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RESUMEN
La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) aparece en el dia embrionario (E) doce (E12) en el sistema nervioso
central (SNC) de los roedores, por lo que se ha propuesto que actia como una sefial de desarrollo. Se sabe que al
modificar la disponibilidad de 5-HT en distintos momentos del desarrollo, se afecta la maduracion de los blancos

del sistema serotoninérgico, entre ellos a la corteza cerebral (Cx).

Debido a que el triptéfano (Trp) es el precursor de la 5-HT, en el presente trabajo se propuso estudiar el efecto que
tiene administrar una dieta deficiente de Trp durante dos periodos criticos del desarrollo del sistema
serotoninérgico de la rata: diferenciacion (E8-E12) y establecimiento de vias primarias (E13-E17), sobre: 1)la
cantidad de 5-HT presente en la Cx y en el tallo cerebral; 2)la morfologia de las neuronas piramidales de la

neocorteza y del hipocampo (arquicorteza) 3)el comportamiento de los roedores en la prueba de campo abierto.

La privacion dietética de Trp en ambos periodos produjo: 1)la disminucion en la concentracién de 5-HT en el tallo
cerebral en el dia postnatal veinte (P20); 2)un mayor porcentaje de alteraciones en la polaridad de las neuronas
piramidales de las cortezas motora y somatosensorial en P20 y P40; 3)un mayor nimero de alteraciones en el arbol
dendritico de las neuronas piramidales del hipocampo en P20 y P40 y 4)un aumento en la conducta de

levantamiento vertical y en la producciéon de bolos fecales en el campo abierto en P40.

La privacién prenatal de Trp generd a largo plazo alteraciones en la morfologia de las neuronas piramidales, lo que
sugiere que la 5-HT podria participar en la regulacidn de la migraciéon neuronal durante la corticogénesis, asi como

en el mantenimiento del arbol dendritico postnatal de las neuronas piramidales.



1. INTRODUCCION

1.1. Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT), es una indolamina que se sintetiza a partir del aminoacido
esencial triptéfano (Trp). La 5-HT puede ser de dos tipos: el primer tipo o periférica que corresponde a la 5-HT que
producen las células cromafines del intestino, las células neuroepiteliales de los pulmones y las células
parafoliculares tiroideas, y el segundo tipo o central que corresponde a la 5-HT que producen las neuronas
serotoninérgicas que integran al nucleo del Rafe Dorsal (RD) en el tallo cerebral. Cerca del 95% de la 5-HT total es
periférica y se sintetiza y almacena en las células cromafines del intestino y Unicamente el 2% corresponde a la

5-HT central (Jonnakuty et al., 2008).

El Trp se obtiene Unicamente de la dieta y se encuentra en alimentos como el huevo, la leche, los cereales
integrales, etc., que son fuente natural de Trp. Una vez ingerido, el Trp es el sustrato de una cadena de reacciones
enzimaticas que producen 5-HT. La hidroxilasa de triptéfano (Tph, por sus siglas en inglés) es la enzima que se
encarga de transformar al Trp en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), esta enzima sélo se encuentra en las células
productoras de 5-HT, por lo que se utiliza como marcador molecular de dicho linaje celular; finalmente la enzima
descarboxilasa de aminodcidos aromaticos (AADC, por sus siglas en inglés) se encarga de transformar al 5-HTP en

5-HT (Jonnakuty et al., 2008). Fig. 1.

NH, NH:
l:n_,_|:~|_<:o::u| CHy — (:H_cr}:u CHy = COOH
Tph 2 AADC
Triptéfano 5-Hidroxitriptéfano 5- Hidroxitriptamina Acido 5-Hidroxiindolacético

Figura 1. Sintesis central de serotonina. En el cerebro, el triptéfano (Trp) es hidroxilado por la Tph tipo dos (Tph2),
posteriormente, la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC) cataliza la descarboxilacidon del
5-Hidroxitriptéfano (5-HTP) en 5-Hidroxitriptamina (5-HT). Las enzimas monoamino oxidasa (MAOQO) y aldehido
deshidrogenasa (ADH) se encargan de degradar a la 5-HT en acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA). Modificado de
Donkelaar, 2011.

La barrera hematoencefdlica es impermeable a la 5-HT que se sintetiza en la periferia; sélo el Trp y el 5-
HTP pueden atravesarla, de esta manera la sintesis central de 5-HT depende Unicamente de la cantidad de Trp que

esté disponible en la periferia (Fernstrom y Wurtman 1971; Biggio et al., 1974; Partridge y Oldendorf, 1975).

La 5-HT central es un neurotransmisor que participa en la regulacidon de diferentes procesos bioldgicos
esenciales durante la ontogenia del sistema nervioso central (SNC). El procesamiento sensorial, la regulacion

emocional, el control de respuestas auténomas y motoras son ejemplo de la participacion serotoninérgica durante



la vida adulta. Sin embargo, la 5-HT esta presente en etapas muy tempranas del neurodesarrollo, por lo que se
sugiere participa en la regulacion de diferentes eventos que ocurren en este periodo, como son: la prolifercidn,
migracion y diferenciacién neuronal asi como el establecimiento de sinapsis (Lesh et al., 2012; Trakhtemberg et al.,

2012).

1.2. Desarrollo embrionario del sistema serotoninérgico

El sistema serotoninérgico es uno de los primeros sistemas de neurotransmision en aparecer durante el
desarrollo del SNC de los mamiferos. Las neuronas serotoninérgicas se distribuyen a lo largo del tallo cerebral en
nueve nucleos conocidos como B1-B9 o nucleos del Rafe, que a su vez se dividen en dos porciones: rostral (B6-B9) y
caudal (B1-B5). La porcidn rostral se integra por los nucleos dorsal y mediano, mientras que la porciéon caudal

incluye los nucleos palido, magno, oscuro y pontino (Dahlstrom y Fuxe 1964).

Los estudios realizados por Lidov y Molliver (1982), sobre el desarrollo del sistema serotoninérgico en
roedores permitieron establecer que la ontogenia de este sistema puede dividirse en cuatro etapas con algunos
traslapes temporales: 1) Dia embrionario (E) E12-E17, es el periodo de diferenciacion de las neuronas
serotoninérgicas que coincide con la formacion de los nucleos del RD, con un pico de proliferacion entre el E13 y
E14; 2) E13-E16 es el periodo de formacion de vias primarias que concluye con la llegada de las fibras emergentes
del RD a la porcidén mas caudal del mesencéfalo; 3) E17-E21 en este periodo tiene origen la distribucion selectiva de
los haces serotoninérgicos que se extienden a lo largo del diencéfalo hasta alcanzar el polo mas frontal del
telencéfalo y (4) E21-dia postnatal 21 (P21) es el periodo en el que ocurre la inervacion y arborizacion de

estructuras blanco, incluyendo la corteza cerebral y el hipocampo.

Las primeras neuronas serotoninérgicas adquieren el compromiso celular entre el E10 y el E12 en
roedores, dicho evento estd ligado con ciertas sefiales moleculares presentes en el neuropilo que inducen el
fenotipo serotoninérgico. Durante la embriogénesis el rombencéfalo se divide en varios segmentos llamados
rombomeras, las rombomeras 1, 2 y 3 dan origen a los nucleos serotoninérgicos rostrales, mientras que las

rombomeras 5, 6 y 7 originan a los nucleos caudales (Gaspar et al., 2003).

Una vez que se han especificado los precursores neuronales serotoninérgicos es necesaria la accién de
factores que establecen el fenotipo neuroquimico, es decir que promueven la sintesis de la maquinaria enzimatica
para producir 5-HT. El factor de transcripcién Pet-1 en combinacién con otros factores como Nkx2.2 y Lmbx son

necesarios y suficientes para inducir y mantener el fenotipo neuronal serotoninérgico (Hendricks et al., 1999).

Pet-1 se expresa Unicamente en las neuronas serotoninérgicas en el tallo cerebral y estd relacionado
directamente con la activacidon de los genes que codifican la maquinaria enzimatica para metabolizar 5-HT: Tph2,
AADC, el transportador de 5-HT (Sert) y el transportador vesicular de monoaminas (Vmat) (Hendricks et al., 1999;

Pfaar et al., 2002).

En roedores, alrededor del E10 se observa que los precursores neuronales serotoninérgicos comienzan a

expresar Pet-1, dichas neuronas aln no poseen el fenotipo caracteristico de neurona serotoninérgica, en esta etapa



son células bipolares ovoides cuyos procesos se extienden de forma radial hacia las superficies ventricular y pial, es
en este estadio cuando los precursores neuronales serotoninérgicos comienzan a migrar del ventriculo hacia la

superficie pial mediante translocacién somatica (Hawthorne et al., 2010). Fig. 2.

En el tallo cerebral en desarrollo, las neuronas que se originan en las rombomeras 1 a 3 se desplazan en
direccion rostral para conformar a los nucleos B6-B9, mientras que las neuronas que se originan en las rombomeras
5 a 7 migran en direccion caudal para conformar a los nucleos B1-B5 (Wallace et al., 1983; Lauder et al., 1990). La
migracion de las neuronas que conforman a los nucleos B6-B9 comienza un dia antes del desplazamiento de las

neuronas que migran en direccion caudal (Lauder et al., 1990).

Neurona 5-HT
diferenciada

Célula Madre Precursor neuronal Precursor neuronal
Neuroepitelial 5-HT 5-HT postmitético
Shh Petl
FGF4
FGF8

Figura 2. Factores intrinsecos y extrinsecos relacionados con la diferenciacion de las neuronas serotoninérgicas.
La especificacion serotoninérgica requiere de la interaccion de los factores de transcripcion Shh, FGF4 y FGF8 que
proporcionan las sefiales ambientales indispensables para inducir la especificacion de los precursores neuronales
serotoninérgicos. Pet-1 es un factor de transcripcion especifico de las neuronas productoras de serotonina y es
necesario y suficiente para inducir y mantener dicho fenotipo neuronal. Modificado de Gordis et al., 2002.

La llegada de los primeros precursores neuronales serotoninérgicos a la superficie pial coincide con la
expresidon de 5-HT por parte de los mismos, a partir del E12 se pueden observar en la linea media del rombencéfalo
las primeras neuronas serotoninérgicas completamente diferenciadas. A partir de este momento tiene lugar la
sintesis y liberacion de 5-HT y también la mitosis final de dichas neuronas, eventos que ocurren antes del
establecimiento de sinapsis maduras en el SNC. Las neuronas serotoninérgicas presentan su pico de proliferacion

en el E13 (Lauder et al., 1974; Lauder et al., 1990; Hawthorne et al., 2010).

Entre el E12 y E14 las neuronas serotoninérgicas comienzan a desarrollar multiples neuritas a partir del
proceso pial (Hawthorne et al., 2010). En el E14 las primeras fibras serotoninérgicas surgen de los nucleos rostrales
en donde se aprecia la presencia del neurotransmisor a lo largo de toda la neurona, en el E16 el conjunto de fibras
serotoninérgicas alcanza el mesencéfalo, en donde una porcién se dirige hacia el telencéfalo por medio de la

incorporacion al haz prosencefélico medial, mientras que otro grupo asciende al telencéfalo a través de la capsula



interna. La Cx (neocorteza) y el hipocampo (arquicorteza) son estructuras prosencefalicas que reciben aferentacién

prenatal por parte del sistema serotoninérgico a partir del E17 en rata (Lidov y Molliver 1982; Deng et al., 2007).

En el caso de la corteza cerebral en el periodo E17-E21, los axones provenientes del RD ascienden en
conjunto con el haz prosencefdlico medial hasta la parte mas basal del telencéfalo, en donde un primer conjunto de
fibras forma dos bandas que recorren toda la superficie del polo frontal de la corteza, posteriormente estas fibras
se extienden lateralmente hasta incluir una pequefia porcién de la superficie cortical lateral. Un segundo grupo de
fibras entra a la corteza lateral atravesando ventralmente la capsula interna y la eminencia ganglionar, finalmente
un tercer grupo asciende ventralmente hacia la corteza distribuyéndose de manera radial en un patrén rostro

caudal (Lidov y Molliver 1982).

Un haz de fibras serotoninérgicas diferente a los ya mencionados proyecta hacia la formacion hipocampica
en este mismo periodo. En el hipocampo las fibras se distribuyen por ambos lados de las neuronas piramidales del
campo CA1, adquiriendo una formacidn bilaminar semejante a la que se encuentra en la neocorteza (Lauder et al.,

1990).

En el E21 se observan las primeras fibras serotoninérgicas inervando al cerebelo, mientras que estructuras
como el estriado, el nucleo supraquiasmatico y la sustancia negra son blanco de inervacion postnatal (Lidov y

Molliver 1982; Jacobs y Azmitia 1992; Deng et al., 2007).

1.3. Serotonina y neurodesarrollo

Debido a que la 5-HT estd presente en el neuropilo a partir del E12 y a que el sistema serotoninérgico
cuenta con la maquinaria para sintetizar 5-HT antes de que se establezcan sinapsis maduras, se ha propuesto que la
5-HT ejerce una funcion reguladora en el desarrollo de su propio sistema y también sobre la maduracién de sus
blancos tempranos. Procesos como la proliferacién, diferenciacion y migracion celular, asi como el establecimiento
de vias primarias de las estructuras blanco, podrian verse afectados si se altera el sistema encargado de modular

su correcto desarrollo (Gaspar et al., 2003; Hornung et al., 2003; Deng et al., 2007; Vitalis et al., 2013).

Proliferacion

Uno de los primeros estudios en los que se depurd la 5-HT central para conocer el efecto que tiene dicha
manipulacidon durante la proliferacion celular, demostré que cuando se utiliza el farmaco paraclorofenilalanina
(PCPA), que bloquea irreversiblemente a la Tph2, se produce una disminucion en la tasa de division celular (Lauder
y Krebs, 1978). Sin embargo, en un estudio similar en el que se privd al SNC de 5-HT del E12 al E17 utilizando el
mismo farmaco no se encontraron diferencias en la tasa de proliferacidon de las neuronas corticales (Vitalis et al.,

2007).



Diferenciacion

La diferenciacion es un proceso en el cual una célula no especializada adquiere una morfologia y una
funcién particular que le permiten especializarse. Se ha descrito que la 5-HT participa en la diferenciacidn

astrocitica a través del receptor 5-HT,.

