentracién del cofactor, tetrahidrobiopterina
(BH4) y el medio idnico del tejido nervioso, ademas de los mecanismos que
intervienen en la regulacién de la cinética de la enzima (Boadle-Biber, 1993). El
tercer grupo lo constituyen los factores que intervienen en dicha regulacién
dentro de las propias neuronas serotoninérgicas mediante receptores especificos
conocidos como autorreceptores. Los autorreceptores son 5-HTx y 5-HTip;
capaces de producir hiperpolaridad de la membrana celular, una vez que son

activados por 5-HT.

3.2.3 Receptores serotoninérgicos

A través de diversas técnicas se han podido caracterizar los subtipos de

receptores de 5-HT que se conocen en la actualidad. Asimismo, se ha establecido



un sistema de nomenclatura para estos receptores. Este sistema ordena y da
nombre a los receptores de 5-HT tomando en cuenta sus caracteristicas
farmacoldgicas, uniones a ligando, sefiales de transduccién intracelular, asi como
su estructura molecular (secuencia de aminoéacidos del receptor; Hoyer y cols.,
1994, Siegel y cols., 2006).

Los receptores de 5-HT se han clasificado en familias. En las diferentes
familias existen receptores acoplados a proteinas G, receptores que estimulan a
fosfolipasa C o canales i6nicos. Todos estos receptores son activados por 5-HT,
asi parte de la gran variedad de funciones que tiene este neurotransmisor o
neuromodulador es resultado de la variedad de mecanismos de transduccién,
distribucién neuroanatémica, afinidad quimica y expresién espacio-temporal de
los receptores de 5-HT (Tabla 1), en las diferentes areas del cerebro (Hoyer y
cols., 1994, Siegel y cols., 2006).

La familia de receptores 5-HT; agrupa cinco subtipos que son 5-HT 5, 5-
HTs, 5-HTip, 5-HTe y 5-HTie los cuales comparten 40 al 63% de sus secuencias
de aminodcidos. Estos receptores inhiben la actividad de adenilato ciclasa a
través de proteinas G principalmente inhibitorias (Gyo), también son capaces de
abrir canales de potasio, por ello estdn involucrados con la hiperpolarizacién

neuronal (Hoyer y cols., 2002, Siegel y cols., 2006).

3.2.4 Receptor 5-HTg
En el sujeto adulto el receptor 5-HT;; se encuentra localizado en los
ganglios basales, particularmente en el globo pélido y la sustancia negra; la

localizacién neuroanatémica que tiene, lo involucra en desérdenes cerebrales



como la enfermedad de Parkinson. Estudios funcionales indican que el receptor
5-HT;3 estd ubicado en las terminales presindpticas de las neuronas
serotoninérgicas por lo que se le conoce como autorreceptor presindptico e
inhibe la sintesis y la liberacidén de 5-HT. También se ha observado en neuronas
no serotoninérgicas, con distribucién presindptica, regulando asi la liberacién del
neurotransmisor correspondiente, como la acetilcolina en el hipocampo, la
dopamina en la corteza prefrontal o el glutamato en las neuronas talamo-
corticales (Laurent y cols. 2002). En posicién postsinéptica, el receptor 5-HT; se
ha encontrado en el tejido vascular del cerebro, pero su funcién adn se
desconoce (Bruinvles y cols., 1993; Hartig y cols., 1996; Hoskin y cols., 2004,
Siegel y cols., 2006).

Por otro lado, se ha observado que este receptor se expresa
transitoriamente en las fibras tdlamo-corticales durante los primeros 15 dias de
vida posnatal en la corteza somatosensorial primaria de los roedores (Boylan y

cols., 2000 y Young-Davies y cols., 2000).

3.2.5 Transportador de serotonina (SERT)

El SERT es un transportador altamente conservado entre las especies. Esta
codificado por un gen ubicado en el cromosoma 17, llamado SLC6A4 (Bellivier y
cols., 1998; Fernandez y cols., 2003; Murphy y cols., 2004). El SERT es un
miembro de la familia de transportadores dependientes de los iones Nat y CI-
extracelular y de iones K* intracelular. SERT funciona uniendo un ién Na*, una
molécula de 5-HT y un ién CI-. El complejo Na*, 5-HT, CI- produce un cambio

conformacional en su estructura, lo que permite la translocacién de 5-HT al



interior de la célula. Una vez liberada la 5-HT se une un i6én K* que permite
revertir el cambio conformacional lo que expulsa de la célula al i6n K*
terminédndose asi el ciclo (Bellivier y col., 1998; Fernandez y cols., 2003). La
funcién de SERT es capturar 5-HT del espacio sindptico y transportarla al interior
de la terminal nerviosa en donde es metabolizado por la monoamina oxidasa
tipo A. De esta forma regula la concentracién del neurotransmisor en el espacio
sindptico (Fernandez y cols., 2003; Murphy y cols., 2004).

Recientemente, se tiene evidencia que el SERT también se localiza en los
axones tdlamo-corticales, principalmente en aquellos axones que inervan las
cortezas sensoriales. Su funcién ain se desconoce, sin embargo es importante
sefalar que SERT se expresa durante los primeros 15 dias de edad posnatal. Por
ello se ha planteado la posibilidad de que SERT juegue un papel importante en el
desarrollo de la corteza somatosensorial (Manssour-Robaye y cols., 1998; Boylan

y cols., 2000).

3.2.6 Desnutricién y sintesis de serotonina

Existe evidencia que apoya un vinculo entre la nutricién y la sintesis de 5-
HT, asi en experimentos con ratas, las cuales se sometieron a periodos de ayuno
corto o a desnutricidon hipocaldrica-hipoproteinica durante la vida intrauterina o
posnatal, el L-Trp se encontré elevado en su fraccién libre y en el cerebro
también aumentaron los niveles de dicho aminoéacido y de 5-HT (Zeisel y cols.,
1981; Spear y Scalzo, 1985; Hernandez, 1979; Manjarrez y cols., 1988, 19882,
1988°; Hernandez y cols., 1973, 1974, 1975, 1976, 1989; Hernédndez y col.,

1986).



Tabla 1: Receptores de serotonina en el Sistema Nervioso Central.

Receptores

Familia 5-HT,

5-HTia

5-HT

S'HT]DB

5-HTp

5-htqe

5-htye

Familia 5-HT,

5-HT;a

Distribucién

Hipocampo, amigdala, septum,
corteza entorrinal, hipotalamo y

ntcleos del rafe

Sustancia nigra, Ganglios basales
axones tadlamo-corticales en la

corteza somatosensorial

Corteza frontal, coliculos superiores,
geniculado lateral y nucleos

profundos del cerebelo

Globo pélido, sustancia nigra,

caudado putamen

7

Corteza cerebral, estriado e

hipocampo

Clastrum, corteza cerebral, bulbos

Mecanismo

efector

Inhibicidn de
adenilato ciclasa;
activa canales de K+
Inhibicién de

adenilato ciclasa

Inhibicidn de

adenilato ciclasa

Inhibicién de

adenilato ciclasa

Inhibicién de

adenilato ciclasa

Inhibicién de

adenilato ciclasa

Estimulacion de



olfatorios, estriado y nucleo fosfolipasa C; cierra

acumbens canales de K+

5-HT,; m Estimulaciéon de

fosfolipasa C

5-HTy¢ Plexos coroides, globo pélido, Estimulaciéon de
corteza cerebral, septo hipotéalamico, fosfolipasa C

substancia nigra, médula espinal

Familia 5-HT;
5-HT; Hipocampo, corteza entorrinal, Canal iénico
amigdala, ntcleo acumbens, nervio
(5-HTs) &
del tracto solitario, nervio del
(5-HT33)
trigémino, nucleo motor, nervio
dorsal vago, area postrema y médula
espinal
5-HT, Hipocampo, estriado, bulbos Activaciéon de
olfatorios, sustancia nigra adenilato ciclasa
5-htsa ” Inhibicién de
adenilato ciclasa
5-htsg 7? 7?2
5-ht, 7 Activacion de

adenilato ciclasa

5-HT; Corteza cerebral, septum, tdlamo, Activacién de



hipotélamo, amigdala e hipocampo adenilato ciclasa

Tablall. Receptores serotoninérgicos en el SNC. Modificada de Hensler, 2006.

Efectos similares se observan en animales normales a los que se les
administraron cargas de L-Trp a razén de 50 a 150 mg/kg de peso corporal por
via intraperitoneal (Hernandez, 1979; Hernandez y col., 1986; Bourgoin y cols.,
1974). Finalmente, cuando se inyecta una dosis de L-Trp 50 mg/kg de peso
corporal a ratas durante la gestacién, se observa un aumento de la actividad de
la enzima Tph en el cerebro fetal (Hernandez, 1979, Hernédndez y col., 1986) y
en etapas posnatales las concentraciones del 5-HT y del &cido 5-
hidroxindolacético se encontraron elevadas indicando una activacién importante
de la via metabdlica serotoninérgica. Estos cambios son semejantes a los
observados en animales con DIU (Hernandez, 1979; Manjarrez y cols., 1988,
19882, 1988°; Hernandez y cols., 1989; Hernandez y Chagoya., 1986).

En el laboratorio se ha observado que ratas sometidas a desnutricién
durante la etapa fetal presentan una elevacién en la sintesis de 5-HT cerebral,
que continua durante la lactancia y la edad adulta (Manjarrez y cols., 2003). Esta
elevaciéon es precedida de un aumento en la concentracién de L-Trp y de la
actividad de la Tph2 (Manjarrez y cols., 1988, 1994. 1996, 1998, 1999, 2003),
que a su vez estd ocasionado por una elevacién de la fraccion libre de L-Trp
plasmatico, aminoacido esencial precursor de la sintesis de serotonina. También
este incremento del neurotransmisor se ha observado en la cxS1 acompafiado de
un retardo de dos dias en la aparicién de los barriles corticales con relacién a los

animales normales. El retraso no se corrige al disminuir la concentracion de 5-HT



a través de la administracién de p-clorofenilalanina (PCPA) (Gutierrez-Ospina y

cols., 2002).

3.3 ESTRUCTURA DE LA NEOCORTEZA

La neocorteza en los mamiferos, especialmente en la rata, esta dividida en
distintas areas denominadas cortezas primarias y secundarias, sensorio-motoras, y
multimodales o asociativas (Figura 3). Las cortezas primarias y secundarias son
responsables de recibir y procesar informacién unimodal proveniente de los
6rganos de los sentidos (i.e., visual, somestésica y auditiva).

Por su parte, las cortezas multimodales o asociativas integran la
informacién proveniente de distintas regiones cerebrales, incluyendo aquella
transmitida desde las cortezas sensoriales primarias y secundarias, permitiendo la
percepcion y la consecuente modulacién de las respuestas conductuales, motoras
y cognoscitivas (Shepherd, 1994; Waite y Tracey., 1995; Beatty, 1995; Hendry y

cols., 2003).



