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RESUMEN

A principios de los 80’s, en el pasado siglo, se sugiri6 que dada la temprana
emergencia del sistema serotonérgico durante la ontogenia, este podria desempeiiar un rol
“trofico” para el sistema nervioso en desarrollo, antes de funcionar como mediador de la
comunicacion quimica.

En el presente trabajo se propuso estudiar el efecto de la deficiencia prenatal crénica
de triptéfano dietético, precursor de la serotonina, sobre la morfologia y poblacién neuronal
del principal nucleo serotonérgico en la rata, el rafe dorsal, asi como la presencia de
alteraciones tanto en la migracién neuronal cortical como en la polaridad celular, analizando
los mecanismos moleculares subyacentes. Ademds de valorar la conducta en el campo abierto
con el fin de determinar el efecto sistémico a largo plazo de dicha manipulacién prenatal.

Se administré una dieta deficiente en triptéfano a ratas gestantes durante los dias 5 a
22 con el fin de disminuir la sintesis de serotonina. El grupo con deficiencia crénica de
triptéfano prenatal mostré menor nimero de neuronas serotonérgicas en el rafe dorsal en
comparacién a los grupos control, asi como modificacion en la distribucidon de estas neuronas
a lo largo del nucleo.

En las estructuras blanco del sistema serotonérgico se presentaron alteraciones en la
migracion neuronal, entre las que se cuentan los cambios en el hipocampo, donde se encontré
un numero significativo de neuronas piramidales fuera de su capa; asi como el
establecimiento de la polaridad neuronal cortical. Estos eventos podrian estar asociados con la
modificacion en la sefializacién serotonérgica en las células de Cajal-Retzius, responsables de
la secrecién de la proteina reguladora de la migracion radial, la rielina, ya que se observoé una
mayor expresion de esta molécula en los animales privados de triptéfano. A su vez, la rielina
afecta la expresidon de otra proteina crucial para el establecimiento de la polaridad neuronal,
Notch1, misma que también presentd incremento en su expresion.

En el campo abierto, las ratas deficientes en triptéfano dietético presentaron durante
una mayor cantidad de tiempo las conductas de congelamiento y exploracion horizontal y
mostraron preferencia por una zona del mismo, evitando explorar la totalidad del mismo.

Por lo anterior, concluimos que el sistema serotonérgico participa directamente en la
regulacion del desarrollo de su propio sistema, y de manera indirecta en los procesos de

migracion neuronal cortical y establecimiento de la polaridad neuronal durante la gestacion.



ABSTRACT

At the beginning of the 8™ decade of the past century, several observations about the
early emergence of the serotonergic system during gestation lend to hypothesize that
the serotonin could play a trophic role in the developing nervous system, before
assume its known role as neuromodulator.

The aim of this work was to ascertain the effect of a chronic tryptophan deficiency
during pregnancy on the morphology and neuronal population of the main
serotonergic nucleus in the rat, the dorsal raphe; investigate the effect of the
tryptophan deprivation on the neocortex and hippocampus, analyzing the pyramidal
neuronal migration, cell polarity and their molecular mechanism. We also evaluate the
long term effect of the prenatal manipulation on the behavior of the rats, employing
the open field test.

With the purpose of reducing the serotonin synthesis, a tryptophan deficient diet was
administered to pregnant rats from day 5 to 22. At birth, the number of serotonin
producer neurons at dorsal raphe was diminished in the tryptophan deprived pups and
the distribution of those neurons along the nucleus was modified.

We also observed that the target structures of the serotonergic system exhibited
neuronal migration disturbances, such as ectopic pyramidal neurons in the
hippocampus as well as in the establishment of the cortical neuronal polarity. Those
events might be the result of a modification in the serotonergic signaling to Cajal-
Retzius cells, neurons responsible of the secretion of a protein that regulates the
neuronal migration, reelin protein. In the tryptophan deprived pups, the expression of
reelin was increased. Reelin signaling also affects the expression of another crucial
protein, involved in the establishment of neuronal polarity, Notchl; this protein
expression was also increased in tryptophan deprived rats.

Prenatal deprived animals showed increased amount of time displaying behaviors such
as freezing and rearing in the open field test. The trajectories displayed in the arena
was also modified, those animals showed poor exploration across the field, preferring
a narrow area to explore.

We conclude that the serotonergic system participates in the regulation of its own
system development, and indirectly on the cortical neuronal migration and

establishment of neuronal polarity processes.



ANTECEDENTES

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina es una monoamina formada por un
anillo indol y una cadena carboxilo-amino terminal; por lo que se le clasifica como
indolamina (Harding et al., 2004). En el sistema nervioso (SN) se le considera un
neurotransmisor cldsico ya que cumple con los siguientes criterios: (a) se sintetiza en la
neurona, (b) esta presente en la terminal presinaptica, (c) las vesiculas que contienen
al neurotransmisor vacian su contenido a la sinapsis en un proceso dependiente Ca®,
en donde ejerce accion definida en la postsinapsis, (d) la administraciéon del homdlogo
sintético reproduce los efectos del transmisor liberado de forma enddgena y (e) posee
un mecanismo para eliminarlo de la hendidura sindptica y para ser degradado
(Schwartz, 2000).

La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido esencial triptéfano, que en
mamiferos no se produce de forma enddgena, sino que se obtiene de la dieta (Frazer &
Hensler, 1999). Tanto en roedores como en el humano el triptéfano circula en la
sangre en forma libre o en unién con la albumina; la forma libre representa
aproximadamente del 10 al 20%. Este porcentaje depende de tres factores: (i) la tasa
de lipdlisis, (ii) la tasa de actividad de la pirrolasa de triptéfano, paso limitante en la
degradacion del triptéfano por la via de la quinurenina, vy (iii) la tasa de captura del
triptéfano en tejido central o periférico (Chaouloff, 1993).

Como se muestra en la Figura 1, la serotonina se sintetiza a partir del triptéfano
en dos pasos. El primer paso corresponde a la hidroxilacién del triptéfano por la
enzima 5-monooxigenasa de triptéfano, conocida también como hidroxilasa de
triptéfano; esta reaccion requiere de oxigeno y tetrahidrobiopterina como co-
substratos y el resultado es 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). El siguiente paso es la
conversidon del 5-HTP en 5-hidroxitriptamina o 5-HT por la enzima decarboxilasa de
aminodcidos aromaticos (Frezer & Hensler, 1999; Hasegawa & Nakamura, 2010). Una
vez que se sintetiza, la 5-HT se almacena en vesiculas mediante transporte activo

dependiente de un gradiente de H* (Frazer & Hensler, 1999).
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Figura 1. Biosintesis de la serotonina a partir del aminoacido triptéfano (Imagen

tomada de Hasegawa & Nakamura, 2010).

La enzima hidroxilasa de triptéfano esta presente Unicamente en las células que
sintetizan 5-HT y su actividad es considerada el paso limitante en la sintesis del
neurotransmisor (Chaouloff, 1993; Frazer & Hensler, 1999).

En el SNC los somas de las neuronas que sintetizan 5-HT estan distribuidos en
nueve nucleos en el tallo cerebral, llamados complejo B1-B9 segun la clasificacidon
establecida por Dahlstrom y Fuxe en 1964. En la Tabla I, a continuacién, puede

observarse a qué nucleos corresponde esta clasificacién.

Nomenclatura Nucleo correspondiente
Dahlstrém & Fuxe, 1964 Jacobs & Azmitia, 1992; Frezer & Hensler, 1999
B1 , - .
Nucleo del rafe palido, porcién caudal
ventrolateral del bulbo raquideo
B2 Nucleo del rafe obscurus
Nucleos B3 Nicleo del rafe magno, porcién rostral
caudales ventrglateral del bulbo raquideo y nucleo reticular
paragigantocelular
B4 Porcidn dorsolateral del nucleo del rafe obscurus
BS Porcidén caudal del nucleo del rafe mediano
B6 Porcidn caudal del nucleo del rafe dorsal
Nucleos B7 Porcidn rostral del nucleo del rafe dorsal
rostrales B8 Porcion rostral del nucleo del rafe mediano,
nucleo caudal lineal y nucleo pontis oralis
B9 Regidn supralemniscal del nucleo pontis oralis
Tabla I. Nomenclatura de los nucleos serotonérgicos de acuerdo a la clasificacion de

Dahlstrom & Fuxe.



Generalidades en la ontogenia

La formacion del sistema nervioso requiere del trabajo orquestado de multiples
genes, que permiten la secrecidon de moléculas por parte de distintos grupos celulares;
esta secrecion diferencial genera una sefializacién asimétrica que afecta de manera
distinta a otros grupos celulares. La sefalizacién asimétrica se traduce en respuestas
celulares especificas, es decir, distintos patrones de respuesta (Darnell, 2005). Las
sefiales asimétricas pueden provenir de tejidos embrionarios vecinos cuya
diferenciaciéon temprana los ha transformado en centros sefializadores. Si estos
centros pueden inducir tanto diferenciacién como formacién de patrones en tejido (o
campos celulares) indiferenciados, se les lama organizadores (Darnell, 2005).

El sistema nervioso central (SNC) de los cordados en desarrollo posee varios
centros organizadores, indispensables para la generacion de los distintos linajes
celulares; son ejemplos de ellos la placa del piso en la linea media ventral y el istmo en
los limites del mesencéfalo y el rombencéfalo. La especificacidon del eje dorsal-ventral
se establece gracias a la secrecion del morfégeno sonic hedgehog (shh) por la
notocorda y el mesodermo dorsal, inducida por los factores de transcripcion
Goosecoid y el factor nuclear del hepatocito-3 (HNF-3[3) (Darnell, 2005).

Como se muestra en la Figura 2, shh establece un gradiente a lo largo del tubo
neural. La presencia de shh en la zona ventral, inhibe la expresidén de los genes de caja
pareada (Pax') 3 y 7, que originalmente se expresaban en todo el tubo neural y
después lo hacen en la porcidén dorsal. Por otra parte, shh promueve la expresién de
Pax6 en la zona ventral (Darnell, 2005).

En el neuroectodermo ventral con elevada concentracion de Pax6, shh inhibe la
expresion de los factores de transcripcion y genes homedticos® Dbx1, Dbx2, Irx3 v
Pax6, y por otro lado induce la expresién de factores de transcripcion que

“ventralizan” a las células, como los genes homéoticos NKx2.2 y Nkx6.1 (Darnell, 2004).

! Los genes de caja pareada (Pax) son una familia de factores de transcripcién que poseen un dominio
pareado de unién al ADN y un dominio C-terminal de transactivacion. La expresion de los genes Pax
muestra patrones de expresion espacio-temporal dindmicos, y coordinan junto con otros factores, el
desarrollo regional del SNC, especificando los subtipos neuronales y regulando la diferenciacion y
migracion neuronal (Thompson & Ziman, 2011).

2 Los genes homedticos estan caracterizados por poseer una secuencia especifica (la caja homedtica), que
codifica a un dominio (homeodominio) proteinico de aproximadamente 60 aminoacidos. Estas proteinas
son factores de transcripcion con funciones importantes durante el desarrollo, que van del establecimiento
del patrén embrionario a la diferenciacion celular (Holland et al., 2007).
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Esta combinacion localizada de expresiones de factores de transcripcion proporciona la
informacién necesaria para diferenciar adecuadamente a los tipos celulares para cada

region.

L Mesencéfalo

Prosencéfalo

@ Sonic hedgehog — Rombencéfalo
A Pax3
A Pax7

A\ Paxb

=) Estimula la expresidn

—l Inhibe la expresidn

Figura 2. Establecimiento del eje dorsal-ventral en el embrién. En los cordados, la capa
embrionaria mas superficial, el ectodermo, se transforma en neuroectodermo vy
posteriormente en tubo neural. El tubo neural es la estructura embrionaria que da origen al
sistema nervioso central, y debido a la forma de esta estructura, existen regiones mas cercanas
al mesodermo (en la imagen, del lado de la flexura) y otras distantes. La notocorda secreta al
morfégeno sonic hedgehog (shh) (circulos azules), que promueve la diferenciacion de los
neuroblastos en motoneuronas y cuatro tipos distintos de interneuronas, ademas de que
estimula la expresion de Pax6 (triangulos verdes), que en la regién prosencefalica participa en
la formacion de los ojos. El morféogeno shh inhibe también la expresion de Pax3 y Pax7
(triangulos lilas y rosas), limitando su expresién a la region dorsal del tubo neural; de esta
forma, la concentracion elevada de shh ventraliza al neuroectodermo mientras que la baja
concentracién del morfégeno lo “dorsaliza”. Imagen tomada de Flores-Cruz & Escobar, 2012.
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Figura 3. Establecimiento del eje antero-posterior en el embrién. El gen Otx2 (rombos rojos)
se expresa en el ectodermo rostral aun antes de la neurulacién y es necesario para la
diferenciacién del prosencéfalo y mesencéfalo. Otx2 inhibe la expresion del factor de
crecimiento de fibroblastos 8 o FGF8 (trapezoides crema) en la regidon del rombencéfalo, ya
que en animales carentes de Otx2 este se expresa de forma extensa en el tubo neural. En la
zona del istmo se expresa el gen Wntl (cruces naranja), que induce la formacion del
mesencéfalo y del cerebelo; finalmente en el rombencéfalo se expresan Gbx2 (estrellas
verdes), que permite el desarrollo de las rombdmeras (subdivisiones anatomo-funcionales del
rombencéfalo) 1 a 3, Pax2 (pentagonos amarillos) y FGF8. Imagen tomada de Flores-Cruz &
Escobar, 2012.

El patrén antero-posterior (Figura 3) se establece gracias a una compleja
interaccidon de genes que construyen el centro organizador del istmo u organizador
mesencefalico-rombencefdlico (Vitalis et al., 2005). El organizador del istmo provee
una interfase de moléculas de senalizacion que funcionan como sefales asimétricas
relacionadas con el establecimiento del eje antero-posterior. Las sefiales asimétricas
son Otx2, que se expresa anterior al istmo, en la zona del mesencéfalo (Acampora &
Simeone, 1999); Wntl, que se expresa en el istmo y, en la region posterior del istmo se
expresan los factores de transcripcién Pax2 y Gbx2 (gen homedtico) y el factor de

crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8) (Darnell, 2004).



Ontogenia del sistema serotonérgico

Los precursores de las neuronas 5-HT se generan en dos dominios ventrales en
el rombencéfalo anterior por la interacciéon de FGF8 y el factor ventralizante shh
(Simon et al., 2005); los dominios se localizan entre las rombdmeras 1 a 3 para el grupo
rostral y las rombdmeras 5 a 7 para el grupo caudal (Krueger & Deneris, 2008).