En estudios realizados con cultivos celulares en los que se utiliz6 un agonista para el receptor 5-HT;, se
encontré un incremento en la aparicion de astrocitos maduros capaces de secretar la proteina S100B, que estd
relacionada con el mantenimiento del arbol dendritico y con la prevencion de muerte celular. De esta manera se

comprobd que la 5-HT participa en la diferenciacion de las células astrocitarias (Whintaker-Azmitia et al., 1986).
Migracién

La migracidén neuronal se refiere al desplazamiento que emprenden las neuronas a partir de su sitio de
origen hasta alcanzar su posicidn final en el SNC, dicho evento se efectta antes de que las neuronas sufran cambios
morfoldgicos y estructurales que las diferencien por completo. Se ha sugerido que la 5-HT desempefia un papel
regulador sobre la migracidn de las mismas neuronas serotoninérgicas, por lo que se ha propuesto que la 5-HT
modula el desarrollo de su propio sistema y también podria participar en la regulacién del desarrollo de sus blancos

tempranos actuando como una sefial morfogénica (Vitalis et al., 2013).

Miyazaki et al., (2005), demostraron que al administrar acido valprdico (AVP) y talidomida (TAL) en el E9,
produce un aumento en la concentracion de 5-HT en el cerebro embrionario de rata, lo que ocasiona cambios en la
distribucion de las neuronas serotoninérgicas a lo largo del RD, observandose una “caudalizacion” del nucleo,
dichos cambios se atribuyen a un retraso en la maduracion de las neuronas productoras de 5-HT durante el proceso
de migracion, ocasionados por la administracion de TAL/AVP en un periodo critico para el desarrollo del sistema
serotoninérgico. Un estudio previo mostré que cuando el cerebro embrionario de rata es expuesto a etanol del E8
al E15, las neuronas serotoninérgicas permanecen en la linea media y en su mayoria no diferenciadas, mientras que
las neuronas serotoninérgicas del grupo control migran en direccion lateral y dorsal hasta su posicion final en

donde adquieren el fenotipo caracteristico de neuronas productoras de 5-HT en el E15 (Zhou et al., 2001a).

Flores-Cruz y Escobar (2012), realizaron un estudio para conocer el efecto que tiene la administracion
cronica de una dieta deficiente de Trp durante la gestacion sobre la ontogenia del sistema serotoninérgico en rata.
Los resultados de este estudio sefialan una disminucidn del 30% de las neuronas productoras de 5-HT en el RD,
ademads de observar cambios en la distribucidn de dichas neuronas, presentandose una “rostralizacion” del nucleo.
Al igual que Miyazaki et al., Flores-Cruz y Escobar, sefialan que los cambios en la arquitectura del nucleo del RD se
deben a errores durante el proceso de migracion neuronal, ya que cuando hay una concentracion mayor de 5-HT
las neuronas se distribuyen mas caudalmente, en cambio cuando se les administra una dieta deficiente de Trp las

neuronas serotoninérgicas se distribuyen mas rostralmente.
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Establecimiento de vias

La via talamo-cortical constituye la principal entrada de informacion sensorial en el SNC, y tiene como
principal blanco de innervacidn prenatal a la corteza somatosensorial en mamiferos. La expresidn de los receptores
5-HT4z y 5-HT4p para 5-HT en neuronas del tdlamo dorsal coexiste con el inicio del establecimiento de la via tdlamo-
cortical en el E14.5 (Bonnin et al., 2006); a su vez, este evento coincide con la expresion de los receptores DCC y
Unc5c para netrina-1, que es una molécula que se encarga de guiar o repeler el crecimiento axonal (Braisted et al.,
2000). En un estudio in vivo en el cual se manipuld la expresién de los receptores 5-HT,5 y 5-HTyp de las neuronas
dorsales del talamo, muestra que la 5-HT modula la respuesta axonal de dichas neuronas a la sefial emitida por
netrina-1 mediante la disminucién de AMPc intracelular en el E16.5 (Bonnin et al., 2007). Los hallazgos anteriores
permitieron comprobar que la 5-HT modula indirectamente el patrén de posicionamiento final de los axones

talamo-corticales en la corteza somatosensorial durante el desarrollo embrionario.

La corteza somatosensorial posee una representacion uno a uno de las vibrisas faciales de los roedores,
cada vibrisa esta perfectamente representada en el mapa cortical por estructuras denominadas barriles en la capa
IV de la corteza somatosensorial. Cada barril esta constituido por una regiéon de la corteza somatosensorial
ampliamente inervada por aferencias tadlamo-corticales y neuronas granulares posicionadas alrededor de dichas

aferencias (Erzurumlu y Gaspar 2012).

La formacion de barriles constituye un periodo critico del desarrollo de los mapas sensoriales en roedores
durante los primeros dias posteriores al nacimiento PO-P4 (Vitalis et al., 1998), durante este periodo SERT, 5-HT.5 y
5-HT,p se expresan temporalmente en los axones tdlamo-corticales (Persico et al., 1998; Bonnin et al., 2007). En
ratones knockout para SERT o MAOA, en los cuales la concentracion de 5-HT extracelular es elevada, la estructura
de barriles no se forma, en cambio cuando se administra PCPA se rescata la formacién de los barriles corticales
(Cases et al., 1996; Salichon et al., 2001; Persico et al., 2001), lo anterior sugiere que la sintesis y liberacion de 5-HT
por los axones provenientes del RD y la captura y almacenamiento transitorio del neurotransmisor por los axones
de la via tdlamo-cortical son eventos criticos en la formacion de la corteza somatosensorial y potencialmente de

otras estructuras corticales (Lesch et al., 2012).

La proteina S100B es un homodimero que pertenece a una gran familia de proteinas de unién a calcio,
denominada S100. En el cerebro de los mamiferos, el homodimero S100B es un factor neurotréfico que es
producido por los astrocitos y que se encarga del crecimiento y maduracion de las dendritas, por lo que desempefia

un papel importante en la plasticidad cortical (Whintaker-Azmitia et al., 1990 y 1993).

Durante el desarrollo embrionario se observa la presencia de S100B en células GFAP positivas del
hipocampo en E18, y en P7 el 90% de los astrocitos también expresan al receptor 5-HT;, de manera transitoria,

pues en el P16 Unicamente el 25% de los astrocitos expresan dicho receptor (Patel y Zhou et al., 2005).

Estos antecedentes sugieren que la 5-HT regula el desarrollo neuronal de manera indirecta a través del

receptor 5-HT;, presente en los astrocitos, ya que se sabe que la estimulacidon farmacolégica del receptor 5-HTq4
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produce la liberacién de S100B que a su vez promueve el crecimiento de las dendritas y la formacién de sinapsis, y
en este caso la co-localizacién temporal del receptor 5-HT;, con S100B coincide con el periodo de rapido

crecimiento dendritico y con la maduracién de sinapsis (Whintaker-Azmitia et al., 1990 y 1993; Patel y Zhou 2005).

Los efectos que S100PB tiene sobre la maduracidon de las dendritas, se deben a su interacciéon con el
citoesqueleto. S100pB estabiliza a las proteinas asociadas a microtubulo (MAP’s) como Tau y MAP-2, inhibiendo su
fosforilacion. S100B también inhibe la fosforilacion de la proteina asociada al crecimiento GAP-43, lo que permite

un aumento en el crecimiento y en la plasticidad de los conos de crecimiento (Whintaker-Azmitia et al., 2001).

1.4. Desarrollo cortical embrionario.

La corteza cerebral es una estructura que se origina a partir del neuroepitelio dorsal del telencéfalo.
Durante el desarrollo prenatal de la corteza se pueden distinguir cuatro estadios: 1)Formacion de la capa
plexiforme primordial (CPP); 2)Formacion de la placa cortical (PC); 3)Morfologia inicial comun de las neuronas de la
PC y 4)Maduraciéon morfolégica y funcional especifica de las neuronas de la PC y estratificacion ascendente

(Marin-Padilla, 2001).

La laminacion cortical comienza con la divisién de la pared telencefalica dorsal en dos regiones: la capa
interna que contiene células progenitoras también llamada zona ventricular; y la capa externa conocida como la
CPP. La CPP se origina entre el E11 y el E12 en roedores, y surge como resultado de la migracion de las primeras

neuronas postmitéticas provenientes de la zona ventricular (Supér et al., 1998; Bystron et al., 2008).

La poblacidn neuronal que integra la CPP es la primera en diferenciarse y en recibir conexiones sindpticas
antes de que comience la formacidon de otras capas corticales. Las células de Cajal-Retzius (CR) son de las primeras
neuronas en diferenciarse en este estrato, por lo que se considera que forman una organizacién cortical primitiva
que provee sefales de posicionamiento para los neuroblastos recién formados, por lo que se ha sugerido que las
células de CR solamente operan durante el desarrollo embrionario, ya que desaparecen dos semanas después del

nacimiento (Bayer y Altman 1990; Marin—Padilla 2001; Soriano et al., 2005).

A partir del E14 en rata, se originan otras dos capas por encima de la zona ventricular: la zona intermedia
(1Z) y la PC. El desarrollo de la PC ocasiona que la CPP se divida en dos: zona marginal (MZ) y subplaca (SP). La MZ
formard la capa | de la corteza adulta, mientras que la SP es una estructura temporal. En este estadio, la I1Z alberga
una cantidad reducida de neuronas polimdrficas, mientras que la PC se origina como resultado de la migracion

ascendente de millones de neuroblastos a través de la glia radial (Supeér et al., 2000).

Al comenzar la formacion de la PC del E13 al E14 los neuroblastos corticales se originan a partir de la glia
radial, mas tarde del E15 al E17 estos se originan a partir de células progenitoras intermedias derivadas de la glia
radial. El periodo de migracidon neuronal en la corteza cerebral abarca del E13 al E17, durante esta etapa las
neuronas piramidales se van colocando progresivamente en un patréon de “dentro hacia afuera” en la PC hasta

conformar las capas Il a VI de la corteza. El patrén de “dentro hacia afuera” se refiere a que las primeras neuronas
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que se generan migran primero hasta poblar las capas mds profundas, en cambio las que se generan mas tarde

migran a través de las capas ya existentes hasta conformar las capas superiores (Noctor et al., 2004).

En el caso del hipocampo (arquicorteza), las neuronas piramidales de la region CA1 se originan cerca del
subiculo entre el E16 y el E17 con un pico de proliferacién que tiene lugar entre el E18 y E19. En el E18 se observa
que las neuronas piramidales se extienden hasta la porcién media del estrato piramidal y en el E19 se aprecia el
alineamiento de dichas neuronas asi como la formacidn de la fimbria y de la fisura hipocampica, en el E20 la
proliferacion celular disminuye hasta su punto mas bajo y para el E21 el estrato piramidal estd totalmente formado

(Schlessinger et al., 1978; Altman y Bayer 1990).

Al final de esta etapa, la PC es una capa compacta de neuronas indiferenciadas con una dendrita apical de
longitud variable anclada en la ZM y aun sin contactos sinapticos. Todas las neuronas piramidales que forman la PC
alcanzan la ZM por medio de la dendrita apical, de este modo establecen contacto con las células de CR. Las células
de CR controlan la migracion neuronal hacia la capa |, la disposiciéon de dentro hacia afuera de las neuronas dentro

de la PCy la morfologia de las neuronas piramidales (Bayer y Altman et al., 1990; Marin-Padilla et al., 2001). Fig. 3.

E12 E13 E14 E1/

- /
—Y_

Periodo de Migracion Cortical

Figura 3. Desarrollo prenatal de la corteza cerebral en rata. Las células que se encargan de poblar a la neocorteza
surgen del neuroepitelio dorsal del telencéfalo o zona ventricular (V), las primeras neuronas postmitdticas que
alcanzan la superficie pial forman la preplaca (PP) o capa plexiforme primordial, las neuronas piramidales que
pertenecen a las capas II-VI de la corteza cerebral adulta, emergen de la placa cortical (CP), dichas neuronas se
generan y migran a partir de la PP hasta separarla en una capa superficial o zona marginal (MZ), que formara la
capa | de la corteza cerebral adulta y que durante el desarrollo embrionario alberga a las células de Cajal-Retzius, y
una capa profunda o subplaca (SP) que es una estructura temporal. Las células de la PP se generan
primordialmente entre el E12 y el E14. En el E14 la superficie de la zona ventricular Unicamente se compone del
neuroepitelio y de la PP, la presencia de una CP rudimentaria se identifica por primera vez en el E15 en las regiones
mas maduras de la neocorteza. La neurogénesis cortical en rata termina en el E20. Abreviaturas: /Z zona
intermedia; SV zona subventricular. Modificado de Uylings et al., 1994.
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La corteza cerebral y el hipocampo son estructuras prosencefalicas que reciben aferentacién prenatal por
parte del sistema serotoninérgico entre el E16 y E17 en rata (Lidov y Molliver 1982), existe evidencia que indica que
las neuronas corticales en desarrollo tienen receptores, transportadores y enzimas catabdlicas para 5-HT cuya
expresion coincide mayormente con la llegada de los haces serotoninérgicos al prosencéfalo basal, incluso existen
reportes que indican la presencia de dichos elementos antes de este periodo (Vitalis y Parnavelas 2003). Debido a la
concurrencia de los eventos anteriores se ha sugerido que la 5-HT podria desempefiar una funcion morfogénica
sobre las neuronas piramidales de la corteza cerebral (Lauder et al,, 1990; Vitalis et al., 2007) y el hipocampo

(Zhang et al., 2006) en desarrollo.

En un estudio en el que se evalud el efecto del farmaco PCPA durante el periodo de migracién neuronal de
los roedores (E12-E17), se demostrd que la depuracion farmacoldgica se 5-HT altera la maduracidn estructural y la
complejidad del arbol dendritico de las neuronas piramidales ubicadas en las capas Ill y V de la corteza
somatosensorial observandose un menor nimero de dendritas (Vitalis et al., 2007), dichos cambios morfoldgicos
en las neuronas piramidales coinciden con los que se observan en roedores cuando se administran dietas
restringidas en Trp, el aminoacido precursor de la 5-HT. Se sabe que la restricciéon de Trp durante los primeros dias
del desarrollo postnatal genera una considerable disminucidn en los niveles de 5-HT, lo cual esta relacionado con
cambios en la morfologia de neuronas presentes en el hipocampo, la amigdala, el giro dentado y la corteza
prefrontal (Zhang et al., 2006). Los cambios registrados en dichas neuronas incluyen una reduccion significativa del
numero de dendritas, y en algunos casos también se ha observado tumefaccidn en los cuerpos celulares (Zhang et

al., 2006).

1.4.1. Células de Cajal-Retzius

La célula de CR es una neurona multipolar con varias dendritas horizontales y un axdn del que irradian
numerosas colaterales que se distribuyen por un territorio funcional circular que se expande progresivamente
durante el desarrollo cortical. El axon terminal de las células de CR se expande a lo largo de toda la superficie del
cerebro. Del axdon y de sus colaterales emanan numerosas terminales cortas ascendentes y descendentes que
establecen contactos funcionales con los penachos dendriticos de las células piramidales de todas las regiones y de

todos los estratos corticales (Marin-Padilla 2001).