Figura 3. Vista lateral de la corteza cerebral de la rata. Se muestra el I6bulo frontal (LF), l6bulo parietal
(LP), l6bulo temporal (LT), I6bulo occipital (LO), corteza orbital (CO), corteza insular (Cl), corteza perirrinal
(CP), corteza motora (M), corteza somatosensorial primaria (S1), corteza auditiva (A1),corteza visual (V1).
Modificado de Zilles, 1990 y Beatty, 1995.

3.4 SISTEMA SOMATOSENSORIAL DE LA RATA

Los sistemas sensoriales son los encargados de recibir, procesar e integrar
la informacién del medio ambiente que nos rodea. Cada sistema sensorial
conduce estimulos especificos. Asi, los receptores transducen estimulos luminicos,
sonoros, mecéanicos, quimicos olfativos y gustativos (Figura 4) que serén
procesados en los diferentes grupos de neuronas que a su vez forman una
representacién ordenada de las propiedades fisico-quimicas y espacio-temporales
de los estimulos externos (Matthews, 2001). En este trabajo nos enfocaremos al
sistema somatosensorial de la rata.

El sistema somatosensorial (S1) de la rata se ha utilizado como un modelo
experimental para investigar los factores y procesos celulares responsables de la
formacién y plasticidad de circuitos neuronales durante el desarrollo. Este
modelo es especialmente Util debido a que cada uno de los relevos sinépticos
mantiene una organizacién somatotdpica, acorde con la distribucién de los
mecanorreceptores y otros receptores somatosensoriales distribuidos en la

superficie del cuerpo (Figuras 5y 6).

La organizacién somatotdpica delimita a su vez las representaciones
anatémicas modulares de cada uno de los segmentos corporales denominados
barreletas, barreloides y barriles, a lo largo de los distintos relevos de la via

somatosensorial en el tallo cerebral, tdlamo y la cxS1, respectivamente (Figura 7;



Woolsey y Van der Loos., 1970; Woolsey, 1990; Riddle y cols., 1992; Price,

1995; Gutiérrez-Ospina, 1997).

Mecanorreceptores

Corpusculos de Pacini
Contacto; vibracién
Adaptacién répida
Axén mielinizado

Corpusculos de Meissner
Contacto; vibracion
Adaptacién rapida
Axén mielinizado

Corpusculos de Ruffini
Contacto; presién
Adaptacién lenta
Axén mielinizado
Discos de Merkel
Contacto; presion
Adaptacién lenta
Axén mielinizado

Receptores del foliculo piloso
Desplazamiento del pelo
Adaptacién répida
Axén mielinizado

Termorreceptores
Estimulos frios

Axones pequefios
mielinizados

Estimulos de calor
Axones amielinicos

Receptores nociceptivos

Conduccién répida
Axones pequefios mielinicos

Conduccién lenta
Axones amielinicos

Figura 4. Tipos de mecanorreceptores, termorreceptores y receptores nociceptivos ubicados en la piel.
Modificado de Matthews, 2001.



El sistema somatosensorial estd constituido por receptores y vias
sensoriales que son responsables de recibir, transferir, filtrar e integrar
informacién exteroceptiva (i.e., dolor, temperatura, discriminacion gruesa vy fina,
presidn y vibracidén) y propioceptiva derivada de las articulaciones y musculos.
Las vias aferentes sensoriales primarias nacen en los cuerpos neuronales
localizados en la cadena ganglionar dorsal paravertebral y dan origen a los
mecano-, baro-, y termorreceptores localizados en la dermis y papilas dérmicas,
asi como en los husos musculares y tendinosos. Las aferencias sensoriales que
transmiten el dolor generan terminaciones nerviosas libres, es decir, no asociadas
a ningun receptor especializado, que se distribuyen en la dermis ( Figura 4).

La informacién somaética sensorial proveniente de los receptores por las
vias aferentes sensoriales primarias, se dirige hacia la médula espinal o al tallo
cerebral. Las mismas neuronas que originan a las aferencias primarias periféricas,
transfieren la informacidn hacia las astas dorsales de la médula espinal, o bien

hacia los ntcleos del trigémino en el tallo cerebral (Waite y Tracey., 1995).






Figura 5. Distribucién espacial y representacion cortical de las vibrisas faciales en la rata. Los bigotes del
hocico de la rata (a) estan representados en la capa IV de la corteza somatosensorial primaria (b), a
manera de un conjunto de mddulos o barriles localizados en el sub-campo de barriles posteromedial (c).
Asi, cada barril de esta regidn representa de manera correspondiente cada uno de las vibrisas. Tomado
de Gutiérrez-Ospina, 1997.



Figura 6. Representacion de los distintos segmentos corporales de la rata, cada uno de estos segmentos
indicados con colores diferentes. A) Dibujo de los segmentos corporales de acuerdo al codigo de color
mostrado en el panel B. B) Fotomicrografia de la representacidn del mapa corporal en la corteza S1
(Medina-Aguirre, 2000).

Figura 7. Esquema que ilustra la via ascendente somatosensorial (izquierda) que sigue la informacion
recibida de los receptores localizados en la piel proveniente del tronco y extremidades, y la via



ascendente (derecha) que proyecta la informacion téctil de la cara a la corteza somatosensorial.
Modificado de Stewart y cols., 2003.

Para el caso de la informacién somatosensorial extero- y propioceptiva
que concierne al tronco y a las extremidades, los procesos de las neuronas
ganglionares que inervan estos segmentos corporales establecen contactos
sindpticos con diversos nucleos de la médula espinal, dependiendo de la
modalidad sensorial que transmiten (i.e., temperatura, presién, vibracién y
dolor). Las neuronas espinales, de acuerdo a su modalidad sensorial, envian sus
axones ipsilateral o contralateralmente hacia los cordones anterior y dorsal, a
través de los tractos nerviosos que ascienden hasta el tallo cerebral. A lo largo
del tallo cerebral, existen diversos nlcleos que sirven de relevos sindpticos a los
tractos somatosensoriales provenientes de la médula espinal. Por ejemplo, para
la via que conduce informacidn tactil generada en los mecanorreceptores, y que
viaja ipsilateralmente por los tractos gracilis y cuneatus en los cordones
posteriores, el relevo sindptico en el tallo cerebral son los nicleos homénimos.

Una vez transmitida e integrada la informacién en los nucleos del tallo
cerebral, las neuronas correspondientes proyectan a nucleos talamicos dorsales;
en el caso particular de la informacién téctil derivada de los mecanorreceptores
del tronco y de las extremidades, el relevo taldmico es el nucleo
ventroposterolateral (VPL) responsable de procesar las distintas modalidades de
informacién somatosensorial, para luego ser transmitida contralateralmente a
través de un tercer relevo sindptico hacia las cortezas somatosensorial primaria y
secundaria (Figura 7; Woolsey y Van der Loos., 1970; Jones, 1983; Killackey,

1990; Woolsey, 1990).



La informacién somatosensorial proveniente de la cara y parte del cuello
es, en mayor grado, recibida y transferida desde la periferia hacia el tallo cerebral
a través de las vias aferentes primarias de las neuronas localizadas en el ganglio
del nervio trigémino. Las aferencias primarias hacen relevo sindptico en el
complejo nuclear del nervio trigémino, el cual es un conjunto de cinco
subnicleos que se extienden a lo largo del tallo cerebral. Algunos de estos
subnlicleos proyectan hacia el cerebelo, los nuacleos ventrales vy
ventroposteromedial del tdlamo, y al nucleo del nervio facial. EIl denominado
nacleo principal del nervio trigémino, proyecta hacia el nucleo
ventroposteromedial del tdlamo desde donde, después de un relevo sinéptico, la
via sigue en direccién a las cortezas somatosensorial primaria y secundaria
(Woolsey y Van der Loos., 1970; Jones, 1983; Killackey, 1990; Woolsey, 1990)

(Figura 8).

Figura 8. Via del nervio trigémino que transmite la informacion generada a nivel de los bigotes (a) hacia la
S1. Esta via nace en las aferentes primarias sensoriales del ganglio del trigémino (b), y esté constituida
por tres relevos sinpticos. El primero es el nucleo del nervio trigémino en el tallo cerebral (c; nV). El
segundo es el nlcleo ventroposteromedial en el talamo contralateral (d; VB). El tercer relevo esta
constituido por la corteza somatosensorial primaria (e; PMBSF). Esta via se caracteriza por estar
organizada en unidades citoarquitecténicas denominadas barreletas en el tallo cerebral, barreloides en el
talamo y barriles en la S1. Cada una de las unidades en los distintos relevos son la representacion de



colecciones discretas de mecanorreceptores localizados en los foliculos de los bigotes (compare a y €).
Modificado de Woolsey, 1990.

3.5 Desarrollo del sistema somatosensorial
3.5.1 Establecimiento de la topografia

El establecimiento de la topografia de los planos anatdémicos mayores
(i.e., dorsomedial, ventrolateral y posteroanterior), y de las relaciones espaciales
de los distintos grupos neuronales entre ellos y a lo largo de los relevos
sindpticos de la via somatosensorial en los roedores, ha sido estudiado mas
extensamente en la division cefdlica de la via. Como se mencioné con
anterioridad, esta divisidn se inicia con las aferencias primarias faciales del nervio
trigémino que emergen del ganglio homdénimo. De aqui, la via proyecta
secuencialmente al complejo del nervio trigémino en el tallo cerebral, al nicleo
ventro-postero-medial (VPM) del tdlamo y a la ¢xS1 (Figura 8; Woolsey y Van
der Loos., 1970; Jones, 1983; Killackey, 1990; Woolsey, 1990).

El establecimiento de las relaciones topogréficas a lo largo de la via
trigeminal ocurre con base a tres procesos interdependientes. El primero de estos
procesos es el responsable de establecer las relaciones espaciales entre el ganglio
del trigémino y el nicleo homdénimo en el tallo cerebral. Esto ocurre alrededor
del dia 12 de gestacién, y parece estar determinado por un fenédmeno de
fasciculacién intrinseca de las aferencias primarias del nervio trigémino, asociado
a la apoptosis de neuronas ganglionares. Asi, existirdn fasciculos destinados a las
regiones dorsal, ventral, caudal y oral de la cara. Esta organizacidén primaria es
“impuesta” sobre la estructura de los nucleos del nervio trigémino en el tallo
cerebral cuando las aferencias primarias arriban a él, al mismo tiempo las vias

aferentes primarias han alcanzado a las neuronas del nucleo del nervio trigémino



e induciendo cierta organizacién en este relevo (edad gestacional 15), las
neuronas de este Gltimo sitio empiezan a extender sus procesos hacia el nucleo
VPM. Alrededor de la misma edad embrionaria, las neuronas talamicas también
inician el crecimiento de procesos en direccién a la cxS1. Una vez mas, tanto las
aferentes trigémino-taldmicas, como las tdlamo-corticales crecen ya fasciculadas.
En el caso de las primeras, su fasciculacion refleja aquella observada en las
aferencias primarias. Para las segundas, la fasciculacion refleja la organizacion
intrinseca del tdlamo en sus planos dorsomedial, ventrolateral y posteroanterior.
Esta organizacién serd més tarde impuesta sobre la estructura de la corteza
cerebral, y se refleja en ella como un gradiente de desarrollo que sigue
estrictamente los planos de diferenciacién celular. Una vez conectados todos los
relevos, y con base en los mecanismos celulares de adhesién, las topografias de
las aferencias trigémino-taldmicas y télamo-corticales finalmente coinciden

(Woolsey y Van der Loos., 1970; Jones, 1983; Killackey, 1990; Woolsey, 1990).