El factor de transcripcion homeético LIM1b (Lmbx1b) junto con la quinta
variante Ewing (FEV; Petl) inducen la diferenciacién de las neuronas 5-HT ya que su
supresién inhibe la generacién y diferenciacién de las neuronas serotonérgicas y las
neuronas no se diferencian ni logran generarse en fases posteriores del desarrollo
(Krueger & Deneris 2008; Simon et al., 2005).

La expresidon de Petl en el rombencéfalo de ratén comienza entre los dias de
desarrollo embrionario (E) 10.5 y E11 en el dominio rostral y aproximadamente un dia
mas tarde en el dominio caudal (Krueger & Deneris, 2008). Petl se expresa en todas
las neuronas 5-HT de manera sostenida desde la vida embrionaria hasta la vida adulta
(Hendricks 1999; Liu et al., 2010) e interactia con Lmbxlb para diferenciar a las
neuronas serotonérgicas durante la ontogenia (Krueger & Deneris, 2008). En humanos,
el gen ortélogo de Petl es FEV; este gen posee una secuencia similar en 96% con Petl,
y se expresa especificamente en los nucleos del rafe humanos (lyo et al., 2005)

Los factores de transcripcion engrailed-1 y engrailed-2 son necesarios para la
formacién del nucleo dorsal del rafe o B6-B7; la supresién de ambos no afecta la
generacioén del nucleo mediano, por lo que se sugiere que los genes engrailed-1 y -2
codifican informacién posicional para grupos especificos (Simon et al., 2005).

Tanto en roedores como en el ser humano, las neuronas serotonérgicas
concluyen la mitosis final mucho antes que otras lineas neuronales; en roedores esto
ocurre entre los dias E12 a E14 (Jacobs & Azmitia, 1992), mientras que en el ser
humano, ocurre aproximadamente entre la quinta y doceava semanas de gestacion
(Azmitia, 2004; Herlenius & Lagercrantz, 2004). En la rata, las primeras neuronas
positivas a 5-HT se observan en E12; estas neuronas serdn parte del grupo B4-B9 o
grupo serotonérgico rostral (Wallace & Lauder, 1983). El grupo B1-B3 o grupo caudal
se detecta aproximadamente dos dias después del primero, aproximadamente en E14

(Wallace & Lauder, 1983; Jacobs & Azmitia, 1992).
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En roedores el pico de proliferacion de las neuronas 5-HT ocurre en E15
(Wallace & Lauder, 1983; Lauder et al., 1982), a este evento le siguen 4 fases hasta
concluir el desarrollo del sistema en el dia postnatal (P)21, estas son: 1) diferenciacion
de las neuronas serotonérgicas, agregaciéon en nucleos y apariciéon de un primitivo
arbol dendritico, 2) formacién primaria de vias, 3) formacion selectiva de vias y 4)
formacién de campos terminales (Lidov & Molliver, 1982).

En cuanto a los receptores, uno de los mas estudiados tanto en los roedores
como en el hombre es el receptor 5-HT1, que es detectable en el prosencéfalo a partir
de E14.5 en la mayoria de sus variantes. El receptor 5HT1A se expresa
abundantemente entre E14.5 a E16.5 en el tdlamo, hipocampo y de manera asimétrica
en la corteza, esto es en un gradiente medial-lateral; el receptor 5HT1B se detecta en
estas mismas edades en la region lateral del tdlamo dorsal y el cuerpo estriado
mientras que el 5HT1D se sobre-expresa en todo el talamo en las mismas edades y
decae para el momento del nacimiento. En cuanto al receptor 5HT1F este se detecta
en todas las regiones proliferativas, tales como la zona ventricular cortical, las
eminencias ganglidnicas (EG) y las porciones mediales del talamo. Esta distribucién
diferenciada de los receptores 5HT1A sugiere una mediacién o modulacién de
aspectos distintos del desarrollo neuronal o de la proliferacion celular, ya sea glial o
neuronal (Bonnin et al., 2006).

En el feto humano los receptores 5HT1A estan expresados entre 3 a 6 veces
mas que en el adulto entre las semanas dieciséis de gestacion a la segunda postnatal y
exhiben un patrén de distribucion similar al adulto (Murrin et al., 2007), por lo que se
considera que las funciones que se le atribuyen al receptor en roedores es similar en el
ser humano.

Durante el desarrollo se observa mayor expresiéon del transportador de
serotonina (SERT) comparado con los roedores adultos, ademas de que no solo se
localiza en las neuronas serotonérgicas sino que también en la via tdlamo-cortical.
SERT se localiza en la via tdlamo-cortical en la segunda semana de vida postnatal en
roedores y entre la doceava y catorceava semana de gestaciéon en el hombre (Verney
et al., 2002). El aumento en la expresién de SERT se cree que estd relacionada con el
ajuste adecuado de los mapas sensoriales en los roedores durante el desarrollo, en

donde la serotonina actuaria como un “neurotransmisor prestado” (Herlenius &
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Lagercrantz, 2004) indispensable para la formacion de los barriles que representan a
cada vibrisa facial en la corteza somatosensorial (Gaspar et al., 2003; Luo et al., 2003;
Vitalis & Parnavelas, 2003; Vitalis et al., 2007).

En un experimento en roedores en donde se administrd durante este periodo
un inhibidor de las monoamino-oxidasas, enzimas encargadas de la degradacién de 5-
HT, se observé acumulacidon del neurotransmisor y se suprimié la formacion de los
barriles (Luo et al., 2003), por lo que se concluyé que el mantenimiento de un nivel
adecuado de serotonina es indispensable para la presencia de los barriles en la corteza

somatosensorial.

Desarrollo cortical prenatal

Durante el desarrollo prenatal, las células neuroepiteliales que rodean la zona
ventricular del tubo neural sufren dos tipos de division celular, simétrica y asimétrica.
La primera les permite aumentar la poblacién de progenitoras siempre y cuando se
mantengan con el fenotipo neuroepitelial, mientras que la division asimétrica se da
una vez que las células neuroepiteliales adquieren el fenotipo glial, (y se les conoce
como glia radial) (Casanova & Trippe, 2006). La divisién asimétrica produce dos tipos
celulares: una célula progenitora con el fenotipo de glia radial y una célula hija que
poblara la corteza cerebral (Kriegstein et al., 2006).

Las células hija, producto de la division asimétrica, migran de forma radial en
direccién contraria al neuroepitelio y forman la primer l[dmina cortical o preplaca. La
placa cortical se constituye a partir de la preplaca, cuando esta ultima se divide en dos
regiones, una superficial llamada zona marginal y otra profunda llamada subplaca
(Super et al., 1998). Cuando nuevas oleadas de neuroblastos migran hacia la placa
cortical, esquivan a las neuronas generadas previamente y se colocan por encima de
ellas (ver Figura 4); asi, en la corteza cerebral, las capas mds profundas son las
primeras en formarse mientras que las mas superficiales, con excepcién de la capa |,
son las mas tardias (Kriegstein & Noctor, 2004). A este patron de migracién se le
conoce como “inside-out” (dentro-hacia-afuera) (Super et al., 2000).

Durante el desarrollo cortical prenatal, la zona marginal contiene al menos dos

tipos de neuronas conocidas como células pioneras o subpiales, estas pueden ser de
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dos tipos: células de Cajal-Retzius (CRc), de tamafio grande y positivas a rielina (en la
Figura 4, en verde), y las neuronas granulares grandes de la zona marginal, localizadas
en la regién profunda de la zona marginal, estas ultimas no son positivas a rielina

(Tissir et al., 2002).

Figura 4. Migracién radial en la corteza cerebral. (A) La corteza cerebral esta formada por 6
capas celulares bien diferenciadas, compuestas principalmente por interneuronas y neuronas
piramidales. Las neuronas piramidales corticales se generan en el telencéfalo dorsal, mientras
que las interneuronas se generan en la zona y subzona ventriculares del telencéfalo ventral, en
la eminencia ganglidnica. Si se tomara una seccion de la corteza en desarrollo (B) se podrian
apreciar las distintas regiones de la corteza asi como apreciarse la migracion neuronal (C). La
migracion neuronal puede ser radial o tangencial; la migracién radial emplea a la glia radial (en
rosa) mientras que en la tangencial las neuronas migran paralelamente a la superficie
cortical.La migracidn radial permite el patréon citoarquitectdnico “dentro-hacia-afuera”, en
dénde las neuronas pioneras (como las células de Cajal-Retzius mostradas en verde)
permanecen en la zona marginal (ZM) de la corteza en desarrollo mientras que las oleadas de
neuroblastos (en azul) generados en la zona subventricular (ZSV) se desplazan hacia la zona
marginal guiados por la glia radial (D). A medida que nuevos neuroblastos arriban a la placa
cortical, se colocan por encima de los neuroblastos que arribaron previamente, justo por
debajo de la zona marginal. Imagen modificada de Flores-Cruz & Escobar, 2011.

La rielina es una glicoproteina extracelular grande, de aproximadamente
400kDa (Jossin et al., 2003) que durante el desarrollo prenatal indica a las células que
migran radialmente en la corteza, cerebelo y tallo cerebral en donde detenerse, de

esta forma controla la formacidn de las capas corticales (Luhmann et al., 2003 Super et
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al., 1998, Douglas et al., 2005, Polleux & Anton, 2005, Ross & Walsh, 2001; Marin-
Padilla, 1998; Del Rio et al., 1997). La rielina también contribuye con el mantenimiento
de la glia radial, ya que en ausencia de las CRc, la glia radial tiene una vida promedio
mas corta y presenta un patron desorganizado con respecto a zonas marginales con
sinapsis normales CRc-glia radial (Soriano & Del Rio, 2005).

La corteza cerebral de los ratones que carecen de rielina (mutantes reeler),
exhibe un patrén citoarquitecténico invertido, es decir, que pierde el patrén de
migracion “dentro-hacia-fuera” (Rice & Curran, 2001). También la mutacién de los
genes que codifican para las proteinas Disabled 1 (Dab1), Very low density lipoprotein
receptor (VLDLR) y Apolipoprotein E receptor 2 (ApoEr2) produce un fenotipo similar
al reeler.

La via de sefalizacion de la rielina comienza con la union de esta molécula a los
receptores ApoER2 y VLDLR, esto provoca la activacion de la proteina adaptadora
citoplasmatica Dab1 por fosforilacidon de residuos de tirosina. La unién de la rielina a
un mondmero no es suficiente para inducir la sefializaciéon, se requiere del
agrupamiento de ApoER2 y VLDR en la membrana plasmatica por medio de la uniéon de
oligomérica de rielina (Jossin et al., 2003). Ademas, la fosforilacién de de Dab1 lleva al
reclutamiento de el complejo lissencephalyl (LIS1), que participa en la regulacién de la
laminacion cortical y la migracion neuronal (Herz & Chen, 2006; Jossin et al., 2003).

A pesar de que varios estudios han colocado a la rielina, a los receptores a
rielina ApoER2 y VLDLR, y a la proteina adaptadora Dabl como elementos esenciales
en la misma via de sefalizacién de las neuronas en migracion (Valiente & Marin, 2010),
todavia se desconoce el mecanismo molecular preciso por medio del cual la rielina

controla los procesos antes sefialados.
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Establecimiento de la polaridad neuronal

El término polaridad celular hace referencia a la organizacion asimétrica de los
componentes estructurales y las propiedades funcionales de una célula (Bradke &
Dotti, 2000). Una vez que las neuronas alcanzan su destino final, sufren cambios en su
morfologia que les permiten establecer conexiones funcionales. La polarizacién
neuronal implica la formacion de un axén Unico y multiples dendritas (Tahirovic &
Bradke, 2009), por lo que el establecimiento de la polaridad neuronal es un evento
crucial en el desarrollo cerebral.

La polarizacion neuronal depende de multiples mecanismos intracelulares y
sefiales moleculares, estas ultimas incluyen también a las sefiales extracelulares. El
sitio propuesto en donde la cascada de sefializacién converge es el citoesqueleto
(Tahirovic & Bradke, 2009). Los elementos que lo constituyen, filamentos vy
microtubulos, poseen propiedades funcionales ideales para determinar y regular la
polaridad. Algunas de las vias de sefializacién propuestas como reguladoras de las
dinamicas del citoesqueleto y por extensién de la polaridad celular son las siguientes:
sefializacion lipidica, sefializacién de la cinasa GSK-3B (Jiang et al., 2005), seializacién
de las proteinas de particion defectuosa —PAR- (Ossipova & Sokol, 2010) y la via de
transduccion de sefiales de la Rho GTPasa (Bradke & Dotti, 2000; Tahirovic & Bradke,
20009).

La cascada de sefializacion de Notch (ver Figura 5) se inicia cuando un miembro
de la familia DSL (Delta, Serrato y Lag-2) se une al receptor de membrana Notch; en
Drosophila, los ligandos son Delta y Serrato, mientras que en mamiferos los nombres
correspondientes son Delta y Jagged, de los que hay varios subtipos (Lai, 2004). La
union del ligando con el receptor induce una serie de cambios proteoliticos en este
ultimo, que finalmente llevardn a la generacidon de dos fragmentos de Notch: p180,
gue contiene la mayor parte del dominio extracelular y p120, un dominio intracelular
de Notch (NICD) (Redmond et al., 2000). NICD viaja al nucleo y funciona como factor
de transcripcion al unirse a las proteinas CSL adaptadoras (CBF1, Su(H) y LAG-1)
(Jarriault et al., 1995; Krahn & Wodarz, 2009).
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La cascada de sefializacion de Notchl participa en la regulacion de la
neurogénesis, la apoptosis y la morfogénesis dendritica. Mientras que la modulacién
de la sefializacion de Notch1 reduce la expresidn de procesos primarios y disminuye la
arborizacion dendritica, el aumento de la sefializacion de Notchl reduce la longitud
dendritica promedio (Redmond et al., 2000). Debido que Notchl se expresa
especialmente en la zona marginal cortical durante el desarrollo, y que en animales
Knock-out (KO) para rielina la expresidon del fragmento NICD esta severamente
reducida (Hashimoto-Tori et al., 2008, Sibbe et al., 2009), se sugiere que puede existir
una interaccién entre la sefializacién de rielina y Notch1.

Otro hallazgo que contribuyé a esclarecer la interaccidon entre la rielina y
Notchl fue la posibilidad de rescatar el fenotipo neuronal anormal en ratones reeler;
en este mutante, algunas neuronas exhiben dendritas orientadas anormalmente, pero
si el dominio NICD se sobre-expresa en las neuronas del animal reeler, se recuperan las
caracteristicas dendriticas normales (Hashimoto-Tori et al., 2008).