La importancia de las células de CR radica en que son la principal fuente de rielina durante el desarrollo de
la Cx. La rielina es una proteina involucrada en la regulacion de la migracién neuronal durante el desarrollo
embrionario (E13-E17), ya que la carencia de la misma produce el fenotipo “reeler” que se caracteriza por la
inversién en el orden de migracidon de las neuronas corticales, es decir que las neuronas pierden el patrén de
migracién de dentro hacia afuera y se posicionan incorrectamente en la PC, por lo que se ha sugerido que la rielina
desempefia una sefial de “alto” para los neuroblastos migratorios durante la corticogénesis (D’Arcangelo et al.,

1995; Frotsher et al., 1997).

La rielina es una glicoproteina que se une a los receptores membranales ApoER2 y VLDL-R formando un

oligdmero que desencadena una cascada de seiales intracelulares que comienzan con la fosforilacion (p) de la
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proteina adaptadora Dab-1. pDab-1 activa a la familia de cinasas de tirosina SRK que a su vez estimulan otras
cinasas y fosfatasas citosdlicas, eventos que promueven la desfosforilacion de la proteina Tau y la fosforilacion de la
proteina MAPB1. Tau y MAPB1 pertenecen a la familia de proteinas asociadas a microtubulo que después de ser
activadas promueven el crecimiento axonal, el crecimiento de las espinas dendriticas y la formacién de sinapsis

(Lakatosova y Ostatnikova 2011).

Tanto en el hipocampo como en la Cx, los haces serotoninérgicos establecen contactos primitivos con las
células de CR ubicadas en la zona marginal, antes de que la migracién neuronal termine en el E16 (JanuSonis et al.,
2004), y dado que estas neuronas regulan la migraciéon de las neuronas piramidales a través de la secrecién de
rielina, se ha sugerido que la 5-HT podria participar indirectamente en el proceso antes mencionado a través de la

regulacion de las células de CR. Fig. 4
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Figura 4. Migracidn cortical y sistema serotoninérgico. La llegada de los axones serotoninérgicos provenientes del
nucleo del RD (B6-B9) a la zona marginal, ocurre en paralelo con la migracién de las neuronas piramidales
corticales, durante este periodo (E15-E16) los axones serotoninérgicos establecen contactos primitivos con las
células de CR (en naranja), que son las células encargadas de dirigir la migracion de las neuronas piramidales por
medio de la secrecion de la glicoproteina rielina. Se sabe que la 5-HT activa a los receptores 5-HT3, que se localizan
en las células de CR, lo que induce que dichas células secreten rielina, de esta manera el sistema serotoninérgico
podria estar participando indirectamente en la regulacion de la migracion de las neuronas piramidales por medio
del contacto establecido con las células de CR durante la corticogénesis. Abreviaturas mif fasciculo medial
longitudinal; fr fasciculo retroflexus; dt tdlamo dorsal; vt tdlamo ventral; hyp hipotalamo; se septum; cx corteza; MZ
zona marginal; CP placa cortical; SP subplaca; /Z zona intermedia; SV zona subventricular; V zona ventricular.
Modificado de Uylings et al., 1994 y de Vitalis et al., 2013.

Janusonis et al., (2004), demostraron que durante la embriogénesis tardia, la secrecidon de rielina esta
controlada en parte por la concentracidon de 5-HT presente en el SNC, ya que si se administra 5-metoxtriptamina
(5-MT) que es un agonista serotoninérgico, se observa reduccién en la cantidad de rielina circulante en sangre en
PO, en el mismo trabajo se observé que la organizacion columnar de la corteza presubicular dependiente de rielina,

se pierde en las crias tratadas con 5-MT durante la gestacion.
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Cerca del 80% de las células de CR expresan el receptor 5-HT;, en PO y su activacion es suficiente para
producir potenciales de accién en las células de CR, por lo que se ha sugerido que mediante la estimulacion del

receptor 5-HTzala 5-HT regula la secrecién de rielina (Chameau et al., 2009).

En un trabajo realizado por Flores-Cruz (2012), se demostro la presencia del receptor 5-HT;4 en las células
de CR. El receptor 5-HT;, es de tipo metabotrdpico acoplado a una proteina G inhibitoria (G;) que al ser activada
disminuye la actividad de la adenilato ciclasa, de esta manera también se disminuye la produccidon de adenosin
monofosfato ciclico (AMP,), lo cual se asocia con la disminucidn de la actividad metabdlica de la neurona. En dicho
estudio se depurd al sistema de 5-HT con una dieta deficiente de Trp que se administré6 de manera crénica a ratas
gestantes, los resultados muestran un aumento en la expresién de rielina, lo que permitié concluir que al disminuir
la cantidad de 5-HT, la estimulaciéon a los receptores 5-HT;, seria menor, de esta manera las células de CR
secretarian mayor cantidad de rielina al no ser inhibidas por el sistema serotoninérgico. En el mismo trabajo se
observaron alteraciones en la migracién de las neuronas piramidales en el hipocampo, al igual que en el
establecimiento de polaridad de las neuronas piramidales corticales de las crias del grupo de dieta deficiente de

Trp.

1.4.2. Establecimiento de polaridad neuronal

Una de las principales caracteristicas de la corteza cerebral de los mamiferos es su formacion laminar, la
neocorteza estad compuesta por seis capas con caracteristicas citoarquitectdnicas Unicas atribuidas a las neuronas
piramidales y no piramidales que la conforman. Las neuronas no piramidales que integran a la neocorteza
representan entre el 15 y 30% de las neuronas corticales, la mayoria de las neuronas no piramidales forman

circuitos locales que contribuyen con el procesamiento de informacion intracortical (Marin-Padilla 2001).

Las neuronas piramidales son el principal tipo celular que se encuentra en la corteza cerebral, ya que se
localizan en casi todas las capas a excepcidn de la capa I. Las neuronas piramidales son células excitatorias que
contribuyen con la transmision y procesamiento de informacién proveniente de estructuras subcorticales y de otras
areas corticales. De los dos tipos de células que componen a la Cx, las neuronas piramidales son células con
estructuras altamente polarizadas, la caracteristica principal de dichas neuronas es que poseen una Unica dendrita
apical que se extiende por encima del soma hasta alcanzar la capa | o MZ, multiples dendritas basales y un solo

axon que se extiende de la base del soma hasta la superficie ventricular (Marin-Padilla 2001).

El establecimiento de polaridad neuronal es un evento crucial durante el desarrollo del SNC, la polarizacién
neuronal se refiere a los cambios morfoldgicos que sufre una neurona después de migrar a su posicién final para
desarrollar dos estructuras celulares completamente distintas tanto en forma como en funcionalidad: el axén y las

dendritas, que le permitiran establecer conexiones funcionales (Arimura et al., 2007).

Los estudios realizados por Dotti et al., (1988), en donde se caracterizo el desarrollo de la polarizacion
celular in vitro utilizando neuroblastos provenientes del hipocampo en el E18, permitieron establecer por vez

primera que dicho proceso puede dividirse en cinco etapas: 1)Formacion de pequefas protusiones en la periferia
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del soma (lamelipodio); 2)Surgimiento de las primeras neuritas inmaduras a partir de los conos de crecimiento del
lamelipodio; 3)Formacion y desarrollo del axdn a partir del crecimiento acelerado de una de las neuritas inmaduras,
dicho evento termina con la simetria de la etapa 2 y establece la polaridad celular; 4)Crecimiento de las dendritas a
partir de las neuritas restantes, posterior al surgimiento del axén y 5)Formacion de contactos sinapticos entre las

espinas dendriticas y los axones.

Un estudio in vivo demostrd que el establecimiento de la polaridad celular en las neuronas piramidales se
determina cuando los neuroblastos postmitdticos poseen una morfologia bipolar y migran hacia su posicion final en
la placa cortical, es decir que en un principio existe un mecanismo intrinseco que define el surgimiento del axén a
partir de una de las dos neuritas primarias que el neuroblasto utiliza para desplazarse a través de la glia radial,
dicha especificacion se produce antes de que los neuroblastos migratorios alcancen la placa cortical, esto es en la I1Z

(Calderon de Anda et al., 2008).

El receptor transmembranal Notch al ser activado por sus ligandos Delta y Serrato (Jagged en mamiferos),
sufre transformaciones proteoliticas que culminan con la generacién de dos fragmentos de la proteina Notch, el
fragmento intracelular (NICD) se traslada al ndcleo en donde actiia como un factor de transcripcion al unirse a las
proteinas CSL adaptadoras Rbpj o CBF-1. Durante el desarrollo del SNC, la via de sefalizacion de Notch participa en

la regulacién de la neurogénesis, la apoptosis y la morfologia dendritica (Louvi y Artavanis-Tsakonas 2006).

Un estudio realizado en 2008 demostré que tanto en ratones reeler como en ratones carentes de NICD, los
neuroblastos postmitdticos de la corteza cerebral exhiben procesos primarios ectdpicos que incluyen dendritas mal
orientadas asi como multiples procesos protruyendo desordenadamente del soma durante el periodo de
migracién, debido a lo anterior sugirieron que tanto la morfologia como la migracidn de los neuroblastos
postmitdticos en la corteza cerebral estan reguladas por la interaccion de rielina y Notch, dicha hipdtesis se
comprobo cuando se logré rescatar el fenotipo dendritico normal migratorio de las neuronas del ratdn reeler sobre-
expresando NICD. El mecanismo molecular sugerido para la interaccidn rielina-Notch indica que la rielina puede
modular los niveles del fragmento NICD por medio de la degradacion ubiquitina-proteosoma mediante la proteina

efectora Dab1 (Hashimoto-Torii et al., 2008).

1.5. Microdisgénesis cortical

La fisiopatologia de varios desérdenes neuroldgicos que se originan durante el desarrollo embrionario
puede atribuirse a errores en la sefalizacion de los sistemas de neurotransmision presentes durante la
corticogénesis, incluso se sabe que si se altera un sistema de neurotransmisién en un periodo critico para el
desarrollo de sus blancos, dicho evento puede afectar la maduracion de los blancos (Levitt et al., 1997). En este
sentido, el sistema serotoninérgico es uno de los primeros sistemas de neurotransmisién en aparecer durante la
ontogenia del SNC en el E12, y sus aferencias arriban a la corteza cerebral en el E15, evento que coincide con el
periodo de migracion de las neuronas piramidales corticales (Lidov y Molliver et al.,1982; Supér et al.,2000). Cabe
mencionar que durante el desarrollo cortical embrionario la 5-HT no actla como un neurotransmisor cldsico puesto

que aun no hay sinapsis establecidas, lo que permite hipotetizar que durante el periodo de migracion cortical,
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la 5-HT podria modular el desarrollo de ciertos procesos histogenéticos de las neuronas piramidales tales como el
acomodo final de dichas neuronas en sus capas correspondientes por medio de la regulacion de las células de CR y
su posterior polarizacidn que incluye el desarrollo de una Unica dendrita apical direccionada hacia la zona marginal
y multiples procesos basales orientados hacia los ventriculos (Whitaker-Azmitia et al.,, 2001; Vitalis y Parnavelas

2003; Janusonis et al., 2004).

En la tabla | se resumen algunos hallazgos que demuestran que la 5-HT interviene en el establecimiento
del arbol dendritico de las neuronas piramidales en diferentes periodos dentro del desarrollo cortical, dichos
hallazgos evidencian que si se modifica el funcionamiento normal de un sistema de neurotransmisién, en este caso
el sistema serotoninérgico, durante periodos especificos en el desarrollo de la corteza cerebral, se puede alterar la
formacion del arbol dendritico de las neuronas piramidales, lo que podria propiciar un mal funcionamiento en los

circuitos que lleguen a establecer estas neuronas durante la ontogenia.

1.6. Depuraciéon de 5-HT

En la actualidad existen diferentes métodos para disminuir la concentracidn de 5-HT en el SNC, dichos

procedimientos se utilizan para estudiar los procesos fisiolégicos en los que se considera que participa la 5-HT.

Histéricamente se han empleado dietas deficientes de Trp (D-Trp) con la finalidad de disminuir la sintesis
de 5-HT central. A partir de 1970 se demostré que la funcién cerebral podria ser influida por la disponibilidad de
varios nutrientes presentes en la dieta. Gessa et al., (1974) demostraron por primera vez que la administracién
aguda de una mezcla de aminodcidos carente de Trp, reduce la concentracion sérica de Trp y que dicho fendmeno

se relaciona directamente con la disminucion en el nivel de Trp, 5-HT y 5-HIAA cerebral.

Cabe mencionar que tanto en los roedores como en el humano, una vez que el Trp se ingiere puede
circular en la sangre de forma libre o unido a la albumina; la forma libre representa del 10 al 20% del total de Trp
ingerido. El porcentaje de Trp libre o unido a la albumina depende de tres factores: 1)la tasa de lipolisis;
2)la actividad de la pirrolasa de Trp hepatica, que es la principal enzima responsable de regular los niveles
circulantes de Trp y que determina tanto el flujo de la ruta de la quineurina, como el nivel de Trp remanente
disponible para la sintesis central de 5-HT y; 3)la tasa de captura de Trp en tejido central o periférico (Chaouloff,

1993).

Uno de los mecanismos por el que la administracion de una D-Trp, disminuye la concentracién de Trp
plasmatico y consecuentemente el Trp cerebral y la sintesis de 5-HT fue sugerido por Gessa et al., (1975). Estos
investigadores postularon que la sintesis de proteinas es el principal mecanismo por el que se genera la depuracién
de Trp en sangre. Los aminoacidos que se consumen en la dieta favorecen la sintesis de proteinas en los tejidos, por
lo tanto, el Trp extracelular libre es utilizado para la sintesis de proteinas, evento que reduce la concentracion del

Trp sistémico.
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Para verificar la suposicién anterior, se realizd un estudio en el que se evalud el efecto de suministrar un
inhibidor de la sintesis de proteinas previo a la administracion de una D-Trp, los resultados mostraron que en esta

condicidn se previene la depuracion de Trp plasmatico que normalmente induce la D-Trp (Rahman et al., 1982).

Otro mecanismo que contribuye con la reduccidn del Trp cerebral después de la ingesta aguda de una D-
Trp, es que el Trp compite con los aminodcidos de cadena larga como valina, leucina e isoleucina por el
transportador de aminoacidos tipo L para atravesar la barrera hematoencefdlica, ésta es impermeable a la 5-HT
periférica, por lo que la cantidad de 5-HT cerebral depende de la cantidad de Trp disponible en la periferia

(Oldendorf, 1971; Yunwiler et al., 1977).