4. HIPOTESIS

Las alteraciones serotononinérgicas inducidas por DIU en ratas producen
retardo en la llegada de las fibras tdlamo-corticales, disminucién en la expresién
de la proteina transportadora de 5-HT y del receptor 5-HT en la formacion del
barril de la capa IV en la corteza somatosensorial, durante la primera semana de

vida posnatal.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar que la DIU en ratas produce retardo en la llegada de las fibras
talamo-corticales, disminucién de la expresién de la proteina transportadora de

5-HT vy del receptor 5-HT; en la capa IV de la corteza somato-sensorial primaria,



como mecanismos que expliquen el retraso de la formacién de los barriles

corticales.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el arribo de las fibras tdlamo-corticales en ratas controles y con
DIU durante la primera semana de vida extrauterina, mediante técnicas de
marcaje fluorescente.

2. Determinar el grosor de la cxS1 en los cortes coronales de ratas controles y
con DIU tefidos con Nissl utilizados para localizar el sitio de inyeccién del
marcador fluorescente.

3. Cuantificar la expresién del transportador de serotonina en ratas controles y
con DIU durante la primera semana de vida, a través de anticuerpos
especificos, utilizando técnicas de inmunohistoquimica y densitometria Sptica.

Cuantificar la expresién de los receptores 5-HTp en ratas controles y con

DIU durante la primera semana de vida, a través de anticuerpos especificos,

utilizando técnicas de inmunohistoquimica y densitometria ptica.



3.6 JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos se ha mostrado que ratas sometidas a desnutricion'
durante etapas fetales tienen elevada de la sintesis de 5-HT cerebral, que
continua durante la lactancia y la edad adulta. Esta elevacién es precedida de un
aumento en la concentracién de L-Trp y de la actividad de Tph, que a su vez esta
ocasionada por la elevacién de la fraccion libre de L-Trp plasmético, aminoéacido
esencial precursor de la sintesis de 5-HT cerebral (Manjarrez y cols., 1988, 19882,
1988k, 1992 y 2003). Este incremento de 5-HT, también se ha observado en la
cxS1 acompafiado de un retardo de dos dias en la aparicién de los barriles en
comparacién a los animales normales. Es interesante resaltar que los barriles no
reaparecen al disminuir la concentracién de 5-HT mediante la administracién de
PCPA (Gutierrez-Ospina y cols., 2002).

Todos estos hallazgos sugeririan que 5-HT juega un papel minimo en
establecimiento de la topografia y somatotopia de los barriles, pero no descarta
su papel bioldgico en la especificacion de la ¢xS1 y retraso en el tiempo de arribo
de las fibras taldmicas, probablemente debido a una disminucién en la expresién
del receptor 5-HT;z y SERT durante el periodo de la formacién de los barriles en

la capa IV de la cxS1.

! La desnutricién es definida como la condicién patoldgica derivada de la subutilizacién de los
nutrientes esenciales en las células del organismo.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 ANIMALES

Este proyecto se realizdé en el Laboratorio de Patologia Molecular de la
Unidad de Investigacién Biomolecular en Cardiologia del Hospital de
Cardiologia, Centro Médico Nacional, Siglo XXI, del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), Laboratorio de Biologia Integrativa, Departamento de
Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad
Nacional Auténoma de México y Laboratorio de Neurontogenia experimental,
Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias, Centro de Investigaciéon y
Estudios Avanzados (CINVESTAV), Instituto Politécnico Nacional. Este proyecto
fue aprobado por la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS, los
comités de investigacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
y del CINVESTAV conforme a las normas de uso y cuidado de los animales de
experimentacién, publicado en National Institute of Health (USA). El estudio se
llevé a cabo en un modelo experimental de DIU en rata.

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, hembras nuliparas, con peso corporal
promedio de 250 + 10 g. Durante dos semanas se adaptaron a las siguientes
condiciones ambientales: temperatura de 22 + 2° C, con ciclos de luz-oscuridad
12/12 h, humedad atmosférica entre 50 y 60%, con minima manipulacién.

Durante este periodo se mantuvieron con agua y alimento ad-/ibitum. El
alimento utilizado fue Lab Diet SP 14, cuya composicién es a base de 23% de
proteinas, 49% de carbohidratos, 4.5% de grasa, 6% de fibra y 8% de cenizas,
levadura de caraccoria, vitaminas y minerales (lisina, tiamina, alfa-tocoferol,

calcio, sulfato ferroso manganeso, entre otros micro nutrimentos).



Al término del periodo de adaptacién, las ratas se dividieron en dos
grupos: el grupo control (C) y el grupo experimental con desnutricién (D), a este
grupo se le proporcioné el 50% del alimento que consumié el grupo C en 24 h.

Este esquema de alimentacién se mantuvo durante dos semanas y al
término de este periodo las ratas de ambos grupos se aparearon con machos
alimentados normalmente. Durante la gestacién de ambos grupos C y D, se
mantuvieron bajo las mismas condiciones descritas.

Al nacimiento, las crias de cada grupo D y C se mezclaron entre si y se
redistribuyeron al azar a diferentes madres del mismo grupo, formé&ndose
camadas de 8 crias para disminuir las diferencias individuales y entre las camadas.
Se utilizaron las edades de uno, tres, cinco, siete, nueve y 11 dias posnatales. El
criterio de DIU que se utiliz6 fue una déficit mayor del 10% de peso corporal en
relacién a las crias controles en cada una de las edades utilizadas. El tamafo de la
muestra se calculé mediante la férmula N = [(1/q; + 1/q,) $? (Zo + ZPB)?] + E2
Con un valor a = 0.05 y B = 0.10, por este método fueron incluidos seis
animales por experimento para cada una de las edades de cada uno de los
grupos. La obtencién del tejido nervioso siempre se realizé entre las 9:00 y 11:00
h, a 4 °C. El manejo de los animales de experimentacion se hizo en el bioterio

del CINVESTAV, IPN, bajo las normas sanitarias y de ética vigentes.

6.2 ENSAYOS BIOQUIMICOS E INMUNOHISTOLOGICOS

1. Determinacion de las coordenadas para la ubicaciéon del nicleo VPM del

talamo en las ratas C y D de uno, tres, cinco y siete dias de edad posnatal.



Esta evaluacién se realizd en cortes coronales del cerebro tefiidos con la
técnica de Nissl.

2. Determinacién del arribo de las aferencias tdlamo-corticales mediante marcaje
fluorescente con DiA [4-(4-(dilinoleylamino)styryl)-N-methylpyridinium-4-
chlorobenzenesulfoname); Molecular probes], el cual se inyectd en el nucleo
VPM del tdlamo en ratas C y con DIU de uno, tres, cinco y siete dias (Liu y
cols., 1995).

3. Determinacién de la proteina transportadora de serotonina (SERT) y de
receptor 5-HT; por inmunohistoquimica en ratas C y con DIU de tres y siete
dias (Sur y Cowey. 1996, Hery y cols. 1999).

4. Determinacién de la concentracién de L-Trp y 5-HT en la cxS1 a través de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) en crias C y con DIU de

uno, tres, cinco, siete, nueve y 11 dias respectivamente (Peat y Gibb., 1983).

6.2.1 Técnica de Nissl

Se utilizaron cuatro animales C y con DIU a las edades uno, tres,
cinco vy siete dias, los cuales fueron anestesiados con pentobarbital sédico 40
mg/kg de peso corporal, perfundidos por via intracardiaca con solucion salina al
0.9% vy paraformaldehido (PFA; Sigma) al 4% en amortiguador de fosfatos (PB)
0.1 M. Los cerebros fueron extraidos del crdneo e incluidos en agarosa al 3%
para ser cortados con un vibratomo. Se obtuvieron cortes seriados de 200 um de
todo el cerebro, los cortes fueron montados en estricto orden en portaobjetos
previamente gelatinizados. Cuando los cortes montados estuvieron bien

adheridos al portaobjeto se tifieron con violeta de cresilo mediante la técnica de



Nissl. Las laminillas fueron lavadas con una solucién de formol 10% vy alcohol
etilico 100% volumen a volumen (v-v), se continué con alcoholes graduales
(Merck) del 100, 95, 80 y 70% durante un minuto en cada concentracién de
alcohol etilico. Después se lavaron los cortes, un minuto con agua corriente y
posteriormente se tifieron con una solucidén de violeta de cresilo (Sigma) al 1%
durante cinco minutos, en seguida los cortes se lavaron con agua corriente y se
continud la deshidratacion con alcoholes graduales del 70, 80 y 95%, a éste
altimo se le agrego de 250-500ul de acido acético glacial (Merck) y finalmente se
utilizé alcohol etilico al 100% durante un minuto. Se usé Xilol (Merck) para

aclarar el tejido y los cortes fueron sellados con cytoseal 60 (Stephens Scientific).

6.2.2 Marcaje de la via talamo-cortical

Para obtener iméagenes de la via tdlamo-cortical marcada, se necesitd la
ubicacién exacta del nucleo VPM del tdlamo, en donde se inyectd el marcador
DiA, Obtenidas las coordenadas del nticleo VPM mediante la técnica de Nissl, las
crias a las edades uno, tres, cinco y siete dias, controles y con DIU fueron
perfundidas via intracardiaca con solucién salina 0.9% vy después con una
solucién de PFA al 4% en PB 0.1 M pH 7.40. A continuacién, los animales
fueron decapitados, las cabezas se posfijaron en PFA al 4% por 10 dias a 4 °C.
Posterior a la posfijacidn, las cabezas fueron montadas en un esterotaxico, esto
permiti® ubicar exactamente las coordenadas de los nucleos VPM del tdlamo
para administrar 0.5 ul de una solucién de DiA al 2.5% disuelto en etanol al
100%. Una vez que se efectuaron las inyecciones, los cerebros fueron extraidos

del créneo y posfijados en PFA al 4% durante una semana a 37°C y una semana



a temperatura ambiente. Posteriormente, se obtuvieron cortes coronales de 150
um con un vibratomo, se montaron con Vectashield medio de montaje para
fluorescencia (Vector). El arribo de los axones taldmicos a la capa IV de la cxS1

fue evaluado mediante microscopia de fluorescencia.