Los mecanismos moleculares por los que presumiblemente la rielina regula la
disponibilidad del fragmento NICD involucra a la actividad del receptor para rielina
Dabl ya sea por via de la inhibicién de la ubiquitinacién y degradacién por el
proteasoma (Hashimoto-Tori et al., 2008; Sibbe et al., 2009), asi como la estimulacién
de la actividad de la secretasa gamma, responsable del cortado de Notchl cuando se

une con su ligando (Keilani & Sugaya, 2008; Sibbe et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Convergencia entre las cascadas de sefializacién de rielina y Notch 1. Las células de
Cajal-Retzius, que pueden verse en la Fig. 4, secretan la proteina difusible rielina, que se une
a los receptores de membrana ApoER2 y VLDLR, y activan a la proteina adaptadora Dabl. La
formacién de un complejo formado por la rielina, el receptor, y la proteina adaptadora es
necesaria para que se recluten las cinasas de la familia SRC (Src-k), ademas de la
transfosforilacidn adicional de residuos de Dabl, lo que permite el reclutamiento y activacién
de cinasas de tirosina. El reclutamiento de las cinasas Src-k activa una cascada de cinasas
citosdlicas, comenzando con la cinasa de 3-fosfatidil-inositol (PI3K) y terminando con la
inhibicion de la cinasa 3B de sintasa de glicgeno (GSK3[), una de las principales cinasas que
fosforilan a Tau. La fosforilacion de Dabl promueve la actividad y-secretasa, con el
consecuente incremento en el procesamiento de Notchl (flechas negras). Notchl durante el
desarrollo cortical se relaciona con la diferenciacion celular, ademdas de regular la
especificacion de la morfologia dendritica cortical, considerandola una proteina importante en
el establecimiento de la polaridad neuronal. Los ligandos de Notchl son Jaggedl y Deltal, la
unién de estos al receptor resulta en actividad proteolitica, con la que se obtiene un dominio
extracelular inactivo y uno intracelular (NICD). NICD migra al nucleo, donde se desempefia
como factor de transcripcidn regulando la dindmica de citoesqueleto.
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Sistema serotonérgico y ontogenia del sistema nervioso central

Durante el neurodesarrollo la disponibilidad de serotonina parece regular la
morfologia del sistema serotonérgico, como lo sugieren diversos hallazgos en donde la
exposicion prenatal a talidomida o acido valprdico en roedores produce
hiperserotonemia sistémica, cambios en la distribucion del nucleo del rafe dorsal y
escasa inervacion serotonérgica en todo el SNC (Konno et al., 2004; Narita et al., 2002).
Esto sugiere que la inervacidn serotonérgica estd regulada por gradientes de
concentracion del neurotransmisor.

El cono de crecimiento de las neuronas serotonérgicas es una regiéon con una
abundante expresién de SERT, se propone que los conos de crecimiento reaccionan de
acuerdo a la concentracién de serotonina en el espacio extracelular (Igvy-May et al.,
2004): una concentracion elevada de serotonina se traduciria en una sefial de quimio-
repulsién, ya que indica la presencia de inervacion serotonérgica en esa zona, mientras
gue baja concentracién de serotonina en el espacio extracelular indica que se trata de
un sitio sin inervacion previa y constituye una sefial de quimio-atraccién para los conos
de crecimiento (Whitaker-Azmitia, 2001).

Lo anterior podria ocurrir también durante la migracién de las neuronas
serotonérgicas desde su sitio de origen, como se sugiere en el trabajo de Konno y
colaboradores (2004), en donde la administracién de acido valprdico o talidomida
produjo hiperserotonemia y un cambio en la distribucién de las neuronas
serotonérgicas del nucleo del rafe dorsal o B6-B7. En este trabajo no se modifico el
numero de neuronas productoras de serotonina, sino que se observd un mayor
numero de ellas en la region caudal del ndcleo, y menos en la parte anterior.

Otro proceso en el que la serotonina participa durante la ontogenia es en la
formacién de las estructuras blanco del sistema serotonérgico (Whitaker-Azmitia et al.,
1996; Whitaker-Azmitia, 2001; Luo et al., 2003; Janusbnis et al., 2004). lLa
administracién de para-clorofenilalanina (pCPA), inhibidor de la sintesis de serotonina,
retrasa la neurogénesis de las estructuras blanco del sistema 5-HT (Whitaker-Azmitia
et al., 1996) y modifica la expresién postnatal de receptores para 5-HT en las mismas

estructuras (Lauder, 1996).
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En roedores, durante la formacién de los barriles que representan a cada
vibrisa en la corteza somatosensorial, es indispensable mantener un nivel adecuado de
serotonina para su apariciéon. La administracién de inhibidores de la enzima que
degrada a la 5-HT provoca acumulacién del neurotransmisor y suprime la formacién de
los barriles (Luo et al., 2003), como ya fue mencionado.

En otras estructuras blanco del sistema serotonérgico la administracion crénica
durante la gestacion de 5-metoxitriptamina (agonista inespecifico del sistema
serotonérgico) tuvo como consecuencia el desarreglo columnar en la capa subgranular
de la corteza presubicular y disminucién en la expresion de rielina cerebral (Janusonis
et al., 2004). En el trabajo antes descrito, los autores le adjudicaron las anomalias en la
migracion neuronal al incremento en la actividad de los receptores serotonérgicos en
las células de Cajal Retzius (CRc), ya que estas ultimas reciben innervacién
serotonérgica desde el dia E17. Estos hallazgos indican que durante la migraciéon
neuronal, el mantenimiento constante de los niveles de 5-HT en las estructuras
laminadas contribuye al adecuado arreglo citoarquitecténico en la corteza presubicular

a través de un mecanismo indirecto que involucra a la rielina.

Depuracion crénica de serotonina

Actualmente existen varias opciones para disminuir el contenido de serotonina
en el SNC, como la manipulacion farmacolégica y la dieta deficiente en triptéfano, con
el fin de estudiar los procesos en los que se considera que la serotonina estd
involucrada. La manipulacién farmacoldgica consiste en la administracion de pCPA,
(inhibidor de la sintesis de 5-HT por unidn irreversible con la hidroxilasa de triptofano
(Haring & Yan, 1999)), o de agentes neurotdxicos serotonérgicos como la 5,7-
dihidroxitriptamina (5,7-DHT) y la paracloroanfetamina —pCA- (Yan et al., 1997; Haring
& Yan, 1999). La eficacia maxima de la disminucion por pCPA es de 82 - 88% después
de 3 a 5 dias de administracion (Jha et al., 2006; Prinssen et al., 2002). Sin embargo,
esta administracidon afecta significativamente el nivel de noradrenalina, reduciéndolo
hasta en un 56% (Jha et al., 2006). Adicionalmente, la pCPA inhibe la sintesis de
proteinas por hiperfenilalaninemia, debida a la inhibicion irreversible de la hidroxilasa

de fenilalanina (Lepetit et al., 1991), de tal forma que se presenta una marcada
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reduccion en el volumen cerebral después de la administracion cronica del mismo
(Lepetit et al., 1991).

El déficit de serotonina inducido a través de la dieta consiste en la
administraciéon de una dieta nula en triptéfano (Thomas & Wysor, 1967) o con baja
concentracion de triptéfano y rica en aminodcidos esenciales de alto peso molecular,
que compiten por el transportador tipo L de aminodacidos para ingresar al SNC (Van der
Does, 2001; Booij et al., 2005). Estas dietas provocan disminucion en la concentracion
de serotonina en el intestino delgado, colon y cerebro (Thomas & Wysor, 1967). El
maiz es un ingrediente base para las dietas deficientes en triptéfano, provoca en los
animales alimentados con estas dietas una marcada reduccién en el peso corporal y
decremento en el nivel de serotonina en el SNC (Lytle et al., 1975; Fernstrom & Hirsch,
1977).

Con la administracién postnatal de dietas en donde se restringe al triptéfano en
la formulacién, se han encontrado cambios pldsticos en la arborizaciéon dendritica de
neuronas piramidales de la corteza frontal (Gonzalez-Burgos et al., 1996) y reduccién
en el nimero de espinas dendriticas en neuronas piramidales del drea CA3 del

hipocampo (Zhang et al., 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los antecedentes se muestra que la serotonina interviene durante la
ontogenia del SNC como modulador para el desarrollo del propio sistema
serotonérgico de manera directa (Konno et al., 2004; Narita et al., 2002), mientras que
de manera indirecta modula el desarrollo de estructuras blanco del sistema 5-HT como
la corteza presubicular (Janusonis et al., 2004) y el area somatosensorial de la corteza
en roedores (Luo et al., 2003).

En un trabajo previo de nuestro grupo de trabajo, se observaron alteraciones
en la migracién neuronal en la neocorteza e hipocampo (neuronas ectdpicas y en
posiciones aberrantes) de ratas alimentadas prenatal y postnatalmente con una dieta
pobre en triptéfano elaborada con maiz (Flores-Cruz, 2006). En el presente trabajo, se
propone estudiar el efecto de la deficiencia crénica de triptéfano durante el desarrollo
del sistema 5-HT, evaluando directamente la morfologia y topografia del principal
nucleo serotonérgico (el nucleo del rafe dorsal), la densidad de inervacién
serotonérgica en el SNC y el contenido de serotonina cerebral; asi como los posibles
trastornos en la migracién neuronal, que pueden expresarse a través de desarreglos

citoarquitectdnicos en la neocorteza y la arquicorteza.
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OBIJETIVOS

Objetivo General

Estudiar los efectos de la deficiencia prenatal de triptéfano dietético sobre la

ontogenia del sistema 5-HT y la corteza cerebral de ratas.

Objetivos Especificos

1. Estudiar los efectos de la deficiencia crénica de triptéfano sobre la
morfologia y nimero de neuronas immunorreactivas a hidroxilasa de triptéfano en el

nucleo del rafe dorsal.

2. Estudiar los efectos de la deficiencia prenatal de triptéfano en los procesos
de migracién y establecimiento de la polaridad de neuronas piramidales neo- y

arquicorticales.

3. Caracterizar la influencia de la 5-HT en la expresidon de proteinas implicadas

en la migracion neuronal: Notchl y rielina.

4. Evaluar las posibles alteraciones en la conducta en el campo abierto de los

roedores sometidos a privacion prenatal de triptéfano dietético.

HIPOTESIS

1. El nimero de neuronas positivas a hidroxilasa de triptéfano en el nucleo del
rafe dorsal serd menor en el grupo deficiente de triptéfano dietético en comparacién

con los animales control.

2. Se presentaran cambios discretos pero persistentes en la citoarquitectura
cortical, tales como alteraciones en la polaridad neuronal de las células piramidales
corticales asi como desdrdenes en la migracién neuronal, esto es, en la laminacién

cortical.
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3. Se presentara alteracidon en la expresion de la proteina rielina, asi como del

factor de transcripcion vinculado con la expresion de rielina, Notch1.

4. De encontrarse alteraciones citoarquitecténicas en los animales sometidos a
privacion crénica de triptéfano prenatal, podrian observarse alteraciones conductuales

en el campo abierto.

DISENO EXPERIMENTAL

Depuracion de | Dieta sin triptéfano 6

triptéfano experimental (EXP)
RATAS

GESTANTES | Sin depuracién de

Dieta sin triptofano +

triptéfano (CONT)
triptéfano

Dieta chow (CHOW)

EO E5 E22/P0 E20 E40
Inicia Concluye Sacrificio de crias: Sacrificio de Prueba conductual:
administracién administracién Inmunochistoquimica crias: Golgi-Cox campo abierto en
de dietas de dietas para hidroxilasa de (n=7r/c), condicién de

triptéfano (n=8 ratas por tincidn de Missl iluminacién tenue e
condicién), HPLC (n=5 {(n=5r/c). intensa (n= 8 ratas
rfc)y Western blot (n=5 macho por
rfc). condicion y tipo de

iluminacién).
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Se emplearon 35 ratas Wistar hembra nuliparas de 10 semanas de vida (~270g)

y sus camadas, 27 repartidas aleatoriamente a una de las tres condiciones

experimentales y las 9 restantes usadas como nodrizas. Las ratas fueron alojadas en el

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas , con un ciclo luz-oscuridad 12/12

(luces encendidas de 0700 a 1900hrs); temperatura (22 + 1°C) y humedad controladas

(45-55%). El acceso al agua y comida, de acuerdo a su condicién experimental, fue ad

libitum. Los procedimientos aqui descritos fueron aprobados por la Comisién de

Bioética para Investigacion en Animales del mencionado Instituto.

Aparatos

Para la histologia y biologia celular:

Bomba de perfusidon (modelo 77521-40, Masterflex)

Sonicador (XL2000 Microson, QSONICA, LLC)

Centrifuga

Balanza (BL150, Sartorius)

Lector de placas de ELISA (Chromate, Awareness)

Microtomo (modelo 27, Sartorius-Wercke)

Incubadora (modelo RB360, W.C. Heraeus GMBH)

Microscopio (modelo Axiolmager. Al, Carl Zeiss; equipado con el

software AxioVision, v4.6.3, Carl Zeiss)

CCD —coupled cherged device AxioCam MRC (Carl Zeiss)

Escaner (modelo V350PHOTO, Epson)

Cromatodgrafo con deteccidn fluorométrica (Waters Co, Milford, Mass)
Columna analitica de fase reversa de 4.6mmx100mm 100mmHypersil

116 100 °A ODS (tamafio de particula: 3um, Evoelution

Para la evolucion conductual:

Software:

Camara (Digimax S600, Samsung)
Campo abierto (caja de acrilico pintado de blanco, 90 x 90 x 40)

Imagel 1.41 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)
SPSS 10 para Windows
PhotoShop
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Materiales

° Caseina hidrolizada C2 (19582, Organotechnie)

° Violeta de Cresilo (acetato) Certistain (1.05235, Merck)

. Triton X-100 (sc-29112, Santa Cruz)

° Suero normal de caballo (S-2000, Vector)

° Suero normal de conejo (S-5000, Vector)

° Suero normal de cabra (526-100mL, Vector)

. Kit ABC Vectastain —avidina/biotina- (PK-4000, Vector)

. Kit FD Rapid GolgiStain (PK 401, FD NeuroTechnologies)

° Kit de bloqueo de avidina/biotina (SP-2001, Vector)

° Kit de sustrato de DAB para peroxidasa (SK-4100)

. Kit de cuantificacidn de proteinas (RCDCProtein Assay, BIO-RAD)

Anticuerpos:

. Anti-hidroxilasa de triptéfano, desarrollado en cabra, policlonal
(AB1541, Millipore)

. Anti-reelin, desarrollado en ratén, monoclonal (MAB5364, Millipore)

° Anti-Notch1, desarrollado en ratén, monoclonal (MAB5352, Millipore)

. Anti-receptor 5-HT1A, desarrollado en cerdo de guinea, policlonal
(AB5406, Millipore)

° Anti-B-tubulina lIl, desarrollado en ratén, monoclonal (T8578, Sigma-
Aldrich)

. Anti-ratén, peroxidado, desarrollado en caballo (PI-2000, Vector)

° Anti-cabra, desarrollado en conejo (BA-6000, Vector)

° Anti-cerdo de guinea, desarrollado en cabra (BA-7000, Vector)

Procedimiento
Gestaciones
Para provocar la gestacidn, se colocd en la caja —habitacion de un macho
sexualmente maduro a las hembras (3 hembras por macho); diariamente se realizé
frotis vaginal y una vez que en el frotis se detectaron espermatozoides se registré
como dia embrionario 0 (E0). Las hembras se colocaron en grupos de 3 animales por
cajay se transfirieron a una caja individual en E20 para que construyeran un nido.
Debido a que la serotonina es indispensable para el establecimiento del polo
vegetal-polo animal en el embridon, se realizdé la privacion de triptéfano dietario
prenatal posterior al dia E5 de gestacion. De esta forma, la administracion de las dietas

experimentales se realizé entre E5-E22/dia del parto. Al nacimiento, se cambid la dieta
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experimental y control por la dieta CHOW (Harlan Teklad 19% Proteina, 2019S) en
todos los grupos.