Gonzales-Burgos, et al., (1996), reportaron que la administracién de una D-Trp durante el desarrollo
postnatal, produjo cambios plasticos en el patron de arborizacion dendritica de las neuronas piramidales en la
corteza frontal. Las neuronas piramidales del grupo experimental presentaron una menor arborizacion apical en
P40 y procesos apicales mas alargados con un mayor nuimero de espinas dendriticas en P60. Los resultados
sugieren los niveles de Trp y 5-HT podrian modular la citoarquitectura de las neuronas piramidales durante el

desarrollo y que la D-Trp produce cambios en el patron de arborizacidn dendritica.

Por otro lado también se ha descrito que la restriccion de Trp durante los primeros dias de nacimiento,
genera cambios en la morfologia de las neuronas piramidales de la regién CA3 del hipocampo, incluyendo la

reduccién del nimero de dendritas (Zhang et al., 2006).

Flores-Cruz (2012), al generar una privacion crénica de Trp durante toda la gestacion, encontré que en la
corteza somatosensorial, las neuronas piramidales presentaron defectos en la polaridad neuronal, es decir, en la
disposicién de sus procesos dendriticos. Debido a que también se observé que la expresidn de rielina y Notch1 en
los animales privados de Trp durante la gestacion fue mayor, se sugirié que los desarreglos citoarquitectdnicos en

la corteza somatosensorial podrian explicarse por la alteracion en la sefializacién de dichas moléculas.
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Tipo de Periodo | Sehal Estructura Descripcion Referencia
Manipulacion de
5-HT
Inhibicion E12-E17 Neuronas Piramidales  Reduccion del arbol Vitalis et al.,
Farmacoldgica l de las capas lllyV dela dendritico. 2007
(PCPA) Corteza
Somatosensorial. Reduccidn en la
complejidad del arbol
dendritico.
Genética PO Neuronas piramidales  Incremento del arbol Chameau et
5-HT ;5 l de las capasllyllldela dendritico apical. al., 2009
Knockout corteza.
Genética P14-P35 Neuronas piramidales  Incremento del nimero  Ferreira et
5-HT ;4 l del la region CAl del  de dendritas apicales al, 2010
Knockout hipocampo proximales.
Inhibidores E8-E18 Neuronas piramidales  Reduccién del arbol Smit-Rigter
Selectivos de la de las capas llylllde la dendritico apical. etal, 2012
Recaptura de 5-HT Corteza
Somatosensorial
(ISRS) T
Fluoxetina
PO-P& Neuronas piramidales  Reduccién del arbol Lee et al.,
de la capa IV de la dendritico. 2009
corteza
somatosensorial enla  Dendritas de menor
region de barriles. longitud.
Reduccion en la
complejidad del arbol
dendritico
Disminucién del numero
de espinas dendriticas.
Depuracion PO-P28 Neuronas piramidales  Reduccién del arbol Zhang et al.,
Dietética de de la region CA1l del dendritico. 2006
Trp l hipocampo.
Disminucién del nimero
de espinas dendriticas

Tabla I. Efectos de la manipulacion del sistema serotoninérgico en diferentes periodos del desarrollo cortical sobre
la morfologia de las neuronas piramidales.
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2. JUSTIFICACION

El correcto desarrollo del SNC requiere que multiples eventos celulares ocurran integralmente en un
tiempo y espacio determinados. El sistema serotoninérgico tiene un origen temprano durante la ontogenia del SNC,
se sabe que la 5-HT regula la migracién de las propias neuronas serotoninérgicas (Miyazaki et al., 2005, Flores-Cruz
y Escobar 2012) y que participa indirectamente en el establecimiento de la via tdlamo cortical (Bonin et al., 2007)
durante el desarrollo embrionario. También se sabe que la presencia de 5-HT es necesaria para la formacion de los
barriles corticales durante los primeros dias posteriores al nacimiento (Cases et al., 1996; Salichon et al., 2001;
Persico et al., 2001), dicha formacion representa un periodo critico en el desarrollo de los mapas sensoriales de la

corteza somatosensorial (Vitalis et al., 1998).

La alteracidn prenatal del sistema serotoninérgico puede afectar periodos criticos en el desarrollo de los
blancos tempranos de inervaciéon, como son la migracién y el establecimiento de la polaridad celular en las
neuronas piramidales del hipocampo (arquicorteza) y de la neocorteza, por lo que se ha sugerido que la 5-HT
desempefia un papel morfogénico durante el desarrollo de sus blancos, en este sentido el estudio del desarrollo del
sistema serotoninérgico permite evaluar que tanto afectan las alteraciones realizadas a un sistema de
neurotransmisién en el desarrollo de sus blancos y en su caso si dichas afecciones dependen del momento en el

que se produce la alteracién al sistema.

Debido a que se desconoce la susceptibilidad del sistema serotoninérgico a la privaciéon dietética de Trp en
diferentes periodos criticos del desarrollo de este sistema de neurotransmision, y debido a que se ha involucrado a
la 5-HT con la regulacion de algunos procesos que guian el establecimiento y acomodo final de las neuronas
piramidales corticales, en la presente tesis se caracterizd el efecto que tiene administrar una dieta libre de Trp
durante los periodos de proliferacion y establecimiento de vias primarias del sistema serotoninérgico sobre la
morfologia y estructura final de las neuronas piramidales del hipocampo (arquicorteza) y de la neocorteza en la

rata.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar el efecto que tiene la depuracién prenatal de 5-HT en diferentes periodos del desarrollo del
sistema serotoninérgico en la rata utilizando una dieta deficiente de triptdfano, sobre la morfologia de las neuronas

piramidales corticales.

Objetivos Especificos

e Estudiar el efecto que tiene la administracion de una dieta deficiente de triptéfano durante los periodos de

diferenciacion (E8-E12) y establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico sobre:

» Lacantidad de 5-HT presente en los dias PO, P20 y P40 en tallo y corteza cerebral.

» La morfologia de las neuronas piramidales del hipocampo (arquicorteza) y neocorteza en los dias

P20y P40.

» La conducta en campo abierto de las ratas juveniles (P40) bajo las condiciones de luz tenue y luz

intensa en cada caso.

4. HIPOTESIS

H1: La depuracion prenatal de triptéfano durante el periodo de diferenciacion (E8-E12) y establecimiento
de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico disminuird la concentracién de 5-HT presente en la corteza

y tallo cerebral.

H2: La depuracién prenatal de triptdfano durante el periodo de establecimiento de vias primarias
(E13-E17) del sistema serotoninérgico ocasionara un mayor numero de alteraciones en la morfologia de las

neuronas piramidales de la corteza cerebral.

H3: En caso de encontrarse alteraciones en la morfologia de las neuronas piramidales de la corteza
cerebral en los roedores sometidos a depuracion prenatal de triptéfano durante los periodos de diferenciacion
(E8-E12) y establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico, podrian observarse alteraciones

conductuales en la prueba de campo abierto.
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5. METODO
5.1. Sujetos

Se utilizaron 54 ratas hembra nuliparas de la cepa Wistar con un peso de 250g., con sus respectivas
camadas, repartidas aleatoriamente a cada una de las condiciones experimentales. Las hembras se obtuvieron del
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas (1IB) UNAM. Las madres y sus crias permanecieron alojadas en
el bioterio de la institucion antes mencionada bajo condiciones de luz /oscuridad de 12 horas (la luz se encendia a
las 6:00 am), temperatura (20-22°C) y humedad (45-55%) constantes. El alimento y el agua para todos los roedores
durante el experimento fue ad libitum, de acuerdo a su condicidn experimental. Las manipulaciones aqui descritas

fueron aprobadas por la Comision de Bioética para la Investigacidon en Animales del IIB.

5.2. Disefio experimental

Dieciocho ratas gestantes fueron distribuidas en dos grupos para ser alimentadas con diferentes tipos de
dieta: el grupo (D+Trp) fue alimentado con una dieta deficiente de triptéfano a la que se le afiadio triptéfano y el
grupo (D-Trp) fue alimentado con una dieta deficiente de triptéfano. Las dietas se administraron en diferentes
ventanas temporales durante la gestacidn de acuerdo a los periodos de diferenciacidon (E8-E12) y establecimiento

de vias (E13-E17) del sistema serotoninérgico.

Ratas Dieta Deficiente + Triptofano

(Dieta Control)
Gestantes D+Trp

Dieta Deficiente
(Dieta Experimental)
D-Trp

*Diferenciacion *Establecimiento de Vias
EIO Gestacion F’IO E|O Gestacién F’IO
ES E12 E13 E17
PR e
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5.3. Aparatos

Bomba de Perfusién

Sonicador

Centrifuga

Balanza

Micrétomo

Microscopio

Camara CCD-coupled cherged device AxioCam MRC (Carl Zeiss)

Escaner

Para cuantificacion de serotonina:

Cromatdgrafo de deteccion flourométrica (Waters Co. Milford, Mass)
Columna analitica de fase reversa de 4.6mmx100mm 100mmHypersil 116 1002A ODS (tamafio de

particula: 3um, Evolution)

Para Evaluaciéon Conductual:

Software:

Materiales

Camara (Digimax S600, Samsung)
Campo Abierto (caja elaborada con acrilico 90x90x40 con piso cuadriculado 10cm x cuadro, color
blanco)

Foco 500W

Image J 1.47v (Wayne Rasband , National Institutes of Health , USA)
SPSS 20 para Windows
Photoshop

GraphPad Prism 6

Caseina hidrolizada C2 (19582, Organotechnie)
Kit FD Rapid GolgiStain (PK 401 FD NeuroTechnologies)

Kit de cuantificacion de proteinas (RCDCProtein Assay, BIO-RAD)
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6. PROCEDIMIENTO

6.1. Gestaciones

Se colocd un grupo de cuatro hembras con un macho sexualmente maduro dentro de una caja-habitacion
para que cohabitaran durante la fase oscura, a la mafiana siguiente se realizd un frotis vaginal para determinar la
concepcion. Se consideré como dia embrionario 0 (EO) el dia que se encontraron espermatozoides y células
cornificadas en el frotis vaginal (Marcondes et al., 2002). Se sigui6 el procedimiento descrito con todas las hembras
designadas para gestacion independientemente del grupo experimental al que fuesen designadas. Una vez que se
determind la concepciodn, las hembras fueron separadas del macho y colocadas en grupos de dos habitantes por

cajay se transfirieron a una caja individual en el E20 para esperar el parto.

6.2. Dieta deficiente de triptofano/ dieta experimental (D-Trp)

Se utilizd una dieta libre de Trp modificada por Flores-Cruz y Escobar (2012), para llevar a cabo la
depuracién de 5-HT (Anexo 1). Se elaboraron pellets cuya fuente de proteina fue la caseina hidrolizada (19582,
Organotechnie), al desnaturalizar la caseina con el procedimiento de hidrdlisis acida se consigue eliminar el Trp sin
afectar la disponibilidad de los otros aminoacidos. La aclaracién plasmatica de Trp tarda aproximadamente dos
horas a partir del consumo de la D-Trp en ratas gestantes, de esta manera se impide la disponibilidad de Trp para

las crias (Blazek y Shaw 1978).

6.3. Dieta deficiente de triptéfano + triptéfano / Control de dieta (D+Trp)

Los componentes de esta dieta fueron los mismos que se utilizaron en la D-Trp, solo que esta vez se aiiadid
proporcionalmente la cantidad de Trp correspondiente, de acuerdo a la tabla de nutrientes presentes en la dieta

Harlan Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet 2019S, Teklad (Anexo II).

6.4. Camadas

Al nacimiento, las camadas fueron estandarizadas aproximadamente a 8 crias (debido a los sacrificios
efectuados en PO0). Las crias permanecieron sin manipulacion y con su madre durante toda la lactancia. Se

separaron hembras y machos después del destete en el P21.

6.5. Sacrificios

Los sacrificios se realizaron en los dias PO, P20 y P40 con la finalidad de obtener el tejido necesario para

llevar a cabo los siguientes procedimientos: HPLC (n =5), y tincidn argéntica de Golgi-Cox (n=5) por grupo.
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R

PO PZD P4O
& HPLC n=5 # HPLC n=5 ++ HPLC n=5
+ GolgiCox n=5 +* GolgiCox n=5

6.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

Con la finalidad de conocer la concentracidon de 5-HT cerebral, esta se cuantificd utilizando la técnica de
HPLC con sistema de deteccidn UV. Se sacrificé a las crias con pentobarbital sédico (Anestesal, Smith Kline; 0.063 g/
1ml, c.b.p.), posteriormente se realizd una perfusion transcardiaca con amortiguador de fosfatos-salina
(PBS 0.1M), a una velocidad de 0.9mL/min para PO durante 3 min, 1.7 mL /min para P20 y 2mL/min para P40,
ambas durante 5 min. Las crias fueron decapitadas y su cerebro rapidamente removido para ser homogenizado en
300 pL de acido perclérico con EDTA al 0.05 % (w/v) (4 pulsos de 15 seg. en el sonicador). Se utilizé el cerebro
completo en el caso de PO y en las edades P20 y P40 la corteza y el tallo cerebral por separado. Una vez
homogenizado el tejido se centrifugd a 12 000 rpm durante 20 min a 4°C, se colectd el sobrenadante y se repitio el
centrifugado y recoleccién de la muestra. Se recolecté el sobrenadante de las muestras y se pasé por papel filtro de
0.22 pum (Millipore), la concentracidn de proteina fue determinada antes de que se inyectara la muestra en el
sistema HPLC (Waters Model 474 scanning flourescence detector; Waters). Se utilizd6 una columna analitica 4.6mm
x 100mm Hypersil ODS (3-um particle size; Evolution) de fase reversa (2000 psi, 0.8ml/ min). La columna fue eluida
con una fase mévil consistente en 50mM de acetato de amonio al 90% pH 3.5 y acetonitrilo al 10%, se inyect6 un
volumen de muestra de 10 pL, con un flujo de fase mévil de 1.0mL/min La 5-HT fue detectada con un detector UV
(Waters Co, Milford, Mass) con excitacién y emisidon de longitudes de onda de 270 y 345nm respectivamente. La
cuantificacién de 5-HT se realizd obteniendo la razon entre el area bajo la curva del pico estandar
(5-hydroxytriptamine hydrochloride) y el drea bajo la curva del pico observado en la muestra. La concentracion de

5-HT se expres6 como ug de 5-HT/ ug de proteina.