6.2.3 Inmunohistoquimica

Ratas de las edades tres y siete dias posnatales, controles y con DIU fueron
perfundidas por via intracardiaca con solucién salina al 0.9 % seguida por una
solucién de PFA al 4% en PB 0.1 M, pH 7.40. Los cerebros fueron extraidos y
posfijados con la misma solucién adicionada con sacarosa al 20% hasta que los
cerebros tocaron el fondo del frasco (12 a 18 hrs, segin la edad de la cria). Al dia
siguiente los tejidos fueron bloqueados sobre una placa de acrilico con una
inclinacién de 10° y seccionados a 45° con relacién a la linea media del cerebro y
por detras del hipocampo, con el fin de obtener cortes coronales oblicuos con la
via tadlamo-cortical completa. Se congelaron los bloques de tejido con 2-
metilbutano (Sigma), previamente enfriado en hielo seco. De los bloques de
tejido se obtuvieron cortes coronales oblicuos de 30 um de grosor en un
criostato. Dichos cortes fueron colectados en pozos que contenian PB 0.1 M.
Después se les bloqued la peroxidasa endégena con peroxido de hidrégeno
(Merck) al 3% durante 15 min. En seguida los cortes fueron lavados 3 veces,
cada uno de los lavados duré 10 min, en agitacién constante, con una solucién
de PBS 0.1 M, con tritdn X-100 al 0.3% y suero de caballo al 3% para bloquear
las proteinas inespecificas durante 6 hrs, a temperatura ambiente y en agitacion

constante. Los cortes fueron incubados con anticuerpos primarios especificos



contra SERT y 5-HT;p (Chemicon, INC) diluidos 1:700 y 1:500 respectivamente
en PBS 0.1 M, tritén X-100 al 0.3% y Suero de caballo al 3% durante 18 hrs a 4
°C en agitaciéon constante. Después se lavaron los cortes 3 veces, cada uno
durante 10 min, con la misma solucién y fueron incubados con el anticuerpo
secundario anti-cobayo diluido 1:700 (Chemicon, INC) en PBS 0.1 M vy tritén X-
100 al 0.3% durante 3 horas a temperatura ambiente y en agitacién constante.
Los cortes fueron lavados 3 veces durante 10 min, con PBS 0.1 M vy tritén X-100
al 0.3% y posteriormente se incubaron con el complejo avidina 0.25% - biotina
0.3% (Kit AB Vector) durante 1.5 hrs, a temperatura ambiente y en agitacién
constante. Después se lavaron 3 veces durante 10 min con PBS 0.1 M vy
finalmente la ubicacién de las proteinas fue revelada con el Kit DAB (Vector) por
4 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Los diferentes cortes
seleccionados fueron montados sobre laminillas previamente gelatinizadas vy
selladas con cytoseal 60 (Stephens Scientific).

Con el objeto de evaluar los cambios de la expresion de la proteina
transportadora de 5-HT y del receptor 5-HT;z en controles y con desnutricién
intrauterina, se midié la densidad de la marca en el interior de los barriles. Se
capturaron y digitalizaron las imagenes de los barriles de la cxS1 y zonas
interbarril, regiones que sirvieron como controles internos. En las iméagenes se
determind la transmitancia de cada uno de los barriles y zonas interbarril por
cada corte. El andlisis de las imagenes se realizé con el programa “lmage J” vy
para estandarizar la densidad se utilizd6 la escala de grises universal para
fotografia de Kodak. Una vez obtenida la estandarizacién del programa, se

contrastaron los valores de transmitancia promedio de los barriles de la cxS1 con



zonas interbarril. Los resultados para cada grupo fueron presentados como las

diferencias entre la cxS1 y zonas interbarril para cada grupo y condicién.

6.2.4 Grosor de la corteza somatosensorial

Se utilizaron los cortes tefiidos con Nissl para evaluar el grosor de la cxS1
por edad para cada uno de los grupos, C y con DIU, mediante el programa
“Image J” previamente calibrado. Se trazaron lineas en los cortes desde la capa |
hasta la parte mas profunda de la capa VI en la regién del subcampo de los
barriles postero-medial de la <xS1. Este subcampo corresponde a la
representacién somatosensorial de los bigotes en la cara de la rata. Se hicieron
dos mediciones en cada corte en cada uno de los hemisferios en cuatro crias de

cada uno de los grupos del estudio.

6.2.5 Determinacion de la concentracién de 5-HT

La 5-HT en la cxS1 fue determinada por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) de acuerdo al método de Peat y Gibb., (1983). La cxS1 fue
desproteinizada con una solucién de HCIO, 0.1 N, méas metabisulfito de sodio 4
mM en una relacién 1:3 peso/volumen (p/v), fue homogeneizada en un
homogeneizador Glas Col Instruments, a una velocidad de 1,000 rpm durante 10
segundos. A continuacién se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C;
después el sobrenadante fue separado vy filtrado en una membrana de nylon de
0.45 um de tamafio de poro. Posteriormente, 20 pl del filtrado fueron
inyectados al HPLC (Waters corporation), utilizando una columna de simetria C;g

de fase reversa de 5 um de tamafo de particula, 3.9 x 150 mm de longitud



(Waters corporation). Se usé un sistema binario de una solucién de fosfato de
potasio monobésico 2 mM, pH 3.50 mé&s &acido heptanosulfénico 1 g/L de
solucién y una mezcla de metanol/agua en una relacién de 3:2 v/v, a razén de
un mililitro por minuto. La determinacién de la 5-HT se realizé6 mediante un
detector fluorométrico (Waters Modelo 474), con una excitacién de 290 nm y
330 nm de emisién. La respuesta fue obtenida mediante un sistema analogo
Milenium 32 y la concentracién fue considerada como la altura méxima de la
sefal, de acuerdo a una curva estdndar de cantidades conocidas de 5-HT y fue

expresada en ng/g de tejido fresco.

6.2.6 Determinacion de la concentracién de L-Trp

Las cxS1 fueron pesadas y homogeneizadas en HCIO, 0.1 M vy
metabisulfito de sodio 4 mM en una relacién 1:3 p/v, con un homogeneizador
Thomas de émbolo de tefléon de 10 mm de didmetro, a una velocidad de 1500
rpm en un rotor Glas-COL (Therre Haute, USA) durante un minuto. El
homogeneizado fue centrifugado a 15 000 g durante 15 min a temperatura
ambiente, el sobrenadante fue filtrado en una membrana de nylon de 0.4 um de
didmetro de poro. Veinte ul del sobrenadante fueron inyectados al HPLC. Se
utilizé el mismo sistema de elusién y las mismas condiciones descritas para la
determinacién de 5-HT. La respuesta fue cuantificada por un sistema analogo
Millenium 32 descrito previamente. La concentracion del aminoéacido fue
determinada a través de los picos méximos de las sefales expresadas en mV y
correlacionados a una curva estandar de concentraciones conocidas de L-Trp. Las

cantidades de L-Trp se expresaron en ug/g de tejido fresco.



6.3 MANEJO ESTADISTICO

Se formaron bases de datos, se hicieron cuadros de salida en cada una de
las mediciones de los diferentes grupos del estudio. Se obtuvieron los promedios,
las desviaciones estdndar y un nivel de significacion de p<0.05 para la
comparacién entre los grupos a las diferentes edades del estudio a través de las
pruebas de #de Student para evaluar el peso corporal de las crias, el grosor de la
corteza y las concentraciones de L-Trp y 5-HT. U de Mann Whitney para evaluar
la expresion de SERT y 5-HT;; y ANOVA de dos vias para evaluar el peso

corporal de las ratas gestantes.



7. RESULTADOS

7.1 Pesos corporales

En la figura 9 se muestra el peso corporal de las ratas hembra durante las
etapas pregestacional, gestacional y en la lactancia. Al inicio de la etapa
pregestacional no se observé diferencia significativa entre ambos grupos control
y con desnutricién. Posteriormente, las ratas sometidas a desnutricién tuvieron
disminucién significativa (p<0.001) del peso corporal desde la etapa
pregestacional. El déficit de peso fue de 17 % antes de la gestacién, 29 %
durante la gestacion y 28 % durante la lactancia en relacién con las ratas
controles (ANOVA de 2 vias, edad/condicién nutricional, F=15.6, Fn=4,
DFd=60). El peso corporal de las crias controles y con DIU se muestran en la
figura 10. Como se puede observar el patrén que mostré el grupo C fue
ascendente desde el nacimiento hasta los 11 dias de vida posnatal. Ademés, en la
misma figura se ilustra el patrén del grupo con DIU. Aunque el patrén fue similar
al mostrado por el grupo C, los valores del peso corporal en los animales del
grupo con DIU siempre fueron significativamente mas bajos (p< 0.001; prueba

“tde Student™).



Peso corporal de ratas hembra durante las etapas pregestacional,
gestacional y en la lactancia
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Figura 9. Pesos corporales de ratas madres controles (barras blancas) y desnutridas (barras rayadas) a lo
largo del estudio. Valores promedio = DE de 50 animales. F= 15.6, Fn=4, DFd= 60 ANOVA y t de

Student, * p< 0.001.

Peso corporal de las crias controles y con desnutricion intrauterina

*k I E

25-
S 204
©
S5 15
=2
8 10- *
8 *
S
O-
1 3

5 7 9 11
Dias

Figura 10. Ganancia de peso corporal de las crias durante el desarrollo. Cada columna representa el
valor promedio de 32 animales + DE por grupo. Controles (barras blancas) y con desnutricion intrauterina



(barras negras). Las diferencias entre los grupos fueron determinadas por la prueba t de Student. #x* p <
0.05; = p <0.001.

7.2 Grosor de la cxS1

El grosor de la cxS1 en ambos grupos de crias se presenta en la figura 11. El
grupo C tuvo un patrén de crecimiento progresivo desde el nacimiento hasta los
nueve dias. De igual manera el grupo con DIU incrementé el grosor de la cxS1
durante este periodo, sin embargo, estas crias mostraron un déficit significativo
desde el nacimiento hasta los cinco dias de vida extrauterina en comparacién con
el grupo C (p< 0.05; prueba “# de Student”). Después no se observaron

diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 11. Grosor de la cxS1 en ratas de uno hasta los 11 dias posnatales. Cada columna representa el
valor promedio de 25 mediciones + DE por edad. Controles (barras blancas) y con desnutricion
intrauterina (barras negras). Las diferencias entre los grupos fueron determinadas por la prueba t de
Student. ** p <0.05; * p <0.001.

7.3 Concentracién de L-Trp

La figura 12 muestra la concentracién de L-Trp en la cxS1 en crias controles

y con DIU. Como se puede observar, las concentraciones de L-Trp en los



animales controles disminuyen gradualmente desde el nacimiento y hasta el dia
nueve de vida posnatal. Un patrén semejante se observa en las crias con DIU.
No obstante, las concentraciones de L-Trp fueron significativamente (p<0.001)
mas altas en éste grupo de animales, en todos los dias analizados (prueba “# de

Student”).