Con el fin de evitar desnutricion postnatal en el grupo experimental, las crias
fueron alimentadas por una nodriza cuya gestacidon estuvo empatada temporalmente
con la del grupo sin triptéfano. Esta rata nodriza fue alimentada con dieta CHOW
durante la gestacidon y después del parto las crias fueron removidas y se cambiaron por
las de una rata del grupo experimental.

Durante la gestacidon, se registrd la ingesta desde E5 hasta el parto,

dividiéndose por semanas (semana 1: E6-E10, semana 2: E11-E15 y semana 3 E16-E20).

Dieta sin triptofano o dieta experimental (EXP)

Debido a que el consumo de triptdfano dietético de la rata gestante afecta
directamente la disponibilidad del aminodcido y de 5-HT en el SNC del feto, la
reduccion de triptofano al que se sometid a la madre incidié en la cria (Arévalo et al.,
1991). Se restringié el consumo de triptéfano mediante la administracién de una dieta
en cuya formulacidn se incluyd caseina hidrolizada (la hidrdlisis acida de la caseina
destruye al triptéfano dejando inalterados al resto de los aminodacidos y harina de maiz
nixtamalizada. La caseina hidrolizada (Cat: 19582, Organotechnie) fue la fuente
principal de aminoacidos y harina de maiz nixtamalizado la de carbohidratos. La
nixtamalizacion del maiz es una forma de hidrdlisis alcalina que igualmente destruye el
poco triptéfano del maiz y facilita la digestion de los carbohidratos (Thomas & Wysor,
1967). La administracién se realiz6 de acuerdo al disefio experimental arriba
mostrado. La formulacidon de la dieta puede verse en el Anexo 1 y el contenido de

aminodcidos en la caseina hidrolizada en el Anexo 2.

Dieta sin triptéfano+triptofano o dieta control (CONT)

Con el fin de asegurar que los hallazgos en los grupos a los que se administro la
dieta EXP se debieron a la carencia de triptéfano y no a otra caracteristica de la dieta,
se empled una dieta control con la misma formulacién que la dieta EXP, a la que se le
agrego triptéfano (Cat: T0254, Sigma) en la concentracion recomendada en el alimento

estandar para ratas segun la dieta de Harlan Tekland (0.20%).
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Dieta control (CHOW)

Se empled la dieta Harlan Tekland Global Diet, 2019 (anexo 3); 19% de proteina
para alimentar a un grupo de ratas de acuerdo al disefio experimental mostrado. El
contenido de triptéfano de la dieta CHOW fue el pardmetro con el que se elaboré la
dieta CONT, por lo que ambas dietas presumiblemente eran equivalentes tanto

caldrica como nutrimentalmente.

Sacrificios

Los sacrificios se realizaron al nacimiento (4 sujetos por camada por condicidn
experimental) y en P20 (2 machos por camada por condicion experimental). La
eutanasia se realizé inyectando a los animales una sobredosis de pentobarbital sédico
(120mg/kg ip); mediante la observacidn fisica se comprobd la muerte de los animales
(pérdida del reflejo parpebral, falta de tono muscular, coloracién ciandtica). Una vez
sacrificados, los animales se perfundieron intracardiacamente con amortiguador de
fosfatos-salina (PBS) al 9% seguidos de PBS-para formaldehido (PBS-PFA) al 4% para
realizar inmunohistoquimica (IHQ) o tinciéon de Nissl; para realizar Western blot y

cromatografia solo fueron perfundidos con PBS-salina.

Inmunohistoquimica

Con el propdsito de conocer el nUmero de neuronas productoras de serotonina
en el nucleo del rafe dorsal asi como su distribucidn en el mismo, se realizé IHQ para
detectar a la enzima hidroxilasa de triptéfano (TrpH). Como se menciond previamente,
la TrpH es considerada la enzima “paso limitante” en la sintesis de serotonina, y se
encuentra Unicamente en las células que producen esta molécula. También se realizé
IHQ para determinar la presencia del receptor 5HT1A en las células de Cajal-Retzius en
la zona marginal de la neocorteza.

Posterior al sacrificio, se extrajo el cerebro y se colocé en post-fijacion durante
48 h; terminado este periodo se transfirid a una solucidén de sacarosa al 30% durante
48 h, todo esto en refrigeracion. El cerebro se cortd en secciones coronales de 70um
con un microtomo de congelacién. Los cortes fueron lavados con PBS y posteriormente
incubados a temperatura ambiente con 0.018% de perdxido de hidréogeno en PBS, para

bloquear la peroxidasa enddgena, durante 10 min; enseguida se lavaron 3 x 10 min en
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PBS y las secciones correspondientes al tallo cerebral se incubaron durante 48 h a 4°C
en una solucion de 1% de suero normal de conejo, 0.3% de Triton X100 en PBS y el
anticuerpo anti-hidroxilasa de triptéfano, 1:1000, desarrollado en cabra. Transcurrido
ese periodo, las secciones se lavaron 3 x 10 min en PBS y se incubaron en la misma
solucién antes mencionada con el anticuerpo secundario biotinilado en concentracién
1:200, durante 24 h a 4°C. Al dia siguiente se lavo el tejido y se incubd en el complejo
de avidina-biotina (Kit ABC, Vector) por 2 h a 37°C en la incubadora, al término de este
periodo se lavé de la misma forma antes mencionada y se revelé con el Kit anti-
peroxidasa, Vector; en el caso de la corteza cerebral, se realizé doble IHQ para rielinay
el receptor 5HT1A, los cortes se incubaron durante 48 h a 4°C en una solucion de 1%
de suero normal de caballo, 0.3% de Triton X100 en PBS y el anticuerpo anti-rielina
IgGyk, 1:1000, levantado en ratdn. Al concluir este periodo, el tejido se lavd como se
describe previamente y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa, 1:3000, durante 24 h a 4°C. El revelado se realizé con el kit anti-peroxidasa
(Vector), luego se prepard el tejido para la nueva incubacién bloqueando avidina y
biotina con el kit de bloqueo de Vector y se incubd durante 24 h a 4°C con una solucién
de 1% de suero normal de cabra, 0.3% de Triton X-100 en PBS y el anticuerpo anti-
receptor 5HT1A, 1:500; después se incubaron durante 24 h a 4°C en el anticuerpo
secundario. Los cortes se revelaron con el kit de peroxidasa usando en esta ocasién
niquel en la solucién para conseguir una coloracién negra en el revelado. Los cortes se

montaron en portaobjetos y se cubrieron con Entellan (Merck).

Conteo celular de neuronas positivas a TrpH

El nucleo dorsal del rafe se foto-documentd empleando un sistema de
adquisicion de imagenes CCD (Axiocam, Zeiss) acoplado a un microscopio Axioscope,
Zeiss. Con el fin de evaluar morfolégicamente el rafe dorsal, el nicleo fue dividido en
regiones rostral, medial y caudal, de acuerdo al atlas del desarrollo prenatal de la rata
(Altman y Bayer) en dénde al dia E21, corresponde al dia del nacimiento de la camada.
Las secciones se capturaron siguiendo la progresién rostro-caudal del ndcleo,
utilizando un objetivo Achroplan 10x/0.10 AN para tener una vision panoramica del
nucleo y un objetivo Achroplan 20x/0.45 AN para realizar los conteos celulares. Una

vez obtenidas las imagenes se analizaron con el software gratuito ImageJ (NIH), con la
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aplicacion “Cell count” del mismo programa. Las marcas se colocaron Unicamente
sobre las neuronas que se encontraban en foco y debido a que la captura de la
totalidad del nucleo requirié varias imagenes, se evitd contar las neuronas de las zonas

de traslape.

Evaluacion de la densidad de inervacion serotonérgica

En cuanto a la inervacidn 5-HT, esta se evalud en el haz prosencefalico medial.
Una vez que se identificaron las secciones, se foto-documentaron empleando una CCD
acoplada a un microscopio Axioscope, Zeiss. Las imdgenes se tomaron empleando el
objetivo Achroplan 40x/0.65 AN para distinguir con claridad las fibras positivas a TrpH.
Las imagenes fueron convertidas a 8 bits en escala de grises. Se midié la densidad
Optica de los precipitados por densitometria con el analizador de imdgenes Image)
(NIH).

Para las IHQ dobles, se capturaron las imagenes con un objetivo Achroplan 40X/
0.65 AN para tener una visidon panoramica de la zona marginal y Achroplan 100X/1.25
AN para realizar la deteccién de las dobles marcas sobre las células de Cajal-Retzius. La
coloracion café correspondié a la marca de rielina, mientras que la marca negruzca

correspondié al receptor 5-HT1A.

Western blot

El cerebro se extrajo rapidamente y se lavd en PBS a 4°C para después colocarlo
en buffer de lisis a 4°C compuesto por: tris-HCl 50mM pH 7.5, NaCl 150mM, NP-40 1%,
DOC 0.5% 0.5%, y mezcla de inhibidores de proteasas (Complete™, Roche). Las
muestras se sonicaron empleando pulsos 50Hz durante 5 s, con 5 series de pulsos con
descansos de 10 s entre cada pulso; posteriormente se centrifugaron a 14000rpm
durante 75 min a 4°C. Una vez separadas las membranas, se recolecté el homogenado
de proteinas y se cuantificd la concentracion de proteinas por método de Lowry
modificado. Para la deteccién de Notchl y rielina se utiliz6 un gel de SDS-
poliacrilamida al 10%. Se cargaron 60ug de proteina total, por condicion, disuelta en
buffer de carga en condiciones reductoras con 2-B-mercaptoetanol, azul de
bromofenol 0.05% y SDS 10% (p/V). Las muestras se hirvieron durante 5 min a 94°C.

Los geles se corrieron a 25mA, en buffer de corrida (tris —base, tripsina y SDS pH 8.3)
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durante 3 h. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa en
camara humeda durante 20 h. Al terminar el tiempo de transferencia, la membrana se
bloqued con una solucién de PBS-leche descremada al 5% durante 2 h a 37°C. Las
membranas se incubaron con los siguientes anticuerpos: raton anti-rielina 1gGy (Cat:
MAB5364, Chemicon, que reconoce las formas cortadas “cleaved” de 300 y 180kDa) y
raton anti-Notchl IgG1l (Cat: MAB5352, Chemicon, que reconoce los fragmentos
intracelulares (NICD) de +-200 y 120kDa) diluidos 1:1000 en PBS-BSA al 5%, durante 48
h a 4°C. Después de incubadas en el anticuerpo primario las membranas se lavaron 3 x
10 min en 0.2% Tween20 en PBS para después incubarlas en anticuerpo secundario
peroxidasa anti-ratén IgG (H+L) (Vector Laboratories) 1:3500 en PBS-leche al 5% y
suero de la especie en la que fue desarrollado el anticuerpo secundario al 1%, por 90
min a temperatura ambiente. Al terminar el tiempo de incubacién, se lavaron una vez
mas en PBS-Tween20, 3 x 10 min. El revelado de las membranas se realizé por medio
de quimioluminiscencia y visualizados en hiperfilm ECL (Kodak). Los controles
negativos se realizaron al eliminar de la incubacién el anticuerpo primario. Se utilizé a-
tubulina como un control de carga de proteinas. Las membranas se escanearon y la
imagen digitalizada a 400dpi se transformd a escala de 8 bits. Se midié la densidad
Optica de los precipitados por densitometria con el analizador de imagenes ImageJ del

NIH.

Cromatogradfia liquida de alto desempeifio (HPLC)

El analisis cuantitativo de la serotonina cerebral total se realizé mediante
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) con deteccién fluorométrica. Una vez
que el cerebro fue removido, se homogeneizé con un sonicador (3 pulsos de 50Hz por
20 s con descansos entre pulsos de 10 s) en 300ul de una solucién de acido perclérico
(0.1M) y EDTA (0.1mM) y se centrifugd durante 15 min a 17000rpm a 4°C. El
sobrenadante resultante se filtré a través de un filtro de 0.22um (Millipore) y antes de
ser inyectado en el HPLC se determind la concentracion de proteinas de cada muestra.
Se utilizo el sistema HPLC Waters Co, Milford, Mass., y se us6 una columna de 3um de
4.6mm x 100mm Hypersil 116 100 “A ODS, Evoelution. La fase moévil consistié en 90%
de amortiguador de acetato de amonio (50mM, pH 3.5) y 10% de acetonitrilo. Las

longitudes de onda para detectar serotonina fueron de 270nm y 345nm, para la
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excitacion y emision respectivamente. La muestra completa fue inyectada en la
columna; por medio de la comparacién de los tiempos de retencién de la muestra con
los observados del estandar (hidrocloruro de 5-hidroxitriptamina) fue como se
determind que se trataba del neurotransmisor. Las concentraciones de serotonina se

muestran como microgramos de 5-HT por gramo de tejido

Tincion de Golgi-Cox

La evaluacién de los cambios en la polaridad celular en corteza cerebral se
efectud en el dia de vida postnatal (P) 20, debido a que para esta fecha es posible ver
con claridad, empleando una tincién argéntica, la morfologia de la neurona.