6.7. Tincion histolégica Golgi—Cox modificada

Para evaluar la morfologia y estructura final de las neuronas piramidales en la neocorteza y en el
hipocampo (arquicorteza), se realizd la tincidn de Golgi-Cox (FD Rapid GolgiStain Kit, FD Neurotechnologies). Se
sacrificd y extrajo el cerebro de las crias en P20 y P40. Se sacrificé intraperitonealmente con pentobarbital sédico
(Anestesal, Smith Kline; 0.063 g/ 1 ml, c.b.p.gi), se extrajo el cerebro rapidamente, se lavé en PBS a 4°C vy se
retiraron las meninges. El cerebro fue dividido en tres fragmentos coronales de 5mm de ancho y se coloco en la
solucién de impregnacion del Kit, la cual se renové después de haber transcurrido 12 h. El tejido cerebral se
almacend en la solucién de impregnacién durante 2 semanas a temperatura ambiente y se protegié de la luz,

después de este periodo, se transfirié a la siguiente solucion indicada por el Kit, en donde permanecié a 4°C
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durante 3 dias. La modificacidn que se le hizo a la técnica fue realizar cortes coronales de 40um de grosor en lugar
de cortes de 100-200um que sugiere el instructivo, los cortes se realizaron con un micrétomo de congelacién y se
mantuvieron en flotacion en lugar de portaobjetos como sugiere el instructivo, las modificaciones se realizaron con
la finalidad de mejorar la calidad de revelado y mejorar la eficiencia de los lavados. Los cortes se lavaron en agua
bidestilada durante 5min y se colocaron en la solucidn de revelado del Kit. Finalmente los cortes fueron sumergidos
en trenes de alcohol con diferente graduacién (50, 75, 96 y 100 %), en donde permanecieron 5min dentro de cada
una de las tres primeras concentraciones y 12min en alcohol absoluto. Finalmente los cortes fueron transferidos a

Xilol y se montaron en un portaobjetos con Entellan (Merck).

6.8. Captura de fotomicrografias Golgi-Cox

Se tomaron fotomicrografias de las neuronas piramidales presentes en el hipocampo y en la neocorteza
con el objetivo de evaluar su morfologia general. Se utilizé una camara CCD AxioCam MRC(Carl Zeiss) acoplada a un
microscopio(Carl Zeiss—Axioimagen. Al) y se usd el software Axio Vision, version 4.6.3(Carl Zeiss). EIl CCD es un
dispositivo que cuenta con un sistema de deteccion fotoeléctrico que permite obtener imagenes con alta

resolucion.

Hipocampo. Debido a que los cortes coronales de cada cerebro midieron 40 um, en el caso de las neuronas
piramidales del hipocampo se capturaron varios planos focales por neurona, con la finalidad de contar con el mayor
numero de informacién para su posterior reconstruccidn. Se obtuvo una muestra promedio de 30 neuronas por
grupo, de ambos hemisferios, en donde solamente se seleccionaron las neuronas piramidales cuyas dendritas
basales y aplicales estuvieron bien tefiidas. Las imagenes fueron almacenadas en formato 8-bit (TIFF) y capturadas
con los objetivos 10x, 20x y 40x. Las imdagenes capturadas con 10x y 20x se utilizaron para tener una vista
panoramica de cada estructura, las imagenes archivadas con el objetivo 40x fueron utilizadas para realizar la
reconstruccion de cada neurona y su posterior andlisis. De cada neurona piramidal se realizaron las siguientes
mediciones: el grosor de las dendritas apical y basal, el nimero de procesos apicales y basales, ademas de

determinar si el angulo de insercidn de la dendrita apical fue >15°.

Neocorteza. Se obtuvieron imdagenes de las cortezas motora | y somatosensorial I: vibrisas, miembros
anteriores y miembros posteriores, de ambos hemisferios, de 5 sujetos por cada grupo, solamente se
fotodocumentaron las cortezas cuyas neuronas estuvieron bien impregnadas. Las imagenes fueron capturadas con
los objetivos 10x, 20x y 40x y almacenadas en formato 8-bit (TIFF). Las imagenes capturadas con 10x y 20x se
utilizaron para tener una vista panordmica de cada estructura, las imagenes archivadas con el objetivo 40x fueron
utilizadas para constatar el fenotipo neuronal. La evaluacidén de las cortezas se realizd de la siguiente manera:
primero se contd el nimero total de neuronas piramidales bien impregnadas por fotografia, posteriormente se
registré el nimero de neuronas piramidales que presentaron alteracién en la polaridad neuronal, de esta forma se

obtuvo un porcentaje de neuronas con polaridad anormal por fotografia.

Con la finalidad de realizar imdgenes representativas de las neuronas piramidales de las cortezas motora y

somatosensorial, se imprimieron las fotomicrografias capturadas con el objetivo 10x, se colocé una hoja de papel
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calca sobre cada impresion y se dibujo a las neuronas piramidales bien impregnadas presentes en cada fotografia.
El procedimiento anterior se realizé con ayuda de una lupa con luz para escritorio y un boligrafo de punto fino. En
la imagen final, se muestra el dibujo obtenido a partir de la fotomicrografia capturada con el objetivo 10x y una

amplificacién de la imagen obtenida con el objetivo 40x.

6.9. Analisis conductual, prueba en campo abierto (Open Field Test)

Puesto que se encontraron cambios en la morfologia de las neuronas piramidales en las cortezas motora,
somatosensorial y también en las piramides del hipocampo, se realizé la prueba conductual de campo abierto con
la finalidad de evaluar aspectos generales de la conducta de las crias en la etapa juvenil (P40). Se utilizaron
Unicamente ratas macho. Las sesiones experimentales se llevaron a cabo durante la fase oscura; antes de cada
ensayo se habituo a las ratas durante una hora (19:00 —20:00 hrs). La prueba de campo abierto consistio en colocar
individualmente a cada rata en una esquina del campo abierto durante 5 min. El campo abierto estuvo constituido
por una caja de acrilico (90 x 90 x 40cm) con el piso cuadriculado (10cm). La prueba se llevo a cabo bajo dos
condiciones de iluminacién: luz tenue (iluminaciéon inferior a 10 luxes), que asemeja las condiciones naturales de
navegacion de los roedores y luz intensa (iluminacidn generada con un foco de 500W colocado 40 cm por encima
del centro del campo abierto), que representa una condicion aversiva para los roedores. Cada sesion fue
videograbada con una camara digital (Samsung, S600) y posteriormente se realizé la evaluacion de las siguientes
conductas: tiempo de inmovilidad(s), tiempo de congelamiento(s), tiempo de acicalamiento(s), desplazamiento
(numero de cruces), asi como la frecuencia de levantarse en cuartos traseros (levantamiento vertical) y defecacion.

También se registré el tiempo que el sujeto pasé en la periferia y en el centro del campo.
Analisis estadisticos

Para los datos que cumplieron con los criterios de normalidad y homogeneidad de varianzas necesarios
para realizar un analisis estadistico paramétrico, se utilizaron las pruebas t de student y ANOVA de una via, esta
ultima seguida de las prueba post-hoc DHS de Tukey o Sheffé en cada caso, el nivel de significancia estadistico fue

fijado en p<0.05.

Para aquellos datos que no cumplieron con los criterios para realizar un analisis estadistico paramétrico, se

utilizo la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney, el nivel de significancia estadistica fue fijado en p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto de la privacién dietética de triptéofano sobre el peso corporal de las crias

Antes de llevar a cabo los sacrificios para obtener el tejido cerebral, las crias de cada condicién fueron pesadas en
los dias PO(n=8), P20(n=8) y P40(n=8), con la finalidad de evaluar el efecto de la administracidon de la D-Trp y las
dietas control sobre el incremento de peso corporal en las crias de cada condicidn. El analisis estadistico realizado
con la prueba ANOVA de un factor mostré que el grupo D-Trp 13-17 presentd un menor peso corporal al

nacimiento en PO con respecto al grupo D+Trp 13-17 [F(3,28)=3.040, p=0.045] (Fig. 5).

D+Trp 8-12

D-Trp 8-12

D+Trp 13-17

D-Trp 13-17 I

PO P20 P40
Edad

Figura 5. Ganancia de peso corporal de las crias. En los dias PO(n=8), P20(n=8) y P40(n=8), se registrd el peso
corporal de las crias por condicién. Se encontrd que el grupo D-Trp 13-17 mostré un menor peso corporal al
nacimiento con respecto al grupo D-Trp 13-17 (ANOVA de una via, post hoc DHS de Tukey, *p<0.05). Se muestran
media + error estandar.

7.2. Efecto de la privacion dietética de triptéfano sobre el peso cerebral de las crias

Se registré el peso cerebral en los dias PO(n=8), P20(n=8) y P40(n=8) con la finalidad de evaluar el efecto de
la administracion de la D-Trp y las dietas control sobre el incremento de peso cerebral en las crias de cada
condicion. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en ninguna de las edades

evaluadas (Fig. 6).
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Figura 6. Ganancia de peso cerebral de las crias. En los dias PO(n=8), P20(n=8) y P40(n=8). Se registro el peso
cerebral de las crias por condicion. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
Se muestran media + error estandar.

7.3. Efecto de privacion dietética de triptéfano sobre la cantidad de 5-HT central

Cuantificacion de 5-HT al nacimiento (PO)

Con la finalidad de conocer la concentracion de 5-HT presente en el cerebro de las crias recién nacidas, se
extrajo el cerebro completo en PO e inmediatamente el tejido fue procesado para su posterior analisis mediante la
técnica de HPLC antes descrita en el método. Para realizar el analisis estadistico, se utilizé el siguiente nimero de
sujetos por condicidn: D+Trp 8-12(n=6); D-Trp 8-12(n=6); D+Trp 13-17(n=5) y D-Trp 13-17(n=6). El andlisis
estadistico realizado con la prueba t de Student mostré que el grupo D-Trp 8-12 presentd una menor cantidad de

5-HT al nacimiento con respecto al grupo D+Trp 8-12 t(10)=2.308, p=0.044 (Fig. 7).
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Figura 7. Concentracién de 5-HT presente en el cerebro de las crias al nacimiento (P0). El grupo D-Trp 8-12
presentd una menor concentracion de 5-HT(0.23+£0.03) con respecto al grupo D+Trp 8-12(0.39+0.06) t de
Student, *p<0.05. D+Trp 8-12(n=6); D-Trp 8-12(n=6); D+Trp 13-17(n=5); D-Trp 13-17(n=6). Se muestran
media + error estandar.

Cuantificacion de 5-HT en el tallo cerebral

Con la finalidad de conocer la concentracién de 5-HT presente en el tallo cerebral de las crias en las etapas
juvenil y adulta, se cuantificaron los niveles de 5-HT en dicha estructura en los dias P20 y P40 utilizando la técnica
de HPLC antes descrita en el método. Para realizar el analisis se utilizd el siguiente nimero de sujetos por edad y
condicion, en P20: D+Trp 8-12(n=4); D-Trp 8-12(n=5); D+Trp 13-17(n=4); D-Trp 13-17(n=6), y en P40:
D+Trp 8-12(n=4); D-Trp 8-12(n=5); D+Trp 13-17(n= 3); D-Trp 13-17(n= 6).

El analisis estadistico realizado con la prueba t de Student mostré que el grupo D-Trp 8-12 presentd una

menor cantidad de 5-HT en el tallo cerebral en P20 con respecto al grupo D+Trp8-12 t(7)=3.260, p=0.014.

Debido a que los datos de los grupos E13-E17 no se distribuyeron normalmente, se utilizé la prueba
no-paramétrica u de Mann-Whitney. Se encontré que el grupo D-Trp 13-17 presenté una menor concentracién de

5-HT en el tallo cerebral en P20 en comparacién con el grupo D+Trp 13-17 U(2), Z=-2.132, p<0.05.

No se encontraron diferencias significativas de la concentracién de 5-HT en el tallo cerebral en el periodo

de privacion E8-E12 ni E13-E17 en P40 (Fig. 8).
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Figura 8. Concentracion de 5-HT presente en el tallo cerebral en los dias P20 y P40. Se observd una
disminucién en la concentracion de 5-HT en el tallo cerebral de las ratas que fueron privadas de triptéfano en el
periodo E8-E12 (0.21+£0.040) en comparacion con el grupo D+Trp 8-12(0.74+0.17) t de Student, *p<0.05. También
se observé una menor concentracion de 5-HT en el tallo cerebral de las ratas que fueron privadas de triptoéfano en el
periodo E13-17(0.13+£3.33) en comparacion con el grupo D+Trp13-17(0.56£8.00) u de Mann-Whitney, *p<0.05.
P20: D+Trp 8-12(n=4); D-Trp 8-12(n=5); D+Trp 13-17(n=4); D-Trp 13-17(n=6), y P40: D+Trp 8-12(n=4); D-Trp 8-1
(n=5); D+Trp 13-17(n=3); D-Trp 13-17(n=6).Se muestran media + error estandar.

Cuantificacion de 5-HT en la corteza cerebral

Con la finalidad de conocer la concentracion de 5-HT presente en la corteza cerebral frontal de las
crias en las etapas juvenil y adulta, se cuantificaron los niveles de 5-HT en dicha estructura en los dias P20 y
P40 utilizando la técnica de HPLC. Para realizar el analisis se utilizd el nimero de sujetos siguiente por edad y
condicion. En P20: D+Trp 8-12(n=4); D-Trp 8-12(n=5); D+Trp 13-17(n=3); D-Trp 13-17(n=6) y en
P40: D+Trp 8-12(n=6); D-Trp 8-12(n=4); D+Trp 13-17(n=3); D-Trp 13-17(n=3). El andlisis estadistico realizado
con la prueba t de Student no mostrd diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de 5-HT

en la corteza cerebral en ninglin periodo de privacién dietética de triptdfano en P20y P40 (Fig. 9).
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Figura 9. Concentracion de 5-HT presente en la corteza cerebral en los dias P20 y P40. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de 5-HT en la corteza cerebral de las ratas que fueron
privadas de triptéfano en los periodos E8-E12 y E13-17 en P20 y P40.P20:D+Trp 8-12 (n=4); D-Trp 8-12(n=5);
D+Trp 13-17(n=4); D-Trp 13-17(n=6). P40: D+Trp 8-12(n=6); D-Trp 8-12(n=4); D+Trp 13-17(n=3); D-Trp 13-17(n=3).
Se muestran media + error estandar.

7.4. Efecto de privacion dietética de triptéfano sobre la morfologia de las neuronas piramidales del
hipocampo

Con la finalidad de evaluar el efecto de la privacion dietética de triptéfano durante el periodo de
diferenciacidon (E8-E12) y establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico sobre la
morfologia de las neuronas piramidales del hipocampo (arquicorteza), se realizd la tincidn histologica de
Golgi-Cox en los dias P20 y P40. Para llevar a cabo dicho andlisis, se seleccionaron entre 3 y 5 neuronas
piramidales de la regién CA1l del hipocampo dorsal por cada sujeto, el criterio de seleccion fue que las
neuronas estuvieran bien impregnadas, de esta manera se obtuvo el siguiente numero de neuronas
piramidales por grupo en P20: D+Trp 8-12(n=33); D-Trp 8-12(n=28); D+Trp 13-17(n=37); D-Trp 13-17(n=26), y
P40: D+Trp 8-12(n=28); D-Trp 8-12(n=34); D+Trp 13-17(n=22); D-Trp 13-17(n=33).