15- L-Triptofano

ug/ g tejido fresco

Dias

Figura 12. Concentracion de L-triptéfano en la cxS1 de animales controles (barras blancas) y sometidos a
desnutricion intrauterina (barras negras). Cada columna representa el valor promedio + DE de seis
experimentos efectuados por duplicado. Las diferencias fueron determinadas por la prueba t de Student.
* p <0.001.

7.4 Concentracion de 5-HT

La concentracién de 5-HT expresada en nanogramos por gramo de tejido
hdmedo en la cxS1 en animales C y con DIU se ilustran en la figura 13. Se observa
que el grupo C presenté un aumento gradual del neurotransmisor desde el
nacimiento y hasta los 11 dias de edad posnatal. El grupo con DIU también

mostré un patrdn similar en el incremento gradual de la concentracion de 5-HT



sin embargo, la concentracién de 5-HT fue significativamente mas alta en

comparacion a las crias normales en todas las edades estudiadas (p<0.001).
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Figura 13. Concentracion de serotonina en la cxS1 de animales controles (barras blancas) y sometidos a
desnutricidn intrauterina (barras negras). Cada columna representa el valor promedio + DE de seis
experimentos efectuados por duplicado. Las diferencias fueron determinadas por la prueba t de Student.
*p <0.001.

7.5 Marcaje de los axones tdlamo-corticales

En la Figura 14 se muestra los axones tadlamo-corticales marcados con DiA
en los dias uno, tres, cinco y siete posnatales en ambas condiciones C y con DIU.
Los axones talamicos en los animales C alcanzaron la corteza al nacimiento;
observandose el mismo patrén de llegada de las fibras en las crias con DIU.
Después, estos axones se segregaron en columnas a partir de los 3 dias de edad
en ambos grupos y a partir del quinto dia de vida posnatal, se pudo observar

claramente el componente citoarquitectdnico tdlamico.



Control DIU

DP1

DP3

DP5

DP7

Figura 14. Fotomicrografias que muestran cortes coronales de la capa IV de la cxS1.Las flechas sefialan
el grupo de axones talamo-corticales marcados con DiA en ratas controles y con DIU a las edades de
uno, 3, 5y 7 dias. Note la similitud de los patrones de desarrollo axonal presentados en ambos grupos de
animales. Escala DP1-DP5 =500 pum y DP7 = 300 pm.



7.6 Inmunorreactividad de SERT

Las crias C mostraron aumento de la marca entre los dias tres y siete
posnatales. Las crias con DIU mostraron disminucidn significativa (p< 0.05) de la
inmunoreactividad del SERT al compararlas con las crias C durante el periodo
estudiado (prueba “U de Mann Whitney”, figura 15).
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Figura 15. A) Fotomicrografias de secciones coronales de la capa IV de S1 durante el desarrollo. Las
flechas muestran las aferentes talamo-corticales inmunorreactivas al SERT. B) Grafica que ilustra la
densidad optica de SERT a las edades de 3y 7 dias posnatales. Cada columna representa los valores
promedio de 20 imagenes por animal de 6 animales + DE. Columnas blancas representan el grupo
control; las columnas negras corresponden al grupo con DIU. Las diferencias fueron determinadas por la

prueba U de Mann Whitney. ** p < 0.05.



7.7 Inmunorreactividad de 5-HTg

En la figura 16 se muestra el patrén de expresién de la inmunoreactvidad
del receptor 5-HT;p, en ambas condiciones C y con DIU a los tres y siete dias de
edad posnatal, donde se puede observar un aumento no significativo a los tres
dias posparto en los animales con DIU y una disminucién significativa de la

inmunoreactividad a los siete dias de edad en relacién a las crias normales (p<

0.05).
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Figura 16. A) Fotomicrografias de secciones coronales de la capa IV de la S1 durante el desarrollo. Las
flechas muestran la inmunorreactividad a 5-HT1g en los barriles. B) Grafica que ilustra la densidad dptica
de 5-HTig a las edades de 3 y 7 dias posnatales. Cada columna representa los valores promedio de 20
imagenes por animal £ DE. Las columnas blancas representan el grupo control; las columnas negras
corresponden al grupo con DIU. Las diferencias entre los grupos fueron determinadas con la prueba U de

Mann Whitney. ** p < 0.05.



8. DISCUSION

Existe evidencia experimental que sustenta que la buena nutricién en la
madre, antes de la gestacion, durante el embarazo y en la lactancia, es uno de los
principales factores que participan en el crecimiento y desarrollo temprano del
individuo. Ademas, durante la gestaciobn debe de existir una apropiada
integracion de factores maternos y fetales. Cuando estos elementos no se logran,
se produce la DIU (Levitsky, 1975; Manjarrez y cols., 1988, 19882, 1988, 1992;
Morgane y cols, 1993 y 2002). Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo
muestran que las ratas hembras sometidas a un régimen de restriccion de
alimento del 50% de lo que comieron las ratas controles, tuvieron una déficit
significativa del peso corporal antes de la gestacién, durante el embarazo y en la
lactancia. Estos datos sugieren que la buena alimentacién en la madre, es un
factor primordial que permite al feto tener los nutrimentos necesarios para un
adecuado crecimiento y desarrollo durante la vida fetal y en la lactancia
(Levitsky, 1975; Manjarrez y col., 1988, 19882, 1988, 1992; Morgane y cols,
1993 y 2002).

Por otro lado, los resultados de las diferentes medidas somatométricas
realizadas a las crias en este estudio, confirman una vez mas que la DIU genera
un retraso del crecimiento fisico. En casos extremos de desnutricidén, existe un
desequilibrio entre los diferentes mecanismos homeostaticos que regulan el
crecimiento fetal y posnatal (Manjarrez y cols., 1988, 19882, 1988t 1992;
Morgane y cols, 1993 y 2002). Asimismo, se confirma que las medidas
somatométricas se afectan mas que las cerebrales, esto sugiere que el cerebro

posee mecanismos que lo protegen de eventualidades nutrimentales y/o



metabdlicas. El hallazgo referido, es similar a lo observado en neonatos humanos
desnutridos. En éstos, al reanudar el crecimiento producto de la mejora
nutricional desde la etapa neonatal se corrigen los incrementos diarios de peso y
talla con relacién a la edad 6sea (D “Amato y cols., 1987; Rubenstein, 1998).

Ademés de los cambios en el crecimiento fisico, la DIU es capaz de
producir alteraciones metabdlicas mas especificas. Uno de estos cambios es el que
se ha mostrado para el sistema serotoninérgico cerebral, ya que desde la etapa
fetal existe un aumento de la sintesis de la 5-HT, precedida de un aumento de la
concentracién de L-Trp tisular. Esto a su vez es un efecto secundario a un
aumento de la fraccién libre (FL) del L-Trp plasmatico. La FL del L-Trp ingresa al
cerebro a través de la BHE y una vez captado por las neuronas serotoninérgicas
estimula la sintesis de 5-HT (revisado en Manjarrez y cols., 1988, 19882, 1988e,
1992, 2003). En estos animales desnutridos se ha observado una elevacién
crénica del L-Trp cerebral, ademas un aumento de la afinidad de la Tph 2 por el
L-Trp y una mayor actividad de la enzima por mecanismos de fosforilacién en
donde interviene el AMPc, el IP;, el diacilglicerol y la proteina cinasa Il
Ca?*/calmodulina dependiente, (Manjarrez y cols., 1988, 19882, 1988t 1992,
2003).

Los resultados de este trabajo confirman una vez més que las crias con
DIU tienen una elevacién de la concentraciéon de 5-HT en la cxS1, desde el
nacimiento hasta los 11 dias de edad posnatal (Gutierrez-Ospina y cols., 2002),
periodo en el cual la serotonina juega un papel importante en la corticogénesis y
sinaptogénesis, ya que cambios en la disponibilidad de serotonina, afectan el

ensamblaje de los circuitos neuronales, el ndmero de sinapsis y la



morfoarquitectura (Lauder, 1993; Levitt y Rakic., 1997; Persico y cols., 2000;
Laurent y cols., 2002). Estas alteraciones pueden ser la causa de algunas
patologias neuropsiquiatricas que se presentan a lo largo de la vida en los
humanos, como son el autismo, la depresién, la mioclonia, las convulsiones, la
hiperactividad en los nifios y algunos tipos de retraso mental (Hoyer y cols.,
1994; Hartig y cols., 1996; Siegel y cols., 2006).

Se ha mostrado que las neuronas serotoninérgicas del rafe rostral envian
axones a partir del dia 15 de la gestacién que arriban al telencéfalo al dia 17,
ingresan al neopalium a través de dos grupos de fibras, uno superficial y el otro
profundo (D“Amato y cols., 1987). Ademas existe otro grupo de fibras nerviosas
procedentes del rafe medio y dorsal que llegan a la corteza cerebral después del
nacimiento e inervan principalmente la capa IV de la ¢xS1 (D"Amato y cols.,
1987). La capa IV de la cxS1 estd formada por un conjunto de agrupaciones
citoarquitecténicas conocidas como barriles, cada barril representa una vibrisa y
estd constituida por diferentes elementos histoldgicos, de los cuales las aferencias
tadlamo-corticales y las fibras nerviosas de las neuronas estelares espinosas forman
una fraccién importante (Woolsey y Van der Loos., 1970; Jones, 1983; Killackey,
1990; Woolsey, 1990). También se encuentran interneuronas y una estrecha
relacién de fibras nerviosas que interconectan ambos hemisferios cerebrales y una
importante inervacién serotoninérgica procedente de los nucleos del rafe rostral
(Woolsey y Van der Loos., 1970; Jones, 1983; Killackey y cols., 1983; Killackey,
1990; Woolsey, 1990). Ademas durante las dos primeras semanas de vida
extrauterina se ha observado que la via tdlamo-cortical somatosensorial, muestra

inmunoreactividad a la 5-HT y la expresiéon de receptores 5-HTyz (Blue y cols.,



1988; Leslie y cols., 1992; Manssour-Robaey y cols., 1998). También durante este
periodo de formacién de la cxS1 existe expresiéon de SERT (Manssour-Robaey y
cols., 1998; Boylan y cols., 2000). Después de este periodo de desarrollo, las
fibras serotoninérgicas transitorias disminuyen progresivamente al numero
observado en la edad adulta (Bennett-Clarke y cols., 1991; Lebrand y cols.,
1996). Ademas, en diversos estudios experimentales se ha observado que la
mayor disponibilidad de serotonina en la cxS1 en ratones deficientes de
monoamino-oxidasa A o en ratas tratadas con clorgilina (agonista
serotoninérgico), existe un cambio de la llegada de las fibras tdlamo-cortical a su
sitio especifico en la capa IV, ademas un retardo en la formacién de los barriles
corticales (Lebrand y cols., 1996; Cases y cols., 1996). Es importante hacer notar
que estas alteraciones morfoestructurales revierten en animales tratados con
PCPA, molécula que inhibe la sintesis de 5-HT cerebral (Cases y cols., 1996). Sin
embargo, en resultados de este laboratorio se han observado que las crias que
fueron sometidas a DIU presentaron un retraso en la aparicion de los barriles
corticales. Estos efectos no revierten con el tratamiento con PCPA. Por lo tanto,
todos estos hallazgos, en conjunto, nos permiten plantear que la 5-HT pudiera
influir en el establecimiento de la topografia y somatotopia de los barriles

corticales.