Se emplearon 5 animales macho por condicidn experimental; después de
administrales una dosis letal de pentobarbital sédico, se les decapité y extrajo
rapidamente el cerebro. El tejido cerebral se lavé en PBS a 4°C y se secciond
coronalmente en trozos de 5 mm de ancho. Las secciones se sumergieron en la
solucién de impregnacion del kit GolgiStain para Golgi-Cox (Neurotechnologies)
durante 2 semanas, al término de este periodo se les transfirio a la solucién protectora
para prepararlos para el corte durante al menos 2 semanas. El kit de Golgi-Cox sugiere
seccionar los trozos ya impregnados y montarlos en cubreobjetos preparados con
gelatina bacterioldgica, sin embargo se realizd una modificacion en la técnica de
revelado para optimizar los resultados. Esta optimizacidn consistié en realizar los
ultimos pasos (revelado y aclarado) en los cortes en flotacion, lo que redujo el tiempo
requerido para realizar la técnica en al menos 2 semanas ademds de que mejoré la
calidad de las tinciones obtenidas. Una vez aclarados y deshidratados, los cortes
fueron montados en portaobjetos y cubiertos con Entellan (Merck). Las secciones se
fotodocumentaron con una CCD acoplada a un microscopio Axioscope (Zeiss)
empleando un objetivo Achroplan 20x/ 0.45 AN. Las cortezas somatosensorial
(miembros anteriores, mandibula y vibrisas), motora (primaria y secundaria) asi como
la corteza del cingulo se seleccionaron para evaluar la polaridad neuronal.

La evaluacién semi-cuantitativa de las cortezas se realizé de la siguiente forma:
primero se cuantific6 por fotografia el nimero de neuronas piramidales bien

impregnadas, enseguida se registro el numero de neuronas piramidales que
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presentaban alteracion en la polaridad neuronal. De esta forma se obtuvo un

porcentaje de neuronas con polaridad modificada en cada fotografia.

Tincion de Nissl

Con el propésito de evaluar la migracidon neuronal cortical, en particular de
neuronas piramidales arquicorticales en los animales sometidos a privacion prenatal
de triptéfano en la dieta, se realizaron tinciones de Nissl. Esta se empled para
cuantificar neuronas piramidales fuera del estrato piramidal en el hipocampo asi como
para determinar el perfil de las capas corticales. Una vez perfundidos con PBS-PFA al
4%, el cerebro se extrajo y se dejé en fijacidon durante 24 h. Al final de este periodo se
deshidraté en series de alcoholes, aclaré y embebié en parafina (Prophet et al., 1995);
se cortaron secciones de 5um del bloque y se montaron en un bafio de flotacién en
portaobjetos preparados con Poly-L-lysine, Sigma. Los cortes se secaron en un horno a
60°C, se dejaron enfriar y se desparafinaron en xilol seguido de series de alcoholes.
Enseguida se re-hidrataron para ser sumergidos en una solucién acuosa de Violeta de
Cresilo al 4% a 50°C durante 10 min; posteriormente se enjuagaron en agua bidestilada
y series de alcoholes (alcohol 962 y absoluto), por ultimo se aclararon en xileno. Para
terminar las laminillas fueron cubiertas con Entellan, Merck. Las secciones se foto-
documentaron con una CCD acoplada a un microscopio Axioscope (Zeiss) empleando
un objetivo Achroplan 20x/0.45 AN; se analizaron las secciones que contienen la
seccion CA2 en la porcion dorsal del hipocampo (laminas 32-36 del atlas de cerebro de

la rata, Paxinos).

Campo abierto

Una vez que se comprobd la presencia de alteraciones en la migracion y en el
establecimiento de la polaridad neuronal cortical, se evalud a los animales en el campo
abierto. El campo abierto permite evaluar la conducta espontanea de la rata cuando la
arena se ilumina tenuemente y la conducta ante situaciones aversivas, cuando la arena
se ilumina intensamente (500W). Con el fin de evaluar la conducta de las ratas se
utilizdé el campo abierto; se utilizaron 5 ratas macho de 40 dias de vida por condicién
experimental. El campo abierto consisti6 en una caja de acrilico blanco de

90x90x40cm, en cuya base estaba marcada una cuadricula de 10x10cm. Entre cada
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ensayo, la caja se limpidé en su totalidad con alcohol etilico de 70° y al final de cada
sesién, se lavaba por completo con jabén neutro para eliminar cualquier rastro
olfativo. Cada ensayo tuvo una duracién de 5 min a partir del momento en que se
coloca a la rata sobre el piso del campo abierto. Los ensayos se videograbaron con una
camara Digimax S600, Samsung; a una velocidad de 30cps. La prueba de campo abierto
se realizd durante la fase oscura del ciclo, entre las 7:30 y las 9:00pm; de 7:30 y
8:30pm se destind a habituacion a las condiciones ambientales del laboratorio, para
luego continuar con la prueba conductual.

Para el andlisis conductual de los videos, se tomaron en cuenta los siguientes
pardmetros: tiempo de inmovilidad, tiempo de congelamiento, tiempo de
acicalamiento, tiempo en la periferia (de la cuadricula del piso, las dos hileras
adyacentes a la pared del campo abierto), tiempo en el centro, distancia recorrida
(numero de cruces en la cuadricula), conducta vertical (levantarse en dos patas),
rascado y numero de veces en las que defecaba Estos pardmetros se eligieron al
mostrarse que son de facil evaluacion e interpretacion y se han validado en varios

estudios previos (Goma & Tobefia, 1978; Hale et al., 2008).

Anilisis estadisticos

Los datos obtenidos en los conteos celulares (IHQ y tincién de Nissl), las
cromatografias y las evaluaciones conductuales cumplieron los criterios de normalidad
y homogeneidad de varianza, necesarios para poder ejecutar un analisis estadistico
paramétrico. Los datos fueron analizados con una prueba ANOVA de una via, seguido
de la prueba post hoc de Tukey HSD. El nivel de significancia estadistica fue fijado en
p<0.05

Las densidades épticas fueron analizados usando la prueba no-paramétrica de
Kruskar Wallis, el nivel de significancia estadistica fue fijado en p<0.05.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS, version 10.0, para

Windows.
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RESULTADOS

Evaluacion de las dietas

El analisis nutrimental de las dietas que se utilizaron en el presente trabajo
indicd que tanto el contenido de proteina, carbohidratos y grasas eran equivalentes
(Tabla 1l). La equivalencia de estos parametros resulta esencial para asegurar

equivalencia nutrimental y caldrica, evitando deficiencias entre grupos.

Determinacion Experimental Control Chow
(g/100g) (g/100g) (g/100g)

Humedad 25.8 23.1 10
Cenizas 8.8 9.2 5.9
Grasas 5.8 6.0 6.0
Proteina 19.0 19.2 18.8
Fibra cruda 2.9 2.8 3.8
Carbohidratos 53.4 48.0 57.26
asimilables

Tabla Il. Analisis nutrimental de las dietas utilizadas.

Ratas gestantes
Ingesta durante la gestacion

El consumo de las dietas se evaludé semana por semana, asi se observé que los
distintos grupos ingirieron en promedio la misma cantidad de alimento en cada
semana. La ingesta se incrementd con respecto al tiempo de gestacidon. Aunque en la
Figura 6 se observa una tendencia en la primera semana a disminuir el consumo
(neofobia) en los grupos CONT y EXP con respecto a CHOW, la diferencia entre grupos

no fue estadisticamente significativa.

Partos

Todas las ratas parieron en el dia E22, sin cambios estadisticamente
significativos en el nimero de crias por camada (10.5 £ 1.5). Debido a que se realizaron
manipulaciones experimentales en los animales recién nacidos, el niumero final de

crias por camada fue de 6.5 £ 1.5.
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Figura 6. Ingesta promedio semanal durante la gestacion. La administracién de las dietas a las

ratas prefiadas comenzé en el dia E5 y concluyd en E22, por lo que cada semana comprende el
consumo de 6 dias.

Crias
Peso cerebral y corporal

Al nacimiento (P0), los individuos del grupo EXP no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al peso cerebral himedo (peso cerebral EXP:
0.233 + 0.0037 g) al comparase contra el resto de los grupos (peso cerebral CHOW:
0.2613 £ 0.0053 g; CONT: 0.2636 + 0.0058 g; F = 3.668,.31, p>0.05) como se muestra
en la Figura 7. Sin embargo, el peso corporal de las crias del grupo EXP (4.4856 +
0.1138 g) fue menor que en los controles (CHOW: 5.819 + 0.1059 g; CONT: 5.8313 +
0.0841 g; F = 49.968,.1, p<0.001) (Figura 8).

En los dias P10 y P20 el grupo EXP mostré menor peso cerebral y corporal (P10
cerebral: 0.6275 £ 0.016 g, corporal: 12.0137 £ 0.5275 g; P20 cerebral: 1.0591 + 0.0478
g, corporal: 23.42 + 0.6685 g), comparado con los grupos control (P10 cerebral, CHOW:
0.965 + 0.0157 g, CONT: 1.0083 + 0.0227 g, F = 108.811,.,7, p<0.001; corporal CHOW:
20.7312 + 0.6847 g, CONT: 21.8183 + 0.5589 g, F = 47.315,.,7, p<0.001; P20 cerebral,
CHOW: 1.4167 + 0.0165 g, CONT: 1.3981 + 0.0233 g, F = 58.457,.47, p<0.001 corporal
CHOW: 43.9835 + 1.094 g, CONT: 43.5327 * 2.147 g, F = 85.989;.54, p<0.001).
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Figura 7. Peso cerebral por condicidn experimental y edad. En el grupo EXP el peso cerebral es
menor a partir del dia 10 de la evaluacidn y se mantiene por debajo del los controles (CHOW y
CONT) hasta el dia 20 postnatal; al nacimiento no existen diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con los grupos control. * p<0.05
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Figura 8. Peso corporal por condicién experimental y edad. Los grupos control se comportan
como si fuesen el mismo grupo, mientras que el grupo deficiente en triptéfano prenatal se
mantiene con bajo peso corporal en todos los puntos temporales. * p<0.05
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Concentracion de serotonina cerebral total

En el dia E20, se cambio a dieta Chow a los animales que recibieron dieta CONT
y EXP, de manera que las hembras recobraron la concentracién plasmatica de
triptéfano (Biggio et al., 1974) y por ende, la de las crias. Los andlisis de HPLC
mostraron que la concentracidn de serotonina total en los cerebros de las crias recién
nacidas fue similar entre las condiciones: CHOW: 0.2918 + 0.2915 ug/g; CONT: 0.3214
+0.0541 ng/g; EXP: 0.3484 + 0.0608 ug/g.

Neuronas serotonérgicas en el nucleo del rafe dorsal

Con el fin de cuantificar las neuronas serotonérgicas en el nucleo del rafe
dorsal, asi como para evaluar la morfologia de dicho nucleo, se realizé una IHQ para
TrpH. En el conteo de neuronas inmunorreactivas (ir) a TrpH se encontré que el
numero de estas neuronas en el grupo EXP fue aproximadamente 35% menor que en
los grupos control (F = 18.604,,9 p<0.001). Entre la condiciones control no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tukey HSD, p>0.05). Véase
Figuras 9y 10.

Otra de las observaciones que debe mencionarse es la referente a la intensidad
de la inmunorreaccién en el grupo EXP. Como puede observarse en la Figura 9, donde
se observa mas claramente en las secciones medial y caudal, la inmunorreaccién en
dicho grupo es mucho mas tenue que en el resto de las condiciones.

El andlisis de la distribucion de las neuronas ir a TrpH en las distintas regiones
del rafe dorsal, esto es, segln la divisién del nucleo en rostral, medial y caudal, mostré
que en los grupos control (CHOW y CONT) las neuronas serotonérgicas se distribuyen
de manera similar a largo del nudcleo. Los grupos control presentan un mayor numero
de neuronas TrpH positivas en las regiones medial y caudal, mientras que el nimero en

la regidn rostral es menor, como se indica en las curvas de distribucion de la Figura 11.
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ROSTRAL MEDIAL CAUDAL

Figura 9. Neuronas serotonérgicas en el nticleo del rafe dorsal. Inmunohistoquimica para
hidroxilasa de triptéfano, secciones representativas del nucleo del rafe dorsal en PO; se
muestran las secciones del nicleo adyacentes al acueducto. Objetivo 10x. Barra: 200um.
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Figura 10. Numero de neuronas serotonérgicas en el rafe dorsal. El histograma muestra el
promedio de neuronas inmunoreactivas a TrpH al nacimiento en los distintos grupos; el grupo
EXP muestra una menor cantidad de neuronas serotonérgicas (aprox. 35% menos) comparado
contra los controles. * p<0.001
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Figura 11. Distribucién de las neuronas ir a TrpH en el rafe dorsal. Las curvas de distribucién en
los grupos control indican que las neuronas ir a TrpH son mds abundantes en la regidon medial y
caudal del nucleo y menos abundantes en la region rostral, mientras que en el grupo EXP no es
posible observar ese patrén.

Se eligio el haz prosencefdlico medial como punto de observacion de la
inervacién ya que alli se concentran las fibras provenientes del grupo rostral de
nucleos serotonérgicos. Los resultados no indicaron diferencia condiciones en cuanto

al numero de fibras a TrpH ir en el haz tegmental central y lateral (Figura 12).
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Figura 12. Fotografias representativas del haz prosencefdlico medial, regién lateral.
Inmunohistoquimica para TrpH en tejido de animales recién nacidos. Las imagenes a la
izquierda estan obtenidas con un objetivo 20x y el voxel con 40x. A, CHOW; B, CONT; C, EXP.
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Inervacion serotonérgica en la zona marginal: Células de Cajal-Retzius

Otro objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos de la deficiencia
prenatal de triptdfano en el proceso de migracion de neuronas piramidales. En primer
lugar, se buscé evidencia de la inervacidon 5-HT en las CRc’s usando una doble IHQ para
rielina (para identificar a las CRc) y para receptores de serotonina del tipo 1A. En las
Figura 13 se muestra la doble marca en una célula de Cajal-Retzius, en color café se

observa la ir correspondiente a la proteina rielina y en color negro a 5-HT1A.