Grosor de la dendrita apical

Se encontré que en el grupo D-Trp 13-17 aumentd el grosor de la dendrita apical en las neuronas
piramidales del hipocampo, con respecto al grupo D+Trp 13-17 en el dia P20 U(330.5), Z=-2.103, p<0.05.
Igualmente se observé un ensanchamiento de la dendrita apical en las neuronas piramidales de hipocampo

dorsal en el grupo D-Trp 8-12 con respecto al grupo D+Trp 8-12 en el dia P40 t(60)=-3.239, p=0.002 (Fig. 10).
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Figura 10. Grosor de la dendrita apical de las neuronas piramidales del hipocampo en P20 y P40. En P20 se
observé un engrosamiento de la dendrita apical de las neuronas piramidales en el grupo D-Trp 13-17(5.8319.05) en
comparacion con el grupo D+Trp 13-178(5.3945.37) u de Mann-Whitney, *p<0.05. En P40 se observo un aumento
en el grosor de la dendrita apical en el grupo D-Trp 8-12(6.06+0.18) en comparacion con el grupo D+Trp 8-
12(5.00+0.27) t de Student, *p<0.05, se muestran media =+ error estandar. P20: D+Trp 8-12(n=33); D-Trp 8-12(n=28);
D+Trp 13-17(n=37); D-Trp 13-17(n=26), P40:D+Trp 8-12(n=28); D-Trp 8-12(n=34); D+Trp 13-17(n=22);
D-Trp 13-17 (n=33). Se muestran media * error estandar.

Grosor de las dendritas basales

Se encontrd que la privacidon dietética de triptéfano aumento el grosor de las dendritas basales en las
neuronas piramidales del hipocampo dorsal en el grupo D-Trp 8-12 con respecto al grupo D+Trp 8-12 t(59)=-2.537,
p=0.014, y en el grupo D-Trp 13-17 en comparacion con el grupo D+Trp 13-17 U(256), Z=-3.017, p<0.05 en el dia
P20. Por otro lado, no se observaron cambios estadisticamente significativos en el grosor de las dendritas basales

en ninguno de los grupos en el dia P40 (Fig. 11).
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Figura 11. Grosor de las dendritas basales de las neuronas piramidales del hipocampo en P20 y P40.
Se observa un aumento en el grosor de las dendritas basales de las neuronas piramidales en el grupo D-Trp 8-12
(2.56%0.16) en comparacioén con el grupo D+Trp 8-12(2.07+0.21). t de Student, *p<0.05. De igual manera, se
observa un aumento en el grosor de las dendritas basales en el grupo D-Trp 13-17(2.7246.94) en comparacion con el
grupo D+Trp 13-17(1.93+£2.83) u de Mann- Whitney,*p<0.05. P20: D+Trp 8-12(n=33); D-Trp 8-12(n=28);
D+Trp 13-17(n=37); D-Trp 13-17(n=26). P40: D+Trp 8-12(n=28); D-Trp 8-12(n=34); D+Trp 13-17(n=22);
D-Trp 13-17(n=33). Se muestran media + error estandar.

Numero de procesos apicales

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de procesos apicales en

ninguno de los periodos de restriccion dietética de triptéfano en P20y P40 (Fig. 12).
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Figura 12. Procesos apicales de las neuronas piramidales del hipocampo en P20 y P40.No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el numero de procesos apicales en ninguno de los grupos.
P20: D+Trp 8-12(n=33); D-Trp 8-12(n=28); D+Trp 13-17(n=37); D-Trp 13-17(n=26). P40: D+Trp 8-12(n=28);
D-Trp 8-12 (n=34); D+Trp 13-17(n=22); D-Trp 13-17(n=33). Se muestran media =+ error estandar.
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Numero de procesos basales

Se encontré que la privacion dietética de triptéfano disminuyo el nimero de procesos basales de las
neuronas piramidales del hipocampo dorsal en el grupo D-Trp 8-12 con respecto al grupo D+Trp 8-12 t(59)=-2.633,
p=0.011 en el dia P20. En el dia P40 se observé un mayor nimero de procesos basales en las neuronas piramidales
del hipocampo pertenecientes al grupo D-Trp 8-12 en comparacion con el grupo D+Trp t(60)=-2.490, p=0.016
(Fig. 13).
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Figura 13. Procesos basales de las neuronas piramidales del hipocampo en P20 y P40. Se observa un menor
nimero de procesos basales en las neuronas piramidales del grupo D-Trp 8-12(6.85+0.51) en comparacion con los
grupos D+Trp 8-12(8.69+£0.47) en P20 t de Student, *p<0.05, se muestran media + error estandar. También se
observa un mayor nimero de procesos basales en el grupo D-Trp 8-12(11.02+0.39) con respecto al grupo D+Trp 8-
12(9.46+0.50) en P40 t de Student, *p<0.05, se muestran media + error estandar. P20: D+Trp 8-12(n=33);
D-Trp 8-12(n=28); D+Trp 13-17(n=37); D-Trp 13-17(n=26). P40: D+Trp 8-12(n=28); D-Trp 8-12(n=34); D+Trp 13-17
(n=22); D-Trp 13-17(n=33). Se muestran media + error estandar.

Orientacion de la dendrita apical

Con la finalidad de conocer el efecto de la privacion dietética de triptéfano durante el periodo de
diferenciacion (E8-E12) y establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico sobre el
establecimiento de polaridad celular de las neuronas piramidales del hipocampo dorsal, se midié el angulo de
insercion de la dendrita apical considerando un angulo >15° como un error en la orientacion de dicha dendrita y
también se registré el nimero de neuronas piramidales que tuvieran mas de una dendrita apical protruyendo
directamente del soma, las caracteristicas anteriores se consideraron como alteraciones en el establecimiento de

polaridad neuronal (Hashimo-Tori et al., 2008).
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Para llevar a cabo dicho analisis, se seleccionaron entre 3 y 7 neuronas piramidales de la regién CA1 del
hipocampo dorsal por sujeto, el criterio de seleccion fue que las neuronas estuvieran bien impregnadas y que se
pudiera observar claramente el proceso apical. Las mediciones correspondientes a cada neurona se realizaron con

ayuda del software Imagel.

La exploracién morfoldgica de las neuronas piramidales del hipocampo realizada en los dias P20 y P40,
mostrd alteraciones en la orientacion de la dendrita apical y el surgimiento de multiples procesos apicales
directamente del soma en ambos periodos de privacion dietética de triptéfano, encontrdandose un mayor
porcentaje de las alteraciones antes mencionadas en el dia P20, en los grupos D-Trp 8-12 y D-Trp 13-17
[Chi-cuadrada(3)=9.441 p=0.024] y en el dia P40 el grupo que presentd un mayor porcentaje de alteraciones fue el

D-Trp 13-17 [Chi-cuadrada(3)= 12.083 p=0.007]en comparacién con el resto de los grupos (Fig. 14 y Tabla II).

P40

Control D -Trp 8-12 D -Trp 13-17

Figura 14. Fotomicrografias representativas de las neuronas piramidales de la region CA1l del hipocampo
dorsal. En la imagen se pueden apreciar algunos defectos en la orientacion de la dendrita apical de las neuronas
piramidales en P20 y P40 como la bifurcacion de la dendrita apical y un angulo de insercion de la dendrita
apical >15°. Tincion de Golgi Cox, objetivo 10x. La barra de escala equivale a 50um.



-37-

Condicion n P20(%) n P40(%)
D+Trp 8-12 4 19.50 + 7.02 4 23.32+14.52
D-Trp 8-12 5 41.00 £ 4.58* 5 23.32 +16.32
D+Trp 13-17 5 24.45 +6.11 3 9.52+9.52
D-Trp 13-17 4 52.50 + 20.56* 5 52.66 + 12.39*

Tabla Il. Porcentaje de neuronas piramidales del hipocampo dorsal que presentaron alteraciones en la
polaridad neuronal. El grupo D-Trp 8-12 y D-Trp 13-17 presentaron un mayor porcentaje de modificaciones en la
arquitectura neuronal en P20 en comparacion con los grupos control. En P40 el grupo D-Trp 13-17 mantuvo las
modificaciones citoarquitectonicas observadas en P20.

7.5. Efecto de privacion dietética de triptéfano sobre la morfologia de las neuronas piramidales
neocorticales
Con la finalidad de conocer el efecto de la privacion dietética de triptéfano durante el periodo de
diferenciacién (E8-E12) y establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico sobre el
establecimiento de polaridad celular de las neuronas piramidales de la corteza cerebral, se observé directamente la
morfologia neuronal mediante la tinciéon de Golgi-Cox, utilizando los objetivos 10x para observar la morfologia
completa de cada neurona, y 40x para constatar el fenotipo piramidal por medio de la observacién de espinas

dendriticas.

Se encontré que la privacion dietética de triptdfano incrementd el porcentaje de alteraciones en la
polaridad celular en ambos periodos de privacidn dietética de triptéfano en todas las cortezas evaluadas en P20 y

en P40. (Tablas III y IV; Figs. 15 y 16).
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Ventana E8-E12

Condicion/Edad Cx Motora (%) Cx Somatosensorial (%)
I Miembros Miembros Vibrisas
anteriores posteriores
D+Trp(P20) 3.32+0.47 12.40+1.12 0.50+0.50 1.37+1.37
D-Trp(P20) 9.06+2.06 18.13+7.19 13.65+3.17 15.82+3.80
D+Trp(P40) 4.08+1.50 0.66+0.66 4.00+2.58 2.52+1.93
D-Trp(P40) 30.06+5.19 20.95+4.54 27.67+5.77  27.04+2.58
Tabla 111. Proporcién de neuronas piramidales por grupo que presentaron anomalias en la polaridad

neuronal. Se observa un aumento en el porcentaje de neuronas piramidales que presentaron errores en el
establecimiento de polaridad celular en las cortezas motora y somatosensorial tanto en P20 como en P40 en el grupo
D-Trp 8-12. P20: D+Trp 8-12(n=5); D-Trp 8-12(n=4). P40: D+Trp 8-12(n=6); D-Trp 8-12(n=6). Se muestran
media + error estandar.

Ventana E13-E17

Condicion/Edad Cx Motora (%) Cx Somatosensorial (%)
I Miembros Miembros Vibrisas
anteriores posteriores
D+Trp(P20) 2.40+1.08 0.74+0.74 0.53+0.49 0.75+0.75
D-Trp(P20) 11.08+0.94 23.38%+4.35 15.73+2.10 22.90+5.32
D+Trp(P40) 1.04+0.67 0.64+0.64 2.91+2.08 2.84+1.70
D-Trp(P40) 38.90+6.93 24.51+7.20 20.12+4.67 24.44+5.60

Tabla IV. Porcentaje de neuronas piramidales por fotografia que presentaron anomalias en la polaridad
neuronal. Se observa un aumento en el porcentaje de neuronas piramidales que presentaron errores en el
establecimiento de polaridad celular en las cortezas motora y somatosensorial tanto en P20 como en P40 en el grupo
D-Trp 13-17. P20: D+Trp 13-17(n=7); D-Trp 13-17(n=6). P40: D+Trp 13-17(n=7); D-Trp 13-17(n=7). Se muestran
media + error estandar.
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Figura 15. Dibujos representativos de la corteza somatosensorial en la regién de vibrisas de ratas juveniles
(P20), teiiidas con la tincion de Golgi-Cox. En A, D+Trp 8-12; B, D-Trp 8-12; C, D+Trp 13-17; D, D-Trp 13-17.
Las imagenes representativas de la corteza somatosensorial en la region de vibrisas, fueron capturadas con el
objetivo 10x y luego dibujadas para apreciar con mejor claridad los tipos neuronales corticales. En el recuadro se
muestran neuronas piramidales normales (objetivo 40x, Figs. A y C) y con alteracion en la polaridad neuronal
(objetivo 40x, Figs. B y D). La barra de escala equivale a 50 um.
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Figura 16. Dibujos representativos de la corteza motora I de ratas juveniles (P20), teiiidas con la tincion de
Golgi-Cox. En A, D+Trp 8-12; B, D-Trp 8-12; C, D+Trp 13-17; D, D-Trp 13-17. Las imagenes representativas de la
corteza motora primaria fueron capturadas con el objetivo 10x y luego dibujadas para apreciar con mayor claridad
los tipos neuronales corticales. En el recuadro se muestran neuronas piramidales normales (objetivo 40x Figs. A y C)
y con alteracion en la polaridad neuronal (objetivo 40x Figs. B y D). La barra de escala equivale a 50pm.
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7.6. Efecto de la privacién dietética de triptéofano sobre la conducta en campo abierto

Debido a que se encontraron cambios en el posicionamiento final de las neuronas piramidales en las
cortezas motora primaria y somatosensorial, asi como alteraciones morfoldgicas en las neuronas piramidales del
hipocampo dorsal, decidimos evaluar la conducta de las ratas macho en el dia P40. La prueba utilizada fue el campo
abierto conocido en inglés como Open Field Test (OF por sus siglas en inglés), debido a que esta prueba nos permite
evaluar de manera muy general la integracion senso-motriz de las ratas. La prueba consiste en medir las conductas
que despliega la rata al ser colocada en un espacio abierto nuevo, en donde escapar esta impedido por un muro

que rodea al campo.

La evaluacién conductual de cada sujeto en el OF tuvo una duracidon de 5 min, en los que se evalud el
tiempo que la rata permanecié dentro de un cuadrante moviendo Unicamente las vibrisas (inmovilidad), el tiempo
que la rata permanecié completamente inmdvil (congelamiento), el tiempo de acicalamiento, la distancia recorrida
dentro del campo, el tiempo en la periferia, el tiempo en el centro, la frecuencia de levantamiento o exploracidn

vertical (levantarse en cuartos traseros) y la producciéon de bolos fecales.

La prueba se realizé durante la fase oscura en dos condiciones de iluminacion: luz tenue (10 luxes), que
asemeja las condiciones naturales de navegacién de los roedores y luz intensa (500w), que representa una

condicion aversiva. El analisis estadistico se realizé con la prueba ANOVA de un factor.

Luz tenue

Los resultados mostraron que las ratas sometidas a privacidn dietética de triptéfano prenatal en el periodo
E8-E12 presentaron un indice mayor de levantamientos verticales durante la prueba de campo abierto en la
condicion de luz tenue con respecto al grupo D+Trp 8-12 [F (3,22)= 6.450 p=0.003] (Tabla V).No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en las conductas de inmovilidad, congelamiento,

acicalamiento, distancia recorrida, produccidn de bolos fecales, tiempo en el centro ni tiempo en la periferia.