La hipdtesis de este trabajo fue que las alteraciones serotononinérgicas
inducidas por la DIU en ratas produce retardo en la llegada de las fibras talamo-
corticales, disminucién de la expresién de la proteina transportadora de 5-HT y
del receptor 5-HT3 en la capa IV de la ¢xS1 durante la primera semana de vida

posnatal, como mecanismos que expliquen el retraso de la aparicién de los



barriles corticales observado en estas ratas con DIU (Gutierrez-Ospina y cols,
2002). Estos resultados muestran que no existidé un retardo de la llegada de las
vias taldmicas a la cxS1 en estas crias desnutridas, ya que se observd el mismo
patrén de crecimiento espacio-temporal de los axones taldmo-corticales en

ambas crias, normales y desnutridas desde la etapa fetal.

Se conoce que en la formacién de los barriles, no sélo depende del
crecimiento, llegada y segregacion de los axones talamo-corticales, sino también
de la organizacién de las neuronas estelares espinosas y principalmente del
remodelamiento de sus dendritas (Erzurumlu y Kind., 2001; Datwani y cols.,
2002). Asi, se propone que la DIU retarda el remodelamiento de las dendritas de
estas neuronas estelares espinosas, lo que explicaria el retraso de dos dias en la
formacién de los barriles en la capa IV de la cxS1. Por lo tanto, parece razonable
plantear que la DIU no necesariamente retrasa la progresion de todos los
procesos de desarrollo cerebral. {(Entonces cuél podria ser el mecanismo por el
que la DIU afecte el remodelamiento dendritico? Los presentes resultados no
contestan directamente esta importante pregunta. Sin embargo, basados en las
observaciones efectuadas en ratones knockout del receptor NMDA en los que
también se observaron retrasos en la formacién de los barriles debido al retardo
de la reorganizacién dendritica, a pesar del arribo y desarrollo normal de la via
tadlamo-cortical (Datwani y cols., 2002). Suponemos que la inadecuada actividad
glutamatérgica conlleve a una desincronizacion de los procesos de desarrollo de
los axones y dendritas de los barriles en los animales con DIU (Erzurumlu y
Kind., 2001; Datwani y cols., 2002). En apoyo a esta posibilidad se ha reportado

que existe una disminucién de la concentracién de glutamato en la corteza



cerebral (Rotta y cols., 2003). Por otra parte, se conoce que la 5-HT disminuye
la liberacidn de glutamato a nivel presindptico a través de la activacién del
receptor 5-HT;s (Laurent y cols., 2002). Asi, cuando el glutamato estd presente
en concentraciones bajas, facilita la ramificaciéon axdnica y el crecimiento de las
espinas. Por el contrario, cuando glutamato esta presente en concentraciones
elevadas, inhibe el crecimiento axonal y el de las espinas de las neuronas
estelares espinosas de la capa IV de la cxS1. En este estudio se observd un
aumento significativo de la disponibilidad de la 5-HT en el &rea de los barriles.
Esto sugiere que probablemente también exista una inhibicién importante de la
liberacion de glutamato en estos animales con DIU. Aspectos que se esta

estudiado actualmente en el laboratorio.

Ademas los resultados obtenidos en las crias desnutridas mostraron una
mayor expresion de los receptores 5-HT;z en la ¢xS1 al tercer dia de vida, ain
cuando existi6 un aumento de la concentracién de 5-HT. Estos hallazgos
permiten sugerir que la regulacién descendente de la expresién del receptor 5-
HTp durante la vida fetal y al nacimiento, no depende de la concentracién del
neurotransmisor en el espacio sindptico, pues se esperaria una menor expresion
de estos receptores en los animales desnutridos, tal y como ha sido mostrado en
los animales adultos (Manjarrez y cols., 2003). Es posible que existan otros
factores involucrados en la regulacidén de la expresién de los receptores 5-HTig
durante la vida fetal, que podrian formar parte de un mecanismo diferente a lo
que se ha observado en el cerebro adulto (Manjarrez y cols., 2003). También se
observé que la expresion de los receptores 5-HTg en los animales desnutridos a

los 7 dias de edad posnatal disminuye significativamente con relacién a los



animales controles, por lo que se concluye que la DIU produce disminucién de la
expresion de los receptores 5-HTip, secundario a una elevaciéon de la
concentraciéon del neurotransmisor en la cxS1, una vez que el sistema

serotoninérgico se encuentra en franco crecimiento y organizacién neuronal.

Se conoce que el principal factor que regula la expresidon de los receptores
5-HT;; en la membrana del soma y en las terminales nerviosas de las neuronas es
la concentracién del neurotransmisor. La unién del neurotransmisor al receptor
desencadena una serie de eventos bioquimicos que traen como consecuencia la
regulacién de la expresiéon de estos receptores. Por ejemplo existe evidencia que
el aumento intracelular de Ca?* y AMPc esté relacionado con los mecanismos de
activacién y expresion de los receptores en la membrana celular a través de
mecanismos moleculares ya confirmados (Laurent y cols., 2002; Salichon y cols.,
2001). Los procesos de sensibilizacion o desensibilizacién de los receptores estéan
asociados al aumento o disminucién del nimero de receptores o bien a
modificaciones en su acoplamiento con otras proteinas del sistema de
transduccién de la sefal en las células (Abdel-Majid y cols., 1998). En el presente
trabajo se demostrd en los animales con DIU una disminucién significativa de la
expresion de 5-HT en el dia 7 de edad posnatal, este hallazgo sugiere que la
desnutricién reduce el nidmero de receptores 5-HTz en la ¢xS1. Con base a este
resultado, se propone que la DIU produce una desensibilizacion del receptor 5-
HT;z en la ¢xS1 como mecanismo que puede explicar la activacién crénica del
sistema serotoninérgico y el retraso de la formacién de los barriles en la cxS1

observado en estos animales desnutridos durante la vida fetal.



Otro hallazgo atractivo observado en este estudio en los animales
controles fue un aumento significativo de la expresiéon de SERT en la cxS1
durante el periodo posnatal estudiado. Esto puede ser debido a una sobre
expresion transitoria de esta proteina, es probable que la cantidad de SERT
innecesaria pueda ser eliminada en el curso del desarrollo. Por lo tanto, SERT
puede ser una proteina denominada programable, que dependiendo del nivel de
estimulacién, pueda permanecer o no (Huether y cols., 1997; Hansson y cols.,
1998; Murphy y Lesch., 2008). Es importante hacer notar que las crias
desnutridas, no presentaron el mismo patrén de desarrollo de SERT que las crias
normales, sin embargo, tuvieron una menor expresidn de esta proteina a partir
del nacimiento. Este hallazgo es interesante puesto que se sabe que SERT se
expresa transitoriamente en las fibras talamicas, recapturando a la serotonina y
transportandola en forma retrégrada a los cuerpos neuronales del tdlamo. Este
resultado indica que SERT desempefia un papel importante en la regulacién de la
concentracién de serotonina a nivel cortical. Al mismo tiempo, el receptor 5-
HT;p se expresa transitoriamente sobre las terminales talamo-corticales
procedentes de las neuronas del ndcleo VPM del tdlamo. La presencia de esta
maquinaria bioquimica funcional que regula, recaptura y libera 5-HT puede
participar en la formacién de la estructura fina de los barriles. Alternativamente,
la serotonina puede ser liberada en el complejo VPM desde las neuronas
taldmicas, regulado de esta manera la actividad tdlamocortical y/o la inervacién
serotoninérgica procedente de los nucleos del rafe hacia el tdlamo, coordinando

asi las sefiales entre ambas estructuras neuronales (D ”Amato y cols., 1987).



Por otro lado, se ha propuesto que SERT tiene la funcién principal de
recapturar 5-HT del espacio sindptico y transportarla hacia el interior de la
terminal nerviosa, en donde es rdpidamente metabolizada por la monoamina
oxidasa tipo A. Ademas es parte fundamental en la regulacién del recambio de
serotonina, ya que se ha observado que presenta dos sitios de fosforilaciéon en su
molécula que son modulados a través de segundos mensajeros, uno de ellos
corresponde a la proteina cinasa A dependiente de AMPc y el otro es
dependiente de la proteina cinasa C. El primero regula la expresion del
transportador en la membrana celular y el otro participa en la regulacién de su
afinidad (Huether y cols., 1997). Estos hallazgos sugieren que la afinidad y la
densidad de SERT a nivel presindptico pueden también ser sujetos a mecanismos
celulares de regulacién, similares a los que estdn sometidos los receptores
serotoninérgicos (Huether y cols., 1997).

Asi pues se ha observado en ratas que fueron sometidas a una restriccion
de alimento por largo plazo, una regulacidn descendente de la expresidon de
SERT en la corteza cerebral. Este cambio solo ha sido demostrado en ratas
jovenes y no se presenta en los animales viejos (Huether y cols., 1997). Esta
alteracién podria ser debida a una disminucién de la concentracién de AMPc y
una reduccién de la actividad de la proteina cinasa A, a su vez resultado del
aumento de la concentracién de serotonina cerebral, situacién similar a lo que se
ha demostrado en los animales desnutridos /n dtero (Huether y cols., 1997).

Con base en los presentes resultados, se propone que la desnutricién in
utero puede producir una desensibilizacion del receptor 5-HT;z y SERT como

mecanismos que pueden explicar el retraso de la aparicién de los barriles



observado en las crias desnutridas durante el periodo critico de desarrollo de la
cxS1 (Medina-Aguirre y cols., 2008). Asimismo, los resultados sugieren que los
barriles se ensamblan siguiendo un modelo de dos pasos. El primero se refiere a
que los axones puntualmente ocupan su lugar en la capa IV de la cxS1; el
segundo paso corresponde a que las dendritas se remodelen y definan los bordes
de los barriles. En este modelo, axones y dendritas pueden parcialmente crecer
independientemente unas de otras (Ye y D Ercole., 2006). Esta hipotesis se
apoya en los resultados previamente sefialados que muestran que los axones y
las dendritas comparten los campos sinaptogénicos y que pueden estar listos para
formar sinapsis en diversos tiempos (Datwani y cols., 2002). Asi, axones vy
dendritas en los barriles tiene periodos criticos diferentes, que los hacen
diferencialmente vulnerables a las influencias externas (Erisir y Dreusicker., 2005;

Ye y D" Ercole., 2006; Katagiri y cols., 2007) como la DIU.



9. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

La DIU produce disminucidn del crecimiento fisico, reflejado por la reduccién
del peso corporal y el grosor de la corteza cerebral.

Los presentes resultados confirman que en la cxS1 de las ratas desnutridas
durante la gestacién tienen un aumento de la sintesis de 5-HT, secundario a
una elevacién de la concentracién del L-Trp tisular.

La expresién de la proteina transportadora de serotonina y del receptor 5-
HT;p disminuyeron significativamente.

La disminucidon de la expresion de receptor 5-HT;; y de la proteina
transportadora de serotonina en los animales con DIU, sugiere que
probablemente el mecanismo que regula su expresion no dependa de la
concentracién de 5-HT, como se ha demostrado en el cerebro de rata adulta.
Asi pues, DIU produce cambios moleculares finos a nivel de las estructuras del
barril en formacién que podrian ser los responsables a largo plazo de una

disfuncién de la cxS1.
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Abstract

Barrel formation is delayed in nutritionally restricted rats. The underlying cause of such delay is yet unclear. Because barrels appear upon
the arrival of somatosensory thalamo-cortical afferents and the reorientation of the dendritic arborizations of cortical spiny stellate neurons, it
is likely that at least one of these processes is altered by nutritional restriction. Also, the serotoninergic afferent system has been implicated in
regulating barrel segregation and growth during early postnatal life. We then evaluated the pattern of immunostaining of the serotonin
transporter (SERT) and of the serotonin receptor 1B (5-HT,g), as well as the growth and arrival time of somatosensory thalamo-cortical
afferents, to infer the contribution of these elements in the delayed formation of barrels observed in nutritionally restricted rats. It was found
that the rates of development and the segregation of thalamo-cortical fibers were normal in nutritionally restricted rats. SERT, but not 5-HT;
immunoreactivity, was decreased in the primary somatosensory cortex during barrel specification. The availability of both proteins in
nutritionally restricted rats was lower than that observed in their well fed counterparts at later developmental times. It is concluded that the
delayed formation of barrels observed in nutritionally restricted rats is due to a retarded reorientation of dendritic arbors of cortical neurons.
This might happen as a secondary effect of decreasing the availability of SERT and/or increasing the availability of 5-HTp receptor early in
postnatal life.
© 2007 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction (Woolsey and Van Der Loos, 1970). These barrels represent

collections of mechanosensory receptors localized underneath

The primary somatosensory cortex (S1) in rodents contains a
body representation formed by cytological units termed barrels

Abbreviations: DAB, diaminobenzidine; DIA, lipophylic dye 4-(4-(dilino-
leylamino) styryl)-N-methylpyridinium 4-chlorobenzenesulfonate; PD, post-
natal day; SERT, serotonin transporter; 5-HT;g, serotonin receptor 1B; SI,
primary somatosensory cortex.
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the skin surface. Barrels appear in S1 during the first 3-5 days
of life in mice and rats (Killackey and Belford, 1980). Some
experimental manipulations, however, delay the emergence of
barrels (Datwani et al., 2002; Vondokmai, 1980; Gutiérrez-
Ospina et al., 2002). This sort of manipulation is related to the
nutritional status of the organism. Both, postnatal protein
restriction (Vondokmai, 1980) and pre- and postnatal protein-
caloric restriction (Guti€rrez-Ospina et al., 2002) delay the
emergence of barrels by about 2 days in rats. The cause of such
a delay has not been established. Because it is generally
believed that the rate of development slows down in under-
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nourished animals, one might imagine that delayed barrel
formation in nutritionally restricted rats reflects the retarded
development of axons and dendrites.

Barrels are formed of different cellular components. These
elements are differentially distributed in two basic barrel
compartments called the hollow and the wall. Hollows are rich
in axons, dendrites and synapses (Patel-Vaidya, 1985; White
and Peters, 1993; White et al., 2004). They also contain
relatively few neuronal bodies and a percentage of glial and
vascular elements (Patel-Vaidya, 1985). The origin of axons
reaching the barrel hollows is heterogeneous. Some of them
arise from neurons located in sub cortical structures (e.g.,
ventro-postero-medial nucleus of the thalamus; Miller et al.,
2000), others arise from neurons placed in the ipsilateral or
contra-lateral cerebral cortex (e.g., Bernardo et al., 1990a,b).
Dendrites within barrel hollows arise from local neurons
(Woolsey et al., 1975). Barrel walls, on the other hand, are
formed predominantly by neuronal bodies that organize in a
scaffold-like structure (Woolsey and Van Der Loos, 1970). For
barrels to emerge in the developing S1, all of the above
neuronal elements are subjected to a process of reorganization.
Such reorganization has been best documented for the terminal
branches of thalamo-cortical afferents and dendrites of stellate
neurons both located in layer IV. Accordingly, barrels do not
emerge in S1 until the bundles of somatosensory thalamo-
cortical afferents reach layer IV and segregate. At this time, a
few of the axonal branches misrouted are retracted, thus
specifying the territories that will become barrel hollows
(Senft and Woolsey, 1991; Agmon et al., 1993, 1995; Rebsam
et al., 2002). On the other side of the synaptic partnership,
dendrites of stellate neurons must be remodeled during barrel
formation. Indeed, dendritic arbors of stellate neurons reorient
towards the incoming thalamo-cortical bundles, through a
process of dendritic pruning and oriented growth (Greenough
and Chang, 1988). This process defines barrel walls. As one
might guess, both of the processes described must occur in
concert, synchronized in time and space, for barrels to form
correctly (see Datwani et al., 2002 for an illustrative example).
Nutritional restriction could then be altering the temporal
coordination of the development of axons and dendrites, and
not necessarily slowing down their rate of synchronized
growth.

Increasing evidence supports the view that serotonin is a
major growth factor for somatosensory thalamo-cortical
afferents (Cases et al., 1996; Levitt et al., 1997; Lane et al.,
2006; Vitalis and Parnavelas, 2003). In fact, it has been
suggested that serotonin is taken up and released by developing
somatosensory thalamo-cortical terminals. Serotonin may then
control the growth of this afferent system through a process
mediated by the serotonin receptor 15 (SHT,p; Salichon et al.,
2001; Rebsam et al., 2002). In rats subjected to nutritional
restriction not only the emergence of barrels is delayed, but
their size is also reduced (Vondokmai, 1980). This occurs
despite the fact that serotonin levels in S1 are increased in rats
subjected to nutritional restriction (Manjarrez et al., 2001;
Gutiérrez-Ospina et al., 2002). It might then be that
somatosensory thalamo-cortical afferents in rats subjected to

nutritional restriction have a decreased expression of the
serotonin transporters (SERT) and/or of the SHT g receptors.

Hence, in the present work, we studied whether the delayed
emergence of barrels observed in rats that were subjected to
nutritional restriction could reflect the retarded growth of the
somatosensory thalamo-cortical afferents, and whether the
availability in situ of the receptor SHT g and/or of SERT might
be subnormal during barrel formation in undernourished rats.

2. Experimental procedures
2.1. Animals

Control and undernourished Wistar rats were used as subjects in the
experiments described in the present paper. The pups were kept with their
mothers until the day of sacrifice and had free access to feeding. The number of
pups per litter was adjusted to eight soon after birth; this reduces the effect of
litter size on each animal’s postnatal growth. Chronic protein-caloric under
nutrition was achieved by following the protocol described in detail elsewhere
(Manjarrez et al., 1988, 1994, 1996, 2001, 2003). To monitor the effectiveness
of the dietary restriction, body weight gain was recorded every 2 days during 11
days, and brain L-tryptophan and serotonin levels were determined in S1
through the use of HPLC analyses as described previously (Gutiérrez-Ospina
et al., 2002). The rats were bred in the animal facility located at the Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV), Instituto Politécnico
Nacional where they were maintained at temperature (22 & 2 °C), humidity
(50-69%) and in light controlled rooms (12 h light on/12 h light off). All of the
animal procedures used followed the norms for the care and use of experimental
animals published by the National Institutes of Health (USA). The protocols
were approved by local animal’s rights committee’s at the CINVESTAV.

2.2. Tracing the thalamo-cortical pathway

Control (n = 8) and undernourished (n = 8) rat pups were anesthetized and
perfused at the ages of 1, 3, 5 and 7 days of life (PD). The perfusion was
conducted through the heart using saline solution followed by buffered paraf-
ormaldehyde (4%). At the end of the procedure, the animals were decapitated
and their heads placed into jars containing the same fixative; the jars were kept
at room temperature. After a week, the heads were placed in a stereotaxic frame,
and a single injection (0.5 wl) of a solution (0.25%) of the lipophylic dye 4-(4-
(dilinoleylamino)  styryl)-N-methylpyridinium  4-chlorobenzenesulfonate
(FAST DIA; Molecular Probes, In Vitrogen Detection Technologies) dissolved
in ethanol was made into the ventro-basal complex of the thalamus (Keller et al.,
1985). The heads were then returned to the light protected jars and kept in
buffered paraformaldehyde for two more weeks at 37 °C. At the end of this time,
vibrotome coronal sections (150 wm) containing S1 were prepared, mounted on
gelatin-coated slides, and cover slipped with anti-fade mounting medium
(VectaShield, Vector, Burlingame, CA, USA). The thalamo-cortical bundles
labeled were identified in slices prepared from rats of the different groups.
Observations were always made at equivalent anterior—posterior levels over the
territory where barrels of the posteromedial barrel subfield (PMBSF) are
located. Images were captured and digitized by using a Nikon Optiphot
fluorescence microscope equipped with a digital camera (CoolPix 4300, 4.0
megapixels; Nikon).

2.3. Immunohistochemistry

Rat pups were anesthetized with pentobarbital (30 mg/kg of body weight)
and perfused at PD 3, 5 and 7 (n = 6 per age) with normal saline followed by
buffered paraformaldehyde (4%). The brains were removed, frozen in 2-methyl
butane pre-chilled with dry ice and stored at —80 °C until use. The cortical
mantles were dissected and post-fixed in the same fixative for 2 h at room
temperature. On the day of the experiment, cortical coronal sections (30 pwm)
were cut in a cryostat, mounted on to gelatin-coated slides and incubated at
room temperature during 30 min in a buffered solution of hydrogen peroxide
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(3%). After a thorough wash with phosphate buffer (PB; 0.1 M, pH 7.4), the
sections were incubated with blocking solution (horse serum 3%, Triton X-100
0.3% in PB) for 14 h at room temperature. The blocking solution was then
replaced by a solution containing the primary anti-sera raised in horse serum 3%
and Triton X-100 0.3% in PB against 1:700 5-HT,p receptor and 1:700
serotonin transporter (SERT), respectively. Primary antibodies (Chemicon,
Temecula CA, USA) were used, diluted in blocking serum overnight at
4 °C. After 3 washes (10-15 min each) with PB, sections were incubated with
the corresponding biotinylated secondary antibodies (Vector Laboratories),
diluted 1:500 in a blocking solution. This incubation lasted for 2.5 h at room
temperature. The ABC staining system and the DAB substrate kit (both from
Vector Laboratories, Burlingame, CA) were used to detect the biotinylated
antibodies and the activity of peroxidase, respectively, following the manu-
facturer’s instructions. The enzymatic reaction was stopped after 2—3 min by
washing several times in PB. Air-dried slides were cover slipped with Cytoseal
60 (Richard Scientific, Kalamazoo, MI). The sections were visualized and
images of them were acquired using a Nikon Optiphot-2 microscope equipped
with a digital camera Cool Pix 4300 (Nikon, Melville, NY).