Figura 13. Zona marginal de la corteza cerebral de recién nacidos, IHQ doble para rielina y el
receptor 5-HT1A. En la imagen se muestra a las células de Cajal-Retzius en la zona marginal en
PO; la marca café indica la presencia de rielina mientras que los puntos en tonalidad café-
negruzca indican la presencia de receptores para serotonina del tipo 1A. En ambas imagenes
se muestran cortezas control. Objetivo 100x
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Una vez que se comprobd que el sistema 5-HT interactia con las células
pioneras de la zona marginal, se evalud la expresién de la proteina rielina; para ello se
realizaron Western blots de tejido cerebral total en el dia PO. Se encontré que la
expresion de rielina fue mayor en la condicion EXP en la variedad de la proteina de
180kDa (rielina 180kDa: Chi-cuadrada = 7.491,, p= 0.024), como se observa en la
Figura 14, y en la variedad de 300kDa (rielina 300kDa: Chi-cuadrada = 6.956,, p=

0.031), que se muestra en la Figura 15.
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Figura 14. Expresion de la proteina rielina de 180 kDa. Densidad dptica de la proteina obtenida
de tejido cerebral de animales recién nacidos. Los datos en el histograma representan media y
error estandar. * p<0.05. Bajo el histograma se muestran Western blots representativos de
cada una de las condiciones.
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Figura 15. Expresidon de la proteina rielina de 300kDa. Densidad dptica de la proteina obtenida
de tejido cerebral de animales recién nacidos. Los datos en el histograma representan media y
error estandar. * p<0.05. Bajo el histograma se muestran Western blots representativos de
cada una de las condiciones.

Migracion cerebral cortical: hipocampo

Al observarse el incremento en la expresidén de rielina de 180kDa y 300kDa,
dada la participacién de esta proteina en la regulacion de la migraciéon neuronal, se
analizé la corteza cerebral en busca de anomalias migratorias en las neuronas que
llevan a cabo migracién radial, en particular de neuronas piramidales arquicorticales.
Se eligid esta estructura debido a que su arreglo laminar es muy preciso y nos permitié
detectar de manera sencilla a aquellas neuronas piramidales que se encontraran fuera
de la capa que les corresponde. La divisidn citoarquitectdnica del hipocampo incluye
una regioén celular y tres regiones acelulares; la primera es la capa o estrato piramidal,
en dénde se localizan los cuerpos celulares de las neuronas piramidales, y las regiones
acelulares comprenden a las capas o estratos oriens (que estd formado por las

dendritas basales de las neuronas piramidales), radiatum (superficial a la capa
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piramidal) y el lacunosum-moleculare (ocupado por las dendritas apicales piramidales)
(Johnston & Amaral, 2004).

Para ello se realizaron tinciones de Nissl; se escogieron secciones con el
hipocampo, se fotodocumenté el campo CA2 y se cuantificaron las neuronas
piramidales en los estratos i. piramidal, ii. oriens, y iii. radiatum.

En la Figura 16, a continuacién, se muestran los conteos neuronales realizados
en los hipocampos impregnados con Violeta de Cresilo, en las que se observa un
menor numero de neuronas piramidales en el drea CA2 del grupo EXP (114.666 *
10.12 neuronas, F= 20.73,,;1, p< 0.001), mientras que las condiciones control no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellas (CHOW: 204.0 +

39.33 neuronas, CONT: 207.01 £ 22.98 neuronas).
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Figura 16. Neuronas piramidales en el estrato piramidal del drea CA2 del hipocampo. En el
conteo celular se observé un menor nimero de neuronas piramidales en el grupo EXP en los
hipocampos de animales de 20 dias de vida. * p<0.001

En lo que respecta a las neuronas piramidales ectdpicas en CA2 (Figura 18), el
grupo experimental mostré un mayor nimero de ellas en comparacién con los grupos
control en el estrato radiatum (EXP: 14.33 + 4.57 neuronas, F = 13.85,,;, p<0.001)
mientras que entre las condiciones control no existieron diferencias (CHOW: 5.71 *

1.14 neuronas, CONT: 6.6 + 2.51 neuronas), ver Figura 17.
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El ndmero de neuronas piramidales ectdpicas en el estrato oriens no mostré
diferencias entre las tres condiciones (CHOW: 3.71 = 1.08 neuronas, CONT: 6.2 £ 1.59
neuronas, EXP: 7.08 £ 1.53 neuronas, F = 1.29, 55, p>0.05).
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Figura 17. Neuronas piramidales ectdpicas en el estrato radiatum de CA2 del hipocampo. El
grupo EXP mostré el doble de neuronas piramidales ectépicas en P20, comparadas con los
grupos control. * p<0.001
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Figura 18. Tincién de Nissl del sector CA2 del hipocampo. En A, EXP; en B, CONTROL y en C,
CHOW. Las flechas indican neuronas piramidales ectépicas, facilmente reconocibles por su
morfologia triangular y la presencia de procesos visibles. Objetivo 20x
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Polaridad neuronal cortical

En las hipdtesis del presente trabajo se planted que se presentarian cambios
discretos pero persistentes en la citoarquitectura cortical, tales como desérdenes en la
migracidn neuronal; y por otra parte que se presentarian alteraciones en la polaridad
celular de las neuronas piramidales corticales dados por la alteracién en la expresion
de la proteina rielina, la cudl afecta la via de sefalizacion del factor de transcripcién
Notchl, responsable del establecimiento de la polaridad neuronal. Se considera
alteracion en la polaridad neuronal a la que presentan todas aquellas neuronas con
procesos cortos, multiples e inconsistentemente orientados, que protruyen
directamente del soma (Hashimoto-Tori et al., 2008)

En cuanto al establecimiento de la polaridad celular en las neuronas
piramidales corticales, se observé directamente la morfologia celular mediante la
tinciéon de Golgi-Cox utilizando un objetivo 10x para observar la morfologia completa
de la neurona y 40x para comprobar que se trata de una neurona piramidal
asegurandonos de la presencia de espinas dendriticas. Se encontré que el grupo EXP
presentd un gran numero de neuronas con alteracion en la polaridad neuronal en las
cortezas somatosensorial, motora y del cingulo. La corteza mas afectada por la
privacion de triptéfano dietario prenatal fue la corteza somatosensorial en las 3
divisiones evaluadas (vibrisas — véase Figura 19-, miembros anteriores y mandibula),

como se muestra en la Tabla Ill, a continuacion.

Corteza Porcentaje Tabla Ill. Porcentaje de

Somatosensorial neuronas  piramidales
por fotografia que

Miembros anteriores 2-9% presentaron alteracién

Vibrisas 3-15% en la polaridad
neuronal.

Mandibula 4-8%

Motora

Primaria 3-6%

Secundaria 0%

Cingulo <4%



Figura 19. Dibujos de las cortezas somatosensorial de ratas juveniles tefidas con el método de
Golgi-Cox. En A, CHOW; B, CONT; C, EXP. Las imagenes representativas de la corteza
somatosensorial, en la zona que corresponde a las vibrisas, fueron obtenidas con un objetivo
10x y luego dibujadas para notar con mas claridad los tipos neuronales corticales; en el
recuadro se muestran neuronas piramidales normales (objetivo 40x) (A y B) y con alteracién en
la polaridad neuronal (C), la barra de escala equivale a 50um.
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Una vez que se observod que la corteza presentaba alteraciones discretas en la
polaridad neuronal, se cuantificé la expresidn del factor de transcripcion Notchl
implicado en el establecimiento de la polaridad neuronal. Se analizé la expresion de las
variedades procesadas de Notch 1 (NICD) de 200kDa y 120kDa en el tejido cerebral
total de las crias recién nacidas. Notchl de 120kDa no tuvo diferencias
estadisticamente significativas (Chi-cuadrada= 4.8,, p=0.091), como se observa en la
Figura 20; mientras que para la proteina de 200kDa, en la condicidn EXP se observé
aumento en la expresion (Chi-cuadrada= 6.0,, p=0.05), comparada contra las

condiciones CHOW y CONT, como se observa en la Figura 21.
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Figura 20. Expresion de la proteina Notchl de 120kDa al nacimiento. Los datos en el
histograma representan media y error estandar. Bajo el histograma se muestran Western blots
representativos de cada una de las condiciones.
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Figura 21. Expresion de la proteina Notchl de 200kDa al nacimiento. La expresidn de la
proteina Notchl fue mayor en el grupo EXP. Los datos en el histograma representan media y
error estandar. * p<0.05 el histograma se muestran Western blots representativos de cada una
de las condiciones.

Andlisis conductual, campo abierto

Debido a que en las evaluaciones histoldgicas se encontraron alteraciones
citoarquitecténicas diversas, se decidié evaluar la conducta espontdnea en los
animales sometidos a privacidon prenatal de triptéfano dietario. Se escogié el campo
abierto en condicién de iluminacién tenue para evaluar la conducta espontdnea y en
iluminacién intensa (500W) para evaluar la conducta en condicidn aversiva.

Originalmente el campo abierto se empled para estudiar la “emocionalidad” en
las ratas; el procedimiento consiste en iluminar con luz brillante una arena de
aproximadamente 1.20m de didmetro cerrada por una pared de 0.45m de alto y
colocar en la periferia de la arena a la rata (Prut & Belzung, 2003). Los roedores
prefieren, de manera espontanea, la periferia del aparato (tigmotaxis) a permanecer

en la parte central del campo abierto. Si los animales incrementan su tiempo de
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permanencia en la zona central del campo o disminuyen la latencia para moverse hacia
el centro del campo se considera ansidlisis; en este caso la ansiedad esta disparada por
dos mecanismos, la agorafobia y la separacién del grupo social (Prut & Belzung, 2003).
Los pardmetros evaluados en el campo abierto fueron tiempo de inmovilidad,
tiempo de congelamiento, tiempo que pasa en la periferia del campo abierto, tiempo
que pasa en el centro del campo abierto, exploracidn vertical (niUmero de veces en los
que la rata se levanta sobre sus patas traseras), exploracion horizontal (nUmero de

cuadrantes por los que cruza en el campo abierto), acicalamiento y bolos fecales

(numero).
LUZ TENUE
CHOwW CONTROL EXPERIMENTAL
Inmovilidad 56.28 +7.33 52.18 + 16.10 33.39 +11.37
Congelamiento 0.41+0.23 0.81£0.51 0.00+0.00
Exploracion 32.14 +3.15 18.87 +1.87 20.38 +2.88

vertical

Exploracion

269.61+17.79

312.75 £52.06

265.97 £ 26.46

horizontal

Tiempo en la|, ) 3.339 291.04+3.51 291.63 +1.64
periferia

Tiempo en el ... 3,9 8.95+3.51 8.33+1.64
centro

Acicalamiento 7.49 +2.26 22.89+15.36 25.96 + 8.65
Bolos fecales 1.05 +0.34 1.5+0.86 1.44+0.53

Tabla IV. Conductas de los animales expuestos a la prueba de campo abierto en condicién de
iluminacidon tenue. La prueba se realizé en P40, se utilizaron 5 machos por condicién
experimental. Medias * ES.

En cuanto a la conducta espontdnea (luz tenue) de las ratas sometidas a
privacién prenatal de triptéfano dietario, esta no difiere al de las ratas control en los

parametros tiempo de inmovilidad, congelamiento, acicalamiento, tiempo en la
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periferia, tiempo en el centro y defecado (p>0.05), como se muestra en la Tabla IV;
Unicamente se observd cambio en la exploracién vertical (F= 4.91,,; p= 0.016),

también conocida como rearing.

LUZ INTENSA
CHOw CONTROL EXPERIMENTAL
Inmovilidad 89.05 + 16.61 94.33+42.18 88.13 + 23.88
Congelamiento 3.61+2.44 4,97 +£3.59 30.29 +£12.34
roloracid
Xploracion 30.58 + 3.48 21.94 +4.52 18.05 + 3.59

vertical

Exploracion

190.43+18.73

208.83 £12.75

141.29+27.11

horizontal

Tiempo en la|, ), 39 297.71 +2.28 296.46 + 2.16
periferia

Tiempo en el g, 5,4 2.28+2.27 3.52+2.17
centro

Acicalamiento 10.28 + 4.07 1.09 +1.09 14.58 + 3.82
Bolos fecales 2.70 £ 0.59 3.11+1.25 3.75+1.03

Tabla V. Conductas de los animales expuestos a la prueba de campo abierto en condicion de
iluminacién intensa. La prueba se realizd en P40, se utilizaron 5 machos por condicién
experimental. Medias * ES.

La exposicion a luz intensa en la prueba de campo abierto provocéd que el
tiempo de de congelamiento aumentara en todos los grupos. Sin embargo, el tiempo
de las ratas con privacién prenatal de triptéfano fue mayor que los controles (F= 3.87,.
22), obteniendo significancia estadistica (p<0.05). Para el resto de los parametros
evaluados, no existio diferencia estadisticamente significativa, ver Tabla V.

Al analizar las trayectorias en el campo abierto, es decir, el recorrido del animal
al interior del campo durante el tiempo que durd el ensayo se pudieron observar

diferencias en el patrén de recorrido entre las condiciones luz tenue y luz intensa; en la
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primera, se observd una mayor cantidad de cruces por la zona central del campo
abierto para todos los animales, mientras que en la condicién de luz intensa esta

exploracién por la zona central disminuye de forma similar para todos los grupos.
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Figura 22. Trayectorias representativas de dos animales de cada grupo experimental en el

campo abierto. Condicidn de iluminacidén tenue.

Como se observa en las Figuras 22 y 23, las trayectorias del grupo experimental

muestran que los animales no exploraron de manera uniforme el campo abierto, sino
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que hubo zonas en las que permanecieron mas tiempo desplazandose y otras que

permanecieron practicamente inexploradas.
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Figura 23. Trayectorias representativas de dos animales de cada grupo experimental en el

campo abierto. Condicidn de iluminacién intensa.
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DISCUSION

En el presente trabajo se investigaron los efectos de la privaciéon crdénica
dietética de triptéfano prenatal durante la ontogenia del sistema serotonérgico,
evaluando en particular al nudcleo del rafe dorsal y la inervacion eferente en el haz
proscencefdlico medial; asi como el efecto de la privaciéon de triptéfano sobre el
desarrollo cortical a través de la inervacidon serotonérgica a las células de Cajal-Retzius.

La manipulacidn dietética consistié en la elaboracién y administracidn croénica
de una dieta libre de triptdfano. Hay que recordar que la restriccion de triptofano
limita la sintesis de serotonina cerebral, por lo que histéricamente se han empleado
varias dietas que utilizan alguna de las siguientes opciones: mezcla de aminoacidos
libre de triptdfano; caseina hidrolizada, que como ya se menciond, la hidrdlisis acida
desnaturaliza al triptéfano presente sin afectar al resto de los aminoacidos, o bien el
empleo de maiz, ya sea molido o en harina.