Luz intensa

Las ratas sometidas a privacién dietética de triptéfano prenatal en el periodo E13-E17 produjeron un
mayor numero de bolos fecales en la condicion aversiva de luz intensa con respecto al grupo D+Trp 13-17
[F (3,24)= 11.387 p=0.019] (Tabla VI). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en las conductas de congelamiento, acicalamiento, levantamiento vertical, distancia recorrida, tiempo en el

centro ni tiempo en la periferia.
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Luz tenue

Condicién D+Trp 8-12 D-Trp 8-12 D+Trp 13-17 D-Trp 13-17
n=6 n=5 n=8 n=7
Inmovilidad(s) 0.50 £ 0.50 2,97 £1.57 294 +1.78 8.53+2.50
Congelamiento(s) 0.05 £+ 0.05 0.00 = 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
Acicalamiento(s) 13.35+7.12 5.70+2.19 6.98 + 4.07 3.30+1.62
Distancia recorrida 181.83 +23.60 | 258.60 £30.99 | 237.00+11.43 | 320+41.43
(cuadros)
Tiempo periferia(s) 287.10+3.67 | 281.03+2.75 | 284.27+3.68 | 287.37+2.47
Tiempo centro(s) 12.74 + 3.63 18.96 £ 6.16 15.73 £+ 3.68 12.57 +2.48
Levantamiento vertical 22.50+4.13 38.20 + 2.22* 22.62+1.49 28.57 £ 2.69
(frecuencia)
Bolos fecales 2.50+0.71 240+1.12 1.62 +0.80 1.14 +0.59

Tabla V. Conductas evaluadas durante la prueba de campo abierto en condicion de luz tenue P40. Se observa un

mayor indice de levantamientos verticales en el grupo D-Trp 8-12 con respecto al grupo D+Trp 8-12 (ANOVA de una
via. post hoc Sheffé, *p<0.05). Se muestran media * error estandar.
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Luz intensa

Condicién D+Trp 8-12 D-Trp 8-12 D+Trp 13-17 D-Trp 13-17
n=6 n=6 n=10 n=6
Inmovilidad(s) 0.57+0.43 2.06 £1.04 4.61+2.75 24.31+12.73
Congelamiento(s) 1.10 £ 0.69 0.75 £ 0.50 0.77 £0.52 3.27 £2.03
Acicalamiento(s) 9.36 £4.13 9.12 £2.56 4.86 +1.89 6.63 £3.55
Distancia recorrida 186.83 £ 23.51 | 279.83 +28.56 | 196.00 + 20.40 | 222.50 +43.45
(cuadros)
Tiempo periferia(s) 296.22+0.92 | 295.72+1.16 | 297.19+1.32 | 298.05+0.72
Tiempo centro(s) 3.94+£0.84 4.27 +1.17 2.52+1.26 1.98+0.74
Levantamiento vertical 22.33+2.75 25.83+2.41 22.90 + 2.68 22.00 + 3.86
(frecuencia)
Bolos fecales 2.33+0.76 2.50£0.61 1.70+0.53 4.66 + 0.66*

Tabla VI. Conductas evaluadas durante la prueba de campo abierto en condicidn de luz intensa P40. Se observa
una mayor produccién de bolos fecales en el grupo D-Trp 13-17 con respecto al grupo D+Trp 13-17 (ANOVA de una
via. post hoc Sheffé, *p<0.05). Se muestran media + error estandar.
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8. DISCUSION

En la década de 1980 se sugirio por primera vez que en el estadio embrionario la 5-HT podia participar en
la regulacion de algunos eventos que dirigen el desarrollo del SNC, debido a que esta monoamina es detectada por
primera vez en E12 en el cerebro de los roedores. En la actualidad se sabe que la 5-HT es un neurotransmisor que
actia como una sefial fisioldgica en la comunicacidén neuronal y también como una sefial “tréfica” que regula el

patron de desarrollo de su propio sistema y de algunas estructuras prosencefalicas como la corteza cerebral.

El propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto que tiene la deficiencia prenatal de triptéfano dietético,
precursor de la 5-HT, en diferentes periodos embrionarios del desarrollo del sistema serotoninérgico sobre la
maduracion de las neuronas piramidales de la corteza cerebral y el hipocampo. Debido a que se sabe que la 5-HT
regula el desarrollo de su propio sistema, nos preguntamos si la depuracién prenatal de triptéfano afecta de
manera diferencial el desarrollo de las neuronas piramidales corticales en relacion con el periodo de privacion, es
decir si existe un periodo critico en el desarrollo del sistema serotoninérgico que afecte significativamente el
desarrollo de la estructura blanco, para ello se administré una dieta libre de triptéfano durante los periodos de

diferenciacién (E8-E12) o establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico.

La depuracién de 5-HT inducida por medio de dieta consiste en la administracién de una dieta deficiente
de triptoéfano o con bajas concentraciones del mismo y rica en aminoacidos esenciales de alto peso molecular, que
compiten por el transportador tipo L de aminodcidos para ingresar al SNC (Oldendorf, 1971; Yuwiler et al., 1977).
Estas dietas provocan una disminucidn en la cantidad de 5-HT en el intestino delgado, colon y cerebro (Thomas y
Wysor, 1967). El maiz es un ingrediente base para las dietas deficientes de triptdfano, provoca en los animales
alimentados con estas dietas una marcada reduccién en el peso corporal y disminucién en el nivel de 5-HT en el

SNC (Lytle et al., 1975; Fernstrom y Hirsch, 1977).

En este trabajo se encontrd que la privacion dietética de triptéfano que se realizé durante el periodo de
establecimiento de vias primarias (E13-E17) provoco una disminucidn en el peso corporal de los neonatos (P0). Se
sabe que la 5-HT regula la secrecién de la hormona de crecimiento en los organismos adultos, en la rata se ha
observado que después de la administracién de PCPA y/o 5,7 hidroxitriptamina se inhibe la secrecion de esta
hormona. En las crias del grupo D-Trp 13-17, la dieta deficiente de triptdfano no modifico la cantidad de 5-HT al
nacimiento, sin embargo, los niveles de 5-HT pudieron haberse modificado durante el periodo
(E13-E17), lo que pudo haber interferido en la secrecién de la hormona de crecimiento en el embrién. En un
estudio en el que se depurd prenatalmente al SNC de 5-HT utilizando ratones knockout para la Tph2 y para Vmat2,
se describid que el retardo en el crecimiento embrionario y postnatal de las crias es una caracteristica comun en los
modelos mencionados de depuracién genética de 5-HT, y que la tasa de crecimiento normal se recupera cuando se

reconstituye la 5-HT en el knockout para Vmat2 (Kiyasova et al., 2011).

El peso cerebral de los neonatos permanecié sin cambios entre las condiciones como se ha reportado en

otros estudios similares (Orozco-Suarez et al., 2003; Vitalis et al., 2007; Flores-Cruz et al., 2012).
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El primer paso enzimatico en la sintesis de 5-HT central se lleva a cabo por la Tph2, que convierte al Trp
en 5-HTRP, por lo que esta enzima se considera el paso limitante en la sintesis de 5-HT central. En condiciones
fisiolégicas normales la Tph2 no se satura, es decir, que normalmente dentro del sistema existe una mayor
concentracion de enzima que de sustrato, por lo tanto la sintesis de 5-HT central depende principalmente de la
concentracion plasmatica de Trp, de la tasa de transcripcidn y de la actividad enzimatica de la Tph2 (Biggio et al.,

1974; Gessa et al., 1975),

Algunos experimentos in vitro realizados con neuronas serotoninérgicas embrionarias del RD, muestran
que la actividad del promotor de la Tph2 incrementa durante el periodo de diferenciacién de dichas neuronas,
evento que favorece tanto la expresion de Tph2 como de 5-HT (Rind et al., 2000). La expresion de la Tph2 en el
nucleo del RD es detectable a partir del E11.25, a partir de este punto se observa un incremento exponencial en la
transcripcién de la enzima hasta el nacimiento P(0.5), igualmente los niveles de RNAm de Tph2 se mantienen
elevados hasta el P22 y posteriormente ocurre una reduccién del 40% del RNA mensajero entre el P22 y el P61

(Rind et al., 2000; Gutknecht et al., 2009).

También se sabe que la actividad enzimatica de la Tph2 se incrementa al estimular a las neuronas del
nucleo del RD (Herr et al., 1975; Boadle-Biber et al., 1983), y por el contrario dicha actividad disminuye por efecto
de la hiperpolarizacidn que resulta de la estimulacion de los autorreceptores serotoninérgicos 5-HT, localizados en

las membranas somatodendriticas de las neuronas serotoninérgicas (Hamon et al., 1988; Invernizzi et al., 1991).

En el presente estudio, la privacion dietética de triptofano realizada durante el periodo de diferenciacidon
E8-E12 disminuyd la concentracién de 5-HT en el cerebro completo (P0O) y en el tallo cerebral (P20) de las crias,
mientras que la privacion dietética de triptdéfano realizada durante el periodo de establecimiento de vias primarias

13-17 se observd una disminucion en la cantidad de 5-HT en el tallo cerebral (P20).

De lo anterior sugerimos que la privacion dietética de Trp realizada en momentos especificos del
desarrollo del sistema serotoninérgico como son la diferenciacion (E8-E12) y el establecimiento de vias primarias
(E13-17) pudo haber aumentado la actividad enzimatica de la Tph2 como un mecanismo de compensacion por falta
de 5-HT en estos periodos embrionarios, y al restituir el Trp en la dieta se pudo haber producido un aumento en la
concentracion de 5-HT. En el caso de que la suposicion anterior fuese correcta el aumento en la concentracion de
5-HT podria sobre-estimular a los autorreceptores 5-HT;,, que gradualmente regularian a la baja la actividad
enzimatica de la Tph2 en el tiempo. El efecto autorregulatorio propuesto podria perdurar durante la vida postnatal
temprana, lo que en parte pudiese explicar la disminucidn en la concentracion de 5-HT en PO (E8-E12) y la

disminucion en la concentracion de 5-HT en el tallo cerebral en P20 en ambos periodos.

En la corteza cerebral no se observaron diferencias en el nivel de 5-HT en ninguno de los periodos de
privacion dietética de Trp en P20 con respecto a los grupos control, sin embargo podemos observar una tendencia
hacia la baja en el nivel de 5-HT en estos grupos experimentales, por lo que es necesario aumentar el nimero de

muestra para constatar dicha tendencia.
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Por otra parte en P40 no se encontraron diferencias en el nivel de 5-HT en la corteza ni en el tallo cerebral
en ninguna condicién, no obstante, se observa que la concentracion de 5-HT en el tallo cerebral de los grupos
control disminuyd considerablemente de P20 a P40, suceso que concuerda con la ya mencionada disminucidon de la
expresion de la Tph2 que ocurre normalmente entre el P22 y P60 (Rind et al., 2000; Gutknecht et al., 2009). La
concentracion de 5-HT en los grupos experimentales de P20 a P40 en el tallo cerebral parece ser constante, es decir

que los niveles de 5-HT se mantienen abatidos durante este periodo.

La polaridad celular se refiere a las diferencias espaciales en la forma, estructura y funcién de cada célula.
En la corteza cerebral, las neuronas piramidales son células altamente polarizadas en las que la dendrita apical se
orienta hacia la capa molecular, mientras que las dendritas basales y el axdn se orientan hacia los ventriculos. En la
corteza cerebral, el establecimiento de polaridad neuronal es un fendmeno prenatal que se define durante el
periodo de migracion de las neuronas piramidales del E12 al E17 en roedores. La polaridad neuronal permite el
direccionamiento correcto de la informacion sinaptica que es necesaria para establecer circuitos funcionales, por lo

que dicho evento es crucial durante el desarrollo del SNC (Calderon de Anda et al., 2008).

Con el propdsito de detectar anomalias en el establecimiento de polaridad, se utilizé la tincidn histoldgica
de Golgi-Cox que nos permitio evaluar la morfologia y orientacidn de las neuronas piramidales corticales. En el
presente trabajo, se observé que la privacidn dietética de Trp que se realizd durante el periodo de diferenciacion
E8-E12 o durante el periodo de establecimiento de vias primarias E13-E17, produjo un mayor porcentaje de
alteraciones en el establecimiento de polaridad de las neuronas piramidales en P20 y P40 con respecto a los

grupos control.

Las anomalias morfoldgicas que nosotros observamos en ambos periodos de privacion dietética de Trp
prenatal incluyen la inversién de las neuronas piramidales corticales, es decir que en estas neuronas, la dendrita
apical esta orientada hacia los ventriculos y las dendritas basales estan orientadas hacia la capa molecular, también
observamos el surgimiento de multiples procesos dendriticos protruyendo directamente del soma, los eventos

anteriores son evidencia de la perdida de polaridad neuronal.

Se sabe que el inicio de la migracion de las neuronas piramidales coincide con la llegada de las fibras
serotoninérgicas a la ZM de la corteza cerebral en donde establecen contactos primitivos con las células de CR
(JanusSonis et al., 2004). Dado que las CR's regulan la migracion de las neuronas piramidales a través de la secrecion
de rielina, se ha sugerido que la 5-HT podria regular indirectamente la migracién neuronal a través del contacto con
estas células. En el trabajo realizado por Flores-Cruz en 2012, se demostrd que las CR poseen el receptor 5-HT;4
comprobando que el sistema serotoninérgico interactiia directamente con dichas células pioneras de la ZM. El
receptor 5-HT;, esta acoplado a una proteina Gai/o que se encarga de inhibir la produccién de AMPc. En
investigaciones previas se reportd que la administracion de 5-metoxitriptamina, un antagonista inespecifico de los
receptores 5-HT, y 5-HT, durante la gestacién tuvo como consecuencia la disminucion en la expresion de la

proteina rielina secretada por las CR (Janusonis et al., 2004).
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Los resultados obtenidos en el trabajo de Flores-Cruz (2012), mostraron que la privacion crénica de Trp
durante la gestacion genera un aumento de la expresién de dos isoformas de la proteina rielina, argumentando que
al disminuir los niveles de 5-HT, la estimulacién de los receptores 5-HT;, en las CR seria menor, permitiendo que

estas células secretaran una mayor cantidad de rielina.

Sabemos que la rielina que es secretada por las células de CR, se encarga de regular el patrén de migracion
neuronal en la corteza cerebral, y como ya se menciond en la introduccidn, la carencia de esta proteina produce el
fenotipo “reeler” que se caracteriza por la inversién en el orden de migraciéon de las neuronas corticales
(D’Arcangelo et al., 1995; Frotsher et al., 1997). Aunado a lo anterior también se ha observado que en los mutantes
“reeler”, la dendrita apical de las neuronas piramidales en la corteza cerebral no tiene una orientacion adecuada
hacia la superficie pial e incluso se ha reportado el surgimiento de multiples procesos dendriticos orientados en

diferentes direcciones (Ladrieu y Goffinet 1981; Terashima et al., 1992).