2.4. Analyses of densitometry

The sections stained with immunohistochemical methods were analyzed by
means of computer assisted densitometry (Image J, NIH) at the ages of PD3 and
PD7. Images of every section containing PMBSF barrels were captured and
digitized. Bright and dark images were used to correct for uneven illumination.
Barrels were outlined individually through consecutive sections and the light
transmittance measured within the outlined area by using computer-densito-
metry. The values of light transmittance obtained for each of the PMBSF barrels
were averaged per animal and group means were estimated thereafter. To
correct for intrinsic variations of the staining, the values of transmittance
obtained for cortical layers different from layer IV were subtracted from those
obtained for layer IV. In this study, the corrected values are reported in arbitrary
units of optical density. Because variations in immunohistochemical labeling
might result from differences in the amount of peroxidase available, we first
determined densitometrically the saturation point of the peroxidase reaction at
PD3 and PD7. The saturation point was reached after 5 min of incubation at
room temperature. Based upon these results, we decided to stop the peroxidase
reaction after 2.5 min. All of the measurements and analyses were performed
blindly to avoid observer bias.

2.5. Statistical methods

Average densitometric data obtained for each group were analyzed by using
Student’s 7-test and Mann—Whitney U tests, setting the significance value at
p < 0.05.

3. Results

The graphs in Fig. 1 depict body weight gain, L-tryptophan
and serotonin concentrations in control rats and in rats subjected
to nutritional restriction. As can be seen, body weight gaining
was significantly reduced as a consequence of the nutritional
restriction. In accord with previous findings, undernourished rats
also showed significant increments in L-tryptophan and serotonin
concentration in the S1 (Gutiérrez-Ospina et al., 2002). These
results corroborate the effectiveness of the nutritional paradigm
used to affect body growth and brain serotonin levels.

The cortical territories that will become specified as barrels
are primarily blueprinted by the somatosensory thalamo-
cortical afferents (Killackey and Belford, 1979). Delayed
appearance of barrels in the undernourished rat may reflect late
growth of the afferent pathway into the cortex. To evaluate this
possibility, somatosensory thalamo-cortical axons were traced
with DiA. Their development was followed between the ages of

Fig. 1. (A) Bar graph illustrating the gain of body weight. Each bar represents
the average values £ S.D. of 32 animals per age depicted. (B) L-Tryptophan and
(C) serotonin concentrations in S1 of control ([]) and undernourished rats ().
Each bar represents the average value £ S.D. from six experiments made in
duplicate. Differences were determined by Student’s r-test. “p < 0.05;
*p < 0.001.

1-11 days. As shown in Fig. 2, DiA labeled axons in
undernourished rats reached layer IV of S1 by PD3 and
segregate into columns by PD5 as also occurred in control rats.

Serotonin controls the growth of somatosensory thalamo-
cortical axons (Cases et al., 1996; Levitt et al., 1997, Vitalis and
Parnavelas, 2003). The trophic effect of serotonin is mediated
by the SHT, g receptors (SHT,g; Salichon et al., 2001; Rebsam
et al., 2002). SERT, on the other hand, may make available
serotonin to thalamo-cortical nerve terminals by up taking it. It
is possible that these terminals might in turn re-release
serotonin affecting its own growth (the theory of the borrowed
neurotransmitter; Lebrand et al., 1996). We then followed the
developmental pattern of protein expression of the SERT and
5HT, g receptor in barrels of control and undernourished rats at
the ages of 1, 3, 5, 7, 9 and 11 days of life using
immunohistochemistry. Over all, a reduction in the intensity
of the immunoreactivity for SERT was observed in the
nutritionally restricted rats, as compared with their control
counterparts during the period studied (Fig. 3). This qualitative
observation was supported by a semi-quantitative study of
densitometry carried out at PD3 (before barrels are fully formed
in control rats) and PD7 (after the period of barrel formation in
control rats). The receptor SHT g showed a different pattern of
staining. The intensity of the immunoreactivity for this receptor
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Fig. 2. Photomicrographs showing coronal section through of IV layer S1. The arrows illustrate a group DiA labeled thalamo-cortical axons in control and
undernourished rats at ages 3, 5 and 7 days of life.

was slightly higher in undernourished rats before PD7 and 4. Discussion

significantly lower after this age. This impression was

corroborated by a semi-quantitative study of densitometry The effects of nutritional restrictions of various sorts on the
performed at PD3 and PD7 (Fig. 4). brain developmental morphology, function and neurochemistry

Fig. 3. (A) Photomicrographs of coronal section through IV layer of S1. The arrows show immunoreactive thalamo-cortical fibers for SERT. (B) Bar graph that
illustrates the arbitrary units of optical density of SERT at ages 3 and 7 days of life. Each bar represents of average values &+ S.D. of 20 images per animals. Empty bars
control group; filled bars undernourished group. Differences were determined by Mann-Whitney U test. ¥ p < 0.05.
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Fig. 4. (A) Photomicrographs of coronal section through IV layer of S1. The arrows illustrate immunoreactive thalamo-cortical axons for 5-HT,g. (B) Bar graph
shows the arbitrary units of optical density of 5-HTp at ages 3 and 7 days of life. Each bar represents of average values + S.D. of 20 images per animals. Empty bars
control group; filled bars undernourished group. Differences were determined by Mann—Whitney U test. *p < 0.05.

have long been studied and thoroughly documented (Morgane
etal., 1978, 2002). A concept that emerges from these studies is
that prenatal, postnatal or chronic undernourishment retards to
different degrees the rate of brain developmental events. In
clear contradiction with this view, our results show that delayed
barrel formation in nutritionally restricted rat pups does not
result from a retarded growth of somatosensory thalamo-
cortical axons, since they enter the cortex and then segregate at
times comparable with those observed in the normally fed pups.
Because barrel emergence not only depends upon the
segregated growth and arrival of the somatosensory thalamo-
cortical afferents into S1 (Woolsey and Van Der Loos, 1970;
Killackey et al., 1995; Erzurumlu and Kind, 2001), but also on
the remodeling of dendrites that arise predominantly from
stellate neurons located in layer IV (Woolsey and Van Der
Loos, 1970; Killackey et al., 1995; Erzurumlu and Kind, 2001),
our observations support that undernourishment mainly
postpones dendritic remodeling by 2 days (Gutiérrez-Ospina
et al., 2002). This would lead to delayed barrel formation.
Hence, it appears reasonable to conclude that nutritional
restriction does not necessarily delay the progression of all
brain developmental processes.

What could be the mechanism by which nutritional
restriction affects dendrite remodeling? Our results do not
directly address this important issue. However, a hint may come
from observations made in NMDA receptor knockout mice in
which the formation of barrels is also delayed in spite of the
normal arrival and development of the somatosensory thalamo-

cortical pathway (Datwani et al., 2002). In these mice, dendrites
of layer IV spiny neurons do not remodel on time thus barrels
also form later. Because the inadequacy of the glutamatergic
transmission is the most likely cause of the dislodgement of the
developmental processes of axons and dendrites in the barrel
cortex of NMDA receptor knockout mice, one can infer that
glutamate functions as a synchronizing signal that coordinates
axon and dendrite development. It is unclear if something
similar indeed occurs in S1 of nutritionally restricted rats.
However, the studies showing that (1) under nutrition decreases
glutamate basal availability and binding (Rotta et al., 2003), (2)
serotonin depresses the presynaptic release of glutamate by
means of the activation of SHT;g receptors (Laurent et al.,
2002) and (3) serotonin availability is greater in nutritionally
restricted rat pups (Gutiérrez-Ospina et al., 2002) provide
support to this possibility. In addition, in this work we showed
that the immunoreactivity for SHT g receptors in barrels tends
to be higher at PD3 and then drops by PD7 in nutritionally
restricted rats, as compared with their control counterparts.
Therefore, it might be that glutamate availability and its
synchronizing effect on barrel axon—dendrite development are
reduced as a result of an increased serotoninergic tone around
PD3 in nutritionally restricted rats. The opposite could be true
around PD7. As a whole this would result in disturbed barrel
formation in nutritionally restricted rats.

A puzzling result obtained in the present work is that SERT
immunoreactivity was found to be reduced at PD3 and PD7.
SERT is thought to partly mediate serotonin actions on the
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segregation and growth of somatosensory thalamo-cortical
afferents (Xu et al., 2004). Nevertheless, thalamo-cortical
afferent segregation was not affected in nutritionally restricted
rats. We think that this is explained because serotonin and
5HT,p receptors tend to increase during the time when
segregation of the somatosensory thalamo-cortical afferents
takes place (Manjarrez et al., 2003; Bolafios et al., 1997). A
reduction in barrel size occurs, however, in the S1 of
undernourished animals (Vondokmai, 1980). The decrease in
SERT and 5-HT,;g receptor availability observed at later
developmental times in nutritionally restricted rats might well
prevent proper trophic functions of serotonin on the somato-
sensory thalamo-cortical afferents after barrel specification.
This idea is compatible with data that shows that serotonin
enhances the growth of somatosensory thalamo-cortical
afferents and its depletion leads to smaller barrels (Bennett-
Clarke et al., 1995). Under the light of these morphological
observations, it is also important to briefly comment that
increased availability of serotonin in nutritionally restricted rats
is likely to result from a dual mechanism, namely, increased
serotonin synthesis (Hernandez, 1973, 1979; Manjarrez et al.,
1988, 1994, 1996, 2003) and reduced uptake.

Finally, we believe that our results suggest that barrels are
assembled according to a two step model in which the first step
is for axons to pin point potential territories to be occupied by
barrels, and the second step is for dendrites to specify the
boundaries of such territories. In this model, axons and
dendrites may grow partly independent from each other (see
also Ye and DErcole (2006)). This circumstance explains why
they may be affected differentially by nutritional restriction.
This idea is supported by previous findings that show that axons
and dendrites that share synaptogenic fields may be ready to
form synapses at different times (Datwani et al., 2002), and so
they may have slightly different critical periods that could make
them differentially vulnerable to external influences (e.g., Erisir
and Dreusicke, 2005; Ye and DErcole, 2006; Katagiri et al.,
2007) among them the nutritional status.
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