La formulacién de la dieta deficiente en triptéfano aqui empleada es una
modificacion a la férmula de dos dietas publicadas previamente por Thomas & Wysor
en 1967 y por Segall & Timiras en 1976. En la primera dieta se empled la hidrdlisis
acida para desnaturalizar al triptéfano en la caseina, siendo esta la principal fuente de
aminodacidos y se empledé también maiz molido como fuente principal de
carbohidratos; en la segunda dieta también se empled caseina hidrolizada como
fuente principal de aminoacidos pero la fuente principal de carbohidratos fue en este
caso la sacarosa.

En el presente trabajo, se observd reduccion en el peso corporal en los
animales con privacién dietética de triptéfano prenatal. La relacidn entre la funcién
serotonérgica y la secrecién de hormona del crecimiento es bien conocida; en la rata
adulta, Willoughby y colaboradores (1982), observaron inhibicidon de la secrecion de
hormona del crecimiento posterior a la administracion de PCPA y/o 5,7
dihidroxitriptamina. En los animales del grupo EXP, la dieta deficiente de triptdéfano
inhibié la sintesis de serotonina durante la gestacién, y podria asi interferir con la
adecuada secrecidon de la hormona de crecimiento. El peso cerebral de las crias recién
nacidas permanecio sin cambios entre las condiciones, como se ha reportado en otras

investigaciones similares (Orozco-Suarez et al., 2003; Vitalis et al., 2007).
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Uno de los objetivos de esta tesis fue determinar el efecto de la privacion
cronica de triptéfano dietético durante la gestacion sobre la ontogenia del sistema
serotonérgico, en particular del nucleo del rafe dorsal. Al nacimiento, se observd que
el empleo de la dieta aqui descrita, provocé disminucidn en el nimero de neuronas
productoras de serotonina en el nucleo antes mencionado, aproximadamente un
tercio menos de neuronas que los grupos control. El nucleo caudal lineal, el rafe
mediano y el dorsal agrupan al 85% de todas las neuronas serotonérgicas en el SNC
(Hornung, 2003), por lo que el impacto de la disminucién en el nimero de neuronas
serotonérgicas debido a la manipulacién prenatal es considerable.

En el trabajo de Orozco-Suarez et al. (2003), la administracion prenatal y
postnatal de una dieta a base de maiz (8% proteina) no disminuyd en el nimero de
neuronas positivas a serotonina en ningun nucleo del rafe durante las primeras dos
semanas de vida postnatal. No fue sino hasta P14 y P60 que se encontrd una discreta
reduccidn en el nimero de neuronas positivas a 5-HT en el rafe dorsal y mediano. En
otro estudio, se alimentd a ratas hembras lactantes con una dieta deficiente en
triptéfano con el fin de disminuir el suministro de triptéfano a las crias; esta
manipulacién produjo la reduccién en el nimero de neuronas ir a 5-HT en las regiones
dorsal y ventral del rafe dorsal en P14 (Gonzdlez et al., 2008). En el presente trabajo, la
administracion de una dieta libre de triptéfano con 19% proteina provoco la reduccién
en 35% del nimero de neuronas positivas a TrpH en el nucleo del rafe dorsal de ratas
recién nacidas, lo que indica que durante el desarrollo del sistema serotonérgico, este
nucleo es mas sensible a la disminucidn de triptéfano durante el periodo prenatal a la
obtenida durante el periodo de desarrollo postnatal.

Es importante mencionar que al momento del nacimiento, la totalidad de las
neuronas serotonérgicas ya estan diferenciadas y colocadas en su respectivo nucleo, y
no es posible que se diferencien durante la vida postnatal, ya que no estan presentes
las sefales embrionarias que les permiten diferenciarse.

La tasa de sintesis de serotonina en el sistema nervioso central es dependiente
de la concentracidon de triptdfano plasmatico libre (Biggio et al., 1974); en recién
nacidos, la mayor parte del triptéfano se encuentra en forma libre, y la afinidad de los
transportadores de aminodacidos aromaticos por este aminodcido en particular es

mayor en los individuos jovenes que en adultos (Bourgoin et al., 1974). En los trabajos
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previamente citados (Gonzélez et al., 2008; Orozco-Sudrez et al., 2003) se valen de una
inmunohistoquimica contra serotonina para determinar los efectos de la privaciéon de
triptéfano en el nimero de neuronas serotonérgicas, esta aproximacién no es la mas
conveniente, a diferencia del empleo de la enzima paso limitante debido al bajo nivel
de triptéfano libre en plasma inducido por la restriccién dietética, la sintesis de
serotonina en el cerebro de los animales privados es menor, de manera que la
reduccidon en el nimero de neuronas inmuno-reactivas a serotonina reportado en
estos trabajos no necesariamente refleja el nUmero de neuronas que sintetizan
serotonina en el tallo cerebral.

Como se menciona previamente, en el presente trabajo la administracién de las
dietas control y experimental se suspendié en E22, que es la fecha esperada para el
parto, por lo que las hembras del grupo experimental recobraron la concentracién
plasmatica de triptéfano (Biggio et al., 1974) y por ende, la de las crias. Los andlisis de
HPLC mostraron que la concentracion de serotonina total en los cerebros de las crias
recién nacidas fue similar entre las condiciones.

Al examinar la distribucidn de neuronas inmuno-reactivas a TrpH a lo largo del
nucleo del rafe dorsal en el grupo EXP, encontramos que ademas de la reduccion en el
numero de neuronas que sintetizan serotonina, estas neuronas se agrupan de un
modo distinto a los grupos control. El rafe dorsal se dividié en regiones, rostral, medial
y caudal, de acuerdo al atlas del desarrollo de la rata (Altman & Bayer, 1995); en los
grupos control se observd que el nucleo alberga un mayor nimero de neuronas
productoras de serotonina en las regiones medial y caudal, y la regidén rostral es la
menos poblada. En el grupo privado de triptéfano prenatal se observd que una
diferencia en el perfil de distribucion de las neuronas serotonérgicas; el nimero de
neuronas inmuno-reactivas a hidroxilasa de triptéfano en la regién rostral no difiere
del que se observa en las regiones medial y caudal.

En E11, los factores de transcripcion necesarios para el establecimiento del
linaje serotonérgico aparecen en el rombencéfalo rostral (Krueger & Deneris, 2008).
Las neuronas que “naceran” entre las rombomeras 1 a 3 constituiran al grupo
serotonérgico rostral o grupo B4-B9, mientras que las neuronas originadas entre las
rombdémeras 5 a 7 formardn el grupo serotonérgico caudal o B1-B3 (Krueger & Deneris,

2008). El grupo rostral migra hacia el mesencéfalo, mientras que el grupo caudal lo
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hace hacia el puente y el bulbo raquideo (Hornung, 2003). En un par de estudios
(Miyazaki et al., 2005; Narita et al., 2002) la administracién de &acido valpréico o
talidomida a ratas gestantes provocd hiperserotonemia sistémica y cambios en la
distribucién de las neuronas serotonérgicas del nucleo del rafe dorsal de las crias. Los
animales expuestos prenatalmente a la talidomida y al acido valprdico no mostraron
diferencias en el nUmero total de neuronas inmuno-reactivas a serotonina en el rafe
dorsal, sin embargo, la distribucion de las neuronas a lo largo del ndcleo cambio,
desplazandose esta hacia la region caudal (Miyazaki et al., 2005).

Las ratas que fueron sometidos a privacién prenatal de triptéfano presentaron
un menor numero de neuronas serotonérgicas y estas no se distribuian de la misma
forma que las de los grupos control. Como se menciond en la introduccién, una
concentracion elevada de serotonina provoca una respuesta de quimio-repulsién, ya
existe inervacién serotonérgica previa, y a bajas concentraciones de serotonina se
presenta una sefal de quimio-atraccién para los conos de crecimiento de las neuronas
5-HT (Whitaker-Azmitia, 2001). De esta forma, los animales hiperserotonérgicos ,en los
trabajos de Miyazaki y colaboradores (2005), mostraron “caudalizacién” del rafe
dorsal, mientras que nuestras ratas, alimentadas con una dieta deficiente en triptéfano
exhibieron una “rostralizacién” del nucleo, lo que respalda a la hipdtesis de defecto en
la migracion de las neuronas serotonérgicas.

Con el fin de conocer la densidad de la inervacion del sistema serotonérgico
ascendente en respuesta a privacion prenatal de triptéfano, se decidié cuantificar el
numero de fibras inmunorreactivas a HT en el haz tegmental central y lateral. Pese a
gue bajo la condicion de privacidn de triptofano dietético gestacional se encontrd una
reduccién en mas del 35% de neuronas serotonérgicas en el nucleo del rafe dorsal (B6
y B7), la via de salida principal hacia el prosencéfalo basal de los nucleos
serotonérgicos anteriores, no muestra diferencias en cuanto a nimero de fibras. Este
hallazgo sugiere un posible mecanismo compensatorio que permitiria que pese a la
reduccion en el nimero de células serotonérgicas, la inervacién a los blancos se
preservara. Esto podria ocurrir gracias a la ramificacion de los axones de las neuronas
serotonérgicas existentes.

Como es evidente en las micrografias, la marca de la inmunorreaccién es mas

tenue en el grupo deficiente de triptéfano prenatal, tal cdmo ocurrié con la marca en
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los somas de las neuronas 5-HT anteriormente, por lo que el empleo de la densidad
Optica para realizar la cuantificacion de las fibras habria tenido resultados engafosos.

En las hipdtesis de este trabajo se planted la presencia de cambios discretos
pero persistentes en la citoarquitectura cortical, tales como alteraciones en la
polaridad neuronal de las células piramidales corticales asi como desérdenes en la
migracidon neuronal; esto es en la laminacién cortical debido a que se presentaria
alteracion en la expresién de la proteina rielina, necesaria para la correcta migracion
neuronal, asi como del factor de transcripcion vinculado con la expresion de la rielina,
Notchl mismo que es responsable del establecimiento de la polaridad neuronal.

En principio se buscé evidencia de la inervacion serotonérgica en las CRc a
través de la observacién de receptores 5-HT1A; estos receptores estdn acoplados a
una proteina Gi, es decir inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, por lo que
disminuye la produccién de adenosin monofosfato ciclico, y tienden a inhibir el
metabolismo celular. En investigaciones previas, se ha observado que Ila
administraciéon de agonistas serotonérgicos inespecificos durante la gestacion tuvo
como consecuencia la disminucion en la expresiéon de la proteina rielina, secretada por
las CR’s (Janussonis et al., 2004), por lo que en el presente trabajo se planted en las
hipdtesis que dada la deprivacién de triptdfano prenatal a través de la dieta, se
modificaria la expresidn de la proteina. Como se observd en la seccidon de resultados,
los animales del grupo EXP mostraron un aumento de la expresidn en dos isoformas de
la proteina rielina; al disminuir los niveles de serotonina, la estimulacion a los
receptores 5-HT1A seria menor, permitiendo que las CRc secretaran mayor cantidad
de rielina.

Una vez que se observd que la expresidn de la proteina rielina era mayor en los
animales sometidos a privacion prenatal de triptéfano, se evalud la migracion radial en
el hipocampo. La tincidn de Nissl permitié visualizar a las neuronas piramidales del
sector CA2 del hipocampo con sus caracteristicas mas relevantes, un cuerpo celular
grande (Johnston & Amaral, 2004) y cuerpos de Nissl gruesos y abundantes (Geneser,
2000). El numero de neuronas piramidales en la capa piramidal registradas en las
condiciones control fue similar, no asi en el grupo EXP, en donde se observé un menor
numero de pirdamides. Al comparar el peso corporal y cerebral de los animales de los

grupos control contra el grupo EXP en P20 se notdé que los animales son mucho mas
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pequefios, y de alli puede provenir el menor nimero de neuronas piramidales
observadas. En el estrato radiatum los grupos control no presentaron diferencias en el
numero de neuronas piramidales contabilizadas, pero el grupo EXP mostré un mayor
numero de neuronas fuera de la capa piramidal.

La administraciéon crénica de un agonista serotonérgico inespecifico (5-
metoxitriptamina), desde el dia E12 hasta el dia del parto, produjo disminucién en la
expresion de rielina y pérdida del arreglo columnar en la corteza presubicular; la
corteza presubicular posee un arreglo citoarquitecténico especifico, esta exhibe
columnas bien definidas en la regién supragranular, que pueden ser apreciadas con
una tincion de Nissl (Jannusonis et al., 2004).

En los ratones reeler —deficientes en rielina-, hay una falla en el andamiaje que
provee la glia radial del hipocampo, provocando que las células granulares del giro
dentado se encuentren dispersas en toda la region (Sibbe et al., 2009). Durante la vida
postnatal, la rielina participa regulando también la migracion neuronal. Al sobre-
expresar rielina en el cerebro postnatal se alterd la migraciéon neuronal de las células
granulares del giro dentado; mientras que las neuronas granulares recién generadas en
la zona subgranular de los animales control migraban hacia la zona mds profunda de la
capa granular del giro dentado. En los animales adultos que sobre-expresaban rielina
las nuevas neuronas granulares se ubicaban a lo ancho de toda la capa granular e
incluso alcanzaban la capa molecular (Pujadas et al., 2010). En los trabajo antes
citados, concluyen que la disminucidn o incremento en la expresion de la rielina afectd
la migracion neuronal radial, comprometiendo al arreglo citoarquitectdnico. Nuestros
resultados demostraron un incremento en la expresion de dos de las isoformas de
rielina y alteracién en la migracion de las neuronas piramidales en el hipocampo de los
animales deficientes de triptéfano dietético.

Con lo que respecta a la evaluacidon de la polaridad en las neuronas piramidales
corticales, las tinciones de Golgi-Cox permitieron observar la morfologia neuronal y asi
detectar anomalias en la neurona. En las ratas sometidas a privacién prenatal de
triptéfano dietético se observdé con mayor frecuencia alteraciones en la polaridad
celular de las neuronas piramidales. La abundancia en la expresion del fragmento

transmembrana del factor de transcripcion Notchl (NICD), responsable en parte del
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establecimiento de la polaridad neuronal en los animales privados de triptéfano
prenatal podria aclarar en parte la presencia de este fendémeno.

La expresidon de Notchl, especificamente NICD, es escasa en ratones reeler. La
pérdida de la sefializacidn de la rielina y Notchl provoca alteraciones en la migracion
neuronal radial cortical y defectos morfoldgicos, entendidos como la orientacion
anormal de los procesos neuronales apicales, asi como la presencia de mds de una
dendrita apical o procesos inconsistentemente orientados (Hashimoto-Tori et al.,
2008). Como se mostro en la introduccion, la disminucidn en la sefializacién de Notch
1 reduce tanto la expresién de procesos primarios y disminuye la arborizacién
dendritica, mientras que el incremento el la sefializacion por Notch1 reduce la longitud
dendritica (Redmond et al., 2000) esto significa que la sefalizacion de Notchl es
indispensable para la regulacién del citoesqueleto neuronal, pero también la rielina
puede contribuir a estabilizar al citoesqueleto.

En los ratones reeler también se encontré que los niveles de tau fosforilado son
mayores que en los animales silvestres, ademds de presentar incremento en la
actividad de GSK3B, responsable de la fosforlizacién de tau (Ohkubo et al., 2003). Por
otra parte, la activacién de los receptores ApoE inducen la fosforilacion de la proteina
adaptadora Dabl que suprime la fosforilacion de tau in vivo a través de la
estimulacion de la cinasa de 3-fostidil-inositol (PI3K), resultando en la activacién de la
proteina cinasa B (PKB) e inhibiendo a GSK3B (Beffert et al., 2002). Esto significa que
tanto la via de sefializacién de Notch1 como de rielina convergen en el citoesqueleto,
regulando la fosforilacidon de tau y en consecuencia, la polimerizaciéon y estabilidad del
citoesqueleto neuronal.

De entre las cortezas evaluadas, la corteza somatosensorial en dénde estan
representas las vibrisas, exhibié el mayor nimero de casos de alteracion en la
polaridad; es decir, las alteraciones no se distribuyeron de manera homogénea. El
desarrollo de la corteza sometosensorial se ha vinculado a la disponibilidad de
serotonina durante las primeras semanas de vida postnatal. Como se menciond en la
introduccidon, SERT se expresa en la via tdlamo cortical que inerva la corteza
somatosensorial, en la zona que representa a las vibrisas (Verney et al., 2002; Luo et
al., 2003) y se cree que la serotonina obtenida por esta via participa en el ajuste de los

mapas sensoriales en los roedores (Herlenius & Lagercrantz, 2004). Pese a que en el
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caso de la formacion de los barriles en la capa IV de la corteza somatosensorial se
necesita directamente de la presencia de serotonina (Gaspar et al., 2003; Luo et al.,
2003; Vitalis & Parnavelas, 2003; Vitalis et al., 2007) y en los eventos de
establecimiento de la polaridad neuronal no sea el neurotransmisor directamente
responsable del proceso, es importante sefialar esta similitud en la vulnerabilidad de la
corteza a la manipulacién del sistema serotonérgico.

Para determinar si la privacion prenatal de triptéfano dietético tuvo
consecuencias a largo plazo en la conducta de los sujetos se empled el campo abierto
con dos formas de iluminacidn, luz tenue para observar la conducta espontanea de los
sujetos, e iluminacién intensa para observar la conducta ante una situacién aversiva.

En el campo abierto, se observé que en condiciones de luz tenue la conducta de
los animales sometidos a privacién prenatal de triptéfano fue similar a los controles,
con excepcion de la exploracién vertical o rearing; mientras que cuando se utilizé la
iluminacidn intensa, fue el congelamiento el que se incrementd significativamente, sin
modificarse ningun otro pardmetro.

La inhibicion neonatal de la sintesis de serotonina, mediante la administracion
intraventricular de de 5,7-dihidroxitriptamina, reduce la exploracién en el campo
abierto en los animales de 3 meses, sin modificar el tiempo que pasan en la periferia o
el centro de la arena (Rok-Bujko et al., 2012); por otra parte, la administracién prenatal
de PCPA entre los dias E8-11 o E14-17 produce en los animales de 3 meses incremento
en la exploracién en el campo abierto (Vateava et al., 2007). Cuando la depuracién de
serotonina neonatal se efectia inhibiendo la expresidon de los transportadores
vesiculares en las neuronas serotonérgicas, la locomocidn espontanea en los animales
de 2 meses de edad se reduce en aproximadamente 40% (Narboux-Neme et al., 2011);
todo lo anterior muestra que durante el desarrollo, los momentos en el que se lleve a
cabo la depuracidon de serotonina son cruciales para la manifestaciéon conductual
posterior, ya que si bien en todos los casos se redujo la expresion del neurotransmisor,
las consecuencias conductuales no son las mismas.

La interpretacion de los resultados también constituye una fuente de
controversia, ya que por un lado, en los trabajos en dénde se limita la disponibilidad
del neurotransmisor de manera postnatal, la disminucién en la locomocién se

considera una conducta “no ansiosa” o ansiolitica (Narboux-Neme et al., 2011), y por
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tanto, los animales en el presente trabajo serian catalogados como “ no ansiosos” al
pasar mas tiempo inmoviles en presencia de luz intensa; mientras que en los estudios
en dénde se reducen los niveles de serotonina neonatal y se observa disminucion de la
locomocién en el campo abierto, consideran esto como una “conducta similar a la
depresion” (Rok-Bujko et al., 2012; Lesch et al., 2012).

En el presente trabajo, no se observé modificacién en la locomociéon con lo que
respecta al nimero de cruces por el campo abierto, pero si se encontré que las
trayectorias que los animales describieron fue distinta entre los grupos control y el
privado de triptdfano prenatal; en este ultimo se observa preferencia por una zona del
campo abierto, especialmente cuando la iluminacidn es tenue. Esta conducta ha sido
catalogada como “perseverante” (Scott & Deneris, 2005) y se le relaciona con los
trastornos del espectro autista (Lesch et al., 2012). Sin embargo, los intentos por
modelar a los trastornos del espectro autista se enfocan en el incremento en la
disponibilidad de serotonina postnatal (Mikazaki et al., 2005; Narita et al, 2007; Scott
& Deneris 2005); en el presente trabajo se buscé reducir la disponibilidad del
triptéfano prenatal, es decir, el evento contrario, ademdas de que no se encontrd

modificacion en la concentracién total de serotonina postnatal.
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Conclusiones

Sistema serotonérgico

La privacion prenatal de triptéfano dietético redujo la cantidad de neuronas
productoras de serotonina en el nucleo del rafe dorsal de las ratas. También
modifico la distribucion de estas neuronas a lo largo del nucleo, por lo que
se concluye que al disminuir la cantidad de triptdéfano, precursor de la
serotonina, durante la gestacidn, el desarrollo del sistema serotonérgico se
ve afectado. Estos hallazgos se suman a las evidencias que muestran que la
serotonina, durante la gestacién, participa en la regulacidn del desarrollo de

Su propio sistema.

Corteza cerebral

Los animales privados de triptéfano durante la gestacion mostraron una
mayor cantidad de neuronas ectdpicas en el hipocampo que los animales
control. Asi mismo se encontrd que en la neocorteza, especialmente la
somatosensorial, las neuronas piramidales presentaron defectos en la
polaridad neuronal, es decir, en la disposiciéon de sus procesos dendriticos.
Debido a que se observd que la expresion de rielina y Notchl en los
animales privados de triptéfano durante la gestacién fue mayor que los
controles, se concluye que los desarreglos citoarquitectonicos en las
cortezas podrian estar explicados por la alteraciéon en la sefalizacién de

estas moléculas en las neuronas piramidales.

Conducta en el campo abierto

Los animales privados de triptéfano dietético durante la gestacidn,
sometidos a la prueba de campo abierto, mostraron incremento en el
tiempo de congelamiento e incremento en la exploracion vertical. Las
trayectorias que estos animales describieron en el campo abierto
mostraron una pobre exploracion en la totalidad del campo y se
restringieron a recorrer solo una seccién del mismo. Con esto se concluye
que la privacién prenatal de triptéfano dietético provocd cambios
conductuales a largo plazo; las alteraciones en la citoarquitectura cortical
asi como del nucleo del rafe dorsal podrian ser responsables de estas

caracteristicas en la conducta.
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Anexo 1

Dieta sin triptéfano -Exp-.

INGREDIENTE CANTIDAD

Harina de maiz 500g

Caseina hidrolizada 300g

Azlcar de mesa 110g

Aceite de maiz 50g

Celulosa 20g

Mezcla de minerales 10g

Mezcla de vitaminas 3g Berocca™ +3 g
Centrum™® = 6g

L-metionina 2g

L-triptéfano (Solo Control) 2g

Después de mezclar los ingredientes secos, incorporar el aceite y 250 mL de agua
ultrapurificada. La dieta experimental prescinde del L-triptéfano y a la mezcla se afiade
colorante comestible amarillo. La dieta control se tifie con colorante comestible rojo.

La masa se moldea en forma de pellet y se deja secar a temperatura ambiente.
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Anexo 2
Analisis del contenido de aminodcidos libres y totales en la caseina hidrolizada

(Organotechnie).

Aminoacido Total Libres
(g/100g) | (g/100g)
Alanina 1,9 1,3
Arginina 2,2 1,2
Acido 4,0 3,0
aspartico
Acido 13,5 7,9
glutdmico
Cistina 0,2 0,2
Fenilalanina 2,2 1,3
Glicina 1,1 0,9
Histidina + 1,5 0,57
Glutamina
Isoleucina 3,0 1,1
Leucina 5,0 3,0
Lisina 4,8 2,8
Metionina - 0,9
Prolina 6,1 3,5
Serina + 2,8 2,0
anserina
Treonina + 2,2 1,5
citrulina
Tirosina 1,8 0,7
Triptéfano 0,0 0,0
Valina 1,8 1,9
TOTAL 56,4 33,9
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Anexo 3
Composicién Dieta Chow

Harlan Laboratories

Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet

(Sterilizable)

Froduet Description- 20185 is a fived formula. autaclavatle dist
manufactured with high guality ingredients and designed to support
gestation, |actatan and growth of redents. It (s paniculary useful for poodly
bresding strains of redents and genetically anginesred stocks and swains.
20183 does not contain alfaifa or soybean meal, thus minimizing the
accurrence of natural phytoestrogens, which can be beneficial far
reproductive toocology. Typical isoflavons concenrations (dadzen +
@enistein aghycone aquivalents) range from non-detectable 1o 20 mgikg
Exclusion of alfalfa reduces chlorophyll, improving optical imaging clarity.
Absence of animal protein and fish meal mnimees the presence of
nitrgsamings. The extreded form helps reduce diet clumping and ensures
that despite its high fat content, it remains firm with minimal wastage.

[Macronumments ==

Ingredients (in descending order of inclusion)- Grownd wheat. ground com.
aom gluten meal, wheatl middlings, soybean ail, calcium sarbonate, dicalcium
phosphate, brewers dried yeasy L-lysme, ssdmed sail DL-methionine,
magnesium owide. choline chiorde, caleium propionata. Lirypiophan.
menadione sodium bisulfite complex (source of vitamin K activity), vitamin E
acetate, caleium pantethenate, (NAMIn MONoNItale, Manganous oxide,
niacin, fermous sulfats, zine cxige. npoflavin, vitamin & acetas, pyridoxing
hydrochiloride. copper sulfate. vitamin B - supplement. folic acid, calcium
lodate, otin, vitamin O supplerment, cobalt earbanate.

Standard Product Form: Extruded

Crude Protesn =" 16.0 \ramin & & Iig
Fat (acid hydralysiz) * k] 0.0 Vitarmin 0™ Iig 20
Carbohydrate [available) W 440 itamin E kg 135
Crude Fiber % 2.8 “itamin K; (menadipns) mgkg 100
Heutral Detergent Fiber * k] 12.1 Vitarmin B, (thiamin} mpgkg 17
Agh = 50 \amin B {rboflavin) mgkg O
Energy Density ® kealig (kigh 3.3013.8) Niacin {nicotinic aid) mpkg 120
Calorigs from Protein % 23 Witamin By (pyridoxine} mpkg 28
Calpaes from Fai ) 22 Pampthenic Acd mpkg 140
Caleses from Carbohydrate % e itarmin By (eyanacobalaming mgkg 0.1
Biotin mgkg ned
Calcium ) 0.8 Folate mg/kg &
FPhosphomus % 0.7 Choline mpgkg 12000
Nar-Pre Prohons % gl Faty Acids
Sodium B 0.1 C18:0 Palmive % 0.g
Potassium ) 0.4 £18:0 Biearic % 02
Chionds = 0.4 218wl Olesc % 1.7
Magnesium k) 0.2 C 18:2wh Linoleic % 3.8
Zing mgkg a0 C18:3wd Linglenic % 04
M angansse mgkg &0 Tatal Saturated % 12
Coppar mgkg 15 Total Monounsaturated % 1.7
lodine mgkg L] Tota! Polyunsaturated % 44
ron mgo ol other ]
Sefenium ko 0.3 Chelestersl mp/kg =
Amino Acids
Aspartic Apid % 1.1
Glutarmic Acid =% 35
Alanine E] 1.2 * Ether extract = used fo measure £t in pelleted dets, whie an acid hydmlysi
Giysine % 07 method @ required to récover fat n extruded dets. Compared to ether
extract, Me 3t value for aod hydrobysis wil B2 approxemately 1% point hagher.
Threanne .3 0.8
Froline £ 1.8 * Cabchydrate (avaiable) is cakubted by subtmacting neutral dewrgent Sher
Sarine P 0e from total carbobydrates.
Leusine e 23 * Neutral detergent Sher 5 an estmate of inzoluble fiber, ncludng celulose,
Iscleucine ", 0.8 hemazlidese, and lignn. Crede fber mehodology uhdenestim mes 100 fber,
e %, 0.e ! Energy denaty 2 a calculated estmMe of melabolzalle ensrgy bated on the
= Atweater f3ckors as 4K b protein, @ keallg o fat, and 4 kealy o
Pharyfalaning [ 11 e R makgtop! 8 9
Tyrosineg ] 0.5
Methranine £ oe ¥ Indicates added ampunt but does not account for comtributon from other
Cystine % 0.3 et
Lysine g, 1.1 11U viamn A = 0.3 pg resnal
Histidine % D4 #1 |U vitamin D = 25 ng cholecaicierc|
Arginine % 0.g For numents. net ksied, insufficent data s avalable 1w quantty.
Tryptaphan *® 0.2 Mutnent data represent the best information available. ealcutated from

]
2

&
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#
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Helping you do research botter

published values and direct analytical testing of raw materals and finished
product. Mutrient values may vary due to the natural varatons in the
ingredients. analysis, and effects of processing.

Teklad Diets are designed and manufactured for research
purposes only.

A, Hansn Lanarsen eg, Meifing you 05 PESERSH DESet,
ANaE FAA 500 AME FRISTANS BN Fae AAmES o HARSY
LaberEanes, Iv: 02008 HAAMA Labafstired, R
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