También se ha demostrado que la carencia de la proteina adaptadora Dab-1 que es indispensable para la
sefalizacién por rielina produce el mutante scrambler, dicho mutante posee neuronas piramidales con dendritas
apicales mal orientadas y desorganizadas que en algunos casos no logran alcanzar la zona marginal. Dado que el
estudio anterior se realiz6 durante el periodo de migraciéon neuronal en el E16, los autores sugieren que las
anormalidades asociadas con el proceso precursor de la dendrita apical son secundarias a los defectos que se
presentan durante la migracién y que son generadas por la disminucién en la sefial de rielina y como resultado de

un mal posicionamiento del soma neuronal (Olson et al., 2006).

En los trabajos antes citados concluyen que la disminucién en la sefial de rielina afecta la migracion de las
neuronas piramidales corticales en el periodo E16-E20 y que al afectar la migracion neuronal se compromete la

orientacion de la dendrita apical.

Por otro lado, se ha demostrado que la rielina también regula la migracion de las neuronas granulares del
giro dentado en periodos postnatales. Se sabe que las nuevas neuronas granulares normalmente migran hacia la
zona mas profunda de la capa granular en el giro dentado, sin embrago, cuando se sobre-expresa rielina en el
cerebro postnatal dichas neuronas se ubican a lo ancho de toda la capa granular e incluso alcanzan la capa

molecular (Pujadas et al., 2010).

En conjunto, las referencias anteriores sugieren que la disminucion o el aumento en la expresién de rielina
afecta la migracidon neuronal, comprometiendo el arreglo citoarquitecténico. Nuestros resultados muestran un
mayor numero de alteraciones en la orientacién de la dendrita apical en las neuronas piramidales en el hipocampo
(arquicorteza), de los animales que fueron privados de Trp dietético, las alteraciones en P20 incluyen la
desorientacion y surgimiento anormal de multiples procesos apicales directamente del soma, asi como procesos
apicales inconsistentemente orientados tanto en el periodo de diferenciacion E8-E12 (41.00 + 4.58 %) como en el
periodo de establecimiento de vias primarias E13-E17 (52.50 + 20.56 %), siendo este ultimo el mas sensible a la
depuracién dietética de Trp ya que en P40 se observd la permanencia de dendritas apicales con orientacion

andémala (52.66 + 12.39 %).
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La via de sefializacién de notch que originalmente se describié en Drosophila, participa en varios procesos
celulares durante el neurodesarrollo de los vertebrados que incluyen el mantenimiento y autorrenovacién de los
progenitores neuronales, proliferacion, diferenciacidon y apoptosis (Lasky y Wu 2005). Se ha reportado que las
neuronas recién generadas de la placa cortical, expresan NICD en el ndcleo y que notch participa en el crecimiento

de las neuritas en las neuronas corticales (Sestan et al., 1999).

Hashimoto-Torii et al., (2008), demostraron que tanto en ratones reeler como en ratones carentes de
NICD, los neuroblastos corticales exhiben procesos primarios ectdpicos que incluyen dendritas mal orientadas asi

como multiples procesos protruyendo desordenadamente del soma durante el periodo de migracion.

El hallazgo anterior sugirié que tanto la morfologia como la migracidn de los neuroblastos en la corteza
cerebral estan reguladas por la interaccion de rielina y notch. La hipdtesis anterior se comprobd cuando se logré
rescatar el fenotipo dendritico normal de las neuronas del ratén reeler sobre-expresando NICD.El mecanismo
molecular sugerido para la interaccion rielina-notch indica que la rielina puede modular los niveles del fragmento

NICD por medio de la degradacion ubiquitina-proteosoma mediante el receptor para rielina Dab1.

El desarrollo de las dendritas es un evento critico durante la neurogénesis, es un proceso complejo y bien
orquestado que incluye el crecimiento de las dendritas, la formacion del arbol dendritico caracteristico para cada
fenotipo neuronal y la formacidn de espinas dendriticas. El arbol dendritico es una estructura sumamente dindmica
que puede crecer o retraerse en respuesta a la informacidn recibida, asi como también puede estabilizarse y

mantenerse gracias a la sefializacion postsinaptica (Kulkarni et al., 2012).

Las alteraciones en la morfologia de las dendritas o los defectos en el desarrollo neuronal, incluyen
cambios en el patron de ramificacion de las dendritas, retraccion o pérdida de la ramificacion del arbol dendritico y
cambios en la morfologia y nimero de espinas dendriticas. Se ha reportado que las caracteristicas anteriores
contribuyen con varios desérdenes neuroldgicos y del neurodesarrollo como son el trastorno del espectro autista,
la enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, sindrome de Down, ansiedad y depresién (Kaufmann et al., 2000;

Eiland et al., 2012; Kulkarni et al., 2012).

El desarrollo de una enfermedad mental depende tanto de factores genéticos como ambientales y dado
que la 5-HT es un neurotransmisor que aparece de manera temprana durante el desarrollo embrionario del SNC,
se ha postulado que existen periodos criticos en la ontogenia del sistema serotoninérgico que pueden alterar la
formacion de los circuitos de las estructuras blanco y de esta manera generar cierta predisposicion para la

enfermedad mental (Gaspar et al., 2003).

Nosotros encontramos que las neuronas piramidales de CA1 de los animales que fueron privados de Trp
durante el periodo de diferenciacién (E8-E12) y establecimiento de vias (E13-E17) del sistema serotoninérgico,
presentan en ambos casos procesos dendriticos basales de mayor grosor y un aumento en el grosor de las
dendritas apicales Unicamente en el periodo (E13-E17) en P20, en P40 se observd un aumento en el grosor de las

dendritas apicales en el periodo de diferenciacion (E8-E12).
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Se sabe que la 5-HT ejerce un efecto tréfico sobre las neuronas hipocampicas ya que es capaz de promover
el crecimiento de las dendritas y la formacion de sinapsis durante el desarrollo (Chubakov et al., 1986). También se
ha observado que las neuronas piramidales del hipocampo expresan el receptor 5-HT;, a partir del E18 y que la
expresion del receptor 5-HT;4 se produce de manera diferenciada a través del tiempo en las neuronas piramidales.
Durante el estadio embrionario, el receptor se localiza en el soma, mientras que a partir del P10 su localizacion
cambia y comienza a expresarse mds abundantemente en las porciones distales de las dendritas apicales y basales

(Patel y Zhou 2005).

En un estudio en el que se realizé el bloqueo farmacolégico del receptor 5-HT,, en ratones del P14 al P35
se reportd un aumento en el nimero de procesos apicales proximales de las neuronas piramidales del hipocampo,
igualmente se observé que en presencia de 5-HT disminuye el nimero de dichos procesos, lo que sugiere que la
5-HT ejerce un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del arbol dendritico por medio de la activacién del receptor
5-HT;4. Resultados parecidos se obtuvieron con el raton knockout para 5-HTy,, sugiriendo que el incremento en el
numero de dendritas apicales proximales que se observa en knockout para 5-HT;,, es una consecuencia de la
disminucion de la sefializaciéon de 5-HT mediada por el receptor 5-HT;, durante un periodo critico para el desarrollo

del arbol dendritico (Ferreira et al., 2010).

En otro estudio en el que se administré fluoxetina prenatalmente (E8-E18) con la finalidad de estudiar el
efecto del aumento de 5-HT durante la gestacion sobre la modulacidn del receptor 5-HT; presente en las neuronas
piramidales de la corteza somatosensorial, se encontré que dicha manipulacién prenatal tuvo como resultado una
disminucion del 50% en la complejidad del arbol dendritico en P60. Estos resultados sugieren que el aumento de la
concentracion de serotonina durante la gestacion, tiene como consecuencia cambios en la citoarquitectura cortical

a largo plazo (Smit-Rigter et al., 2012).

En el presente trabajo se sugirid que durante la privacion dietética de Trp, la actividad enzimatica de la
Tph2 pudo haber aumentado como un mecanismo de compensacién por la falta de 5-HT, lo que pudiera resultar en
un aumento transitorio en la concentracion de 5-HT durante la gestacion, nuestros resultados muestran un menor
namero de proceso basales en las neuronas piramidales del hipocampo de los animales que fueron privados de Trp
dietético en el periodo de proliferacién (E8-E12) en P20, mientras que en P40 se observd un mayor nimero de

procesos basales.

Se ha descrito en varios sistemas que las neuronas presentan un periodo de plasticidad juvenil en el cual la
conectividad puede ser modificada en respuesta a estimulos sensoriales o a cierto tipo de experiencias,
especialmente en periodos criticos del desarrollo. Lo anterior permite que las neuronas obtengan nuevas
caracteristicas estructurales que les permitan responder de manera eficiente al medio (Yang et al., 2010; Emoto

2011y 2012).

Se sabe que la remodelacién de las dendritas es un evento que ocurre en condiciones normales durante el

neurodesarrollo y que también puede ocurrir en la vida adulta en respuesta a un dafio o en un proceso patolégico
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(Chow et al., 2009; Ruan et al., 2006; Spigelman et al., 1998). En cada caso, la seleccion o eliminacién de las

dendritas es sumamente importante para la formacion y estabilizacién del arbol dendritico maduro (Emoto, 2012).

La pérdida progresiva de ramificaciones en las neuronas corticales a menudo se relaciona con
enfermedades psiquidtricas como esquizofrenia y trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de

Alzheimer (Emoto, 2012).

Al parecer, la estabilidad y el mantenimiento del arbol dendritico dependen de factores que permiten
estabilizar las ramificaciones existentes una vez que las neuronas han cubierto apropiadamente sus campos
receptivos, por otro lado, también deben existir factores que suprimen el crecimiento del arbol dendritico, lo que
permitiria mantener la integridad del mismo en la vida adulta. Los defectos en los mecanismos que mantienen la
estructura del arbol dendritico tienen como resultado la reduccion o la expansidn del arbol, caracteristicas que

normalmente se relacionan con trastornos del neurodesarrollo (Emoto, 2012).

Se ha reportado que la desnutricion producida por la privacion de alimento en etapas tempranas del
desarrollo postnatal P4-P13 produce un menor nimero de dendritas basales en las neuronas piramidales corticales,
al igual que una reduccién en el grosor de dichas dendritas y un menor nimero de espinas, estos resultados se
relacionan directamente con la carencia de nutrientes y particularmente con la disminucidon en la ingesta de
proteinas, eventos que se reflejan en la disminucion del peso corporal de las crias desnutridas con respecto a los
controles (Salas et al., 1974). Zhang et al., (2006), demostraron que la restriccidon dietética de Trp durante la vida
postnatal temprana P1-P28 y P28-P56 produce una reduccion en el arbol dendritico de las neuronas piramidales del

campo CA1 en el hipocampo.

Cuando se realizé el analisis nutricional de la formulacidon de la dieta experimental libre de Trp aqui
utilizada (Flores-Cruz et al.,, 2012), se comprobd que el contenido de proteinas, carbohidratos y grasas son
equivalentes en esta dieta, por lo que dicha manipulaciéon asegura que se cubran de manera adecuada los
requerimientos energéticos, y asi evitar deficiencias nutricionales entre grupos. Cuando se evalud la progresién de
peso cerebral y corporal de las crias que fueron privadas de Trp durante la ventana E8-E12 no se encontraron
diferencias con respecto a los controles, por lo que podemos asumir que los animales no estaban en condiciones de
malnutricién. Nosotros concluimos que la 5-HT interviene en la maduracion del arbol dendritico y que la

manipulacidn prenatal dietética de Trp genera cambios a largo plazo en la morfologia de las neuronas piramidales.

Debido a que en P40 se encontré un mayor porcentaje de neuronas piramidales corticales con errores en
la polaridad en las cortezas somatosensorial | y motora | en ambos grupos experimentales E8-E12 y E13-E17, se
utilizé el campo abierto con la finalidad de determinar si la privacion dietética de Trp tuvo consecuencias a largo

plazo en la conducta de los roedores.

La prueba se realizé bajo dos condiciones de iluminacion: luz tenue que asemeja las condiciones naturales

de navegacién de los roedores y luz intensa que representa una condicidn aversiva.
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En el campo abierto, se observé que en condiciones de luz tenue la conducta de los animales sometidos a
privacion dietética de Trp durante el periodo de proliferacion celular (E8-E12), fue similar a los controles, con
excepcion del levantamiento vertical o rearing que en esta condicién fue mayor; mientras que cuando se utilizo la

iluminacidn intensa, no se observd ninguna diferencia con respecto al comportamiento de los controles.

Por otro lado, se observé que en condiciones de luz tenue la conducta de los animales sometidos a
privacion dietética de Trp durante el periodo de establecimiento de vias primarias (E13-E17), fue similar a los
controles; mientras que cuando se utilizé la iluminacién intensa, se incrementd significativamente la presencia de

bolos fecales, sin modificarse ningln otro pardmetro.

En un trabajo realizado por Flores-Cruz (2012), en el que se administré crénicamente la misma dieta libre
de Trp aqui utilizada del E8 al E22, se encontré un aumento en la exploracion vertical en los animales sometidos a
la privacién prenatal de Trp, este resultado coincide con lo encontrado en la presente tesis durante el periodo de

privacién E8-E12.

9. CONCLUSIONES

e La privacion dietética de Trp durante el periodo de diferenciacién (E8-E12) del sistema serotoninérgico,
produjo la disminucidn en la cantidad de 5-HT presente en el cerebro en PO, asi como en el tallo cerebral
en P20, mientras que la privacidn dietética de Trp durante el periodo de establecimiento de vias primarias
(E13-17) del sistema serotoninérgico produjo una disminucidn en la cantidad de 5-HT en el tallo cerebral
en P20. Se concluye que la depuracion prenatal de triptéfano, en ambos periodos criticos del desarrollo
del sistema serotoninérgico, produce una disminucién en la cantidad de 5-HT cerebral durante la vida
postnatal, dicha disminucidon se produce de manera diferencial, siendo el periodo de diferenciacion

(E8-E12) el mas sensible a la ausencia de Trp.

e La privacién dietética de Trp durante el periodo de diferenciaciéon (E8-E12) y de establecimiento de vias
primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico, produjo un mayor porcentaje de alteraciones en el
establecimiento de polaridad de las neuronas piramidales de las cortezas motora | y somatosensorial en
P20 y P40 con respecto a los grupos control. Se concluye que la depuracidén prenatal de triptéfano, en
ambos periodos criticos del desarrollo del sistema serotoninérgico producen alteraciones morfolédgicas en
las neuronas piramidales. Una posible explicacién a este fendmeno sugiere que la interaccion del sistema
serotoninérgico con las células de Cajal-Retzius que regulan la migracion neuronal pudiera verse afectado

a nivel de la sefializacién celular mediada por rielina.
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La privacion dietética de Trp durante el periodo de diferenciacidon (E8-E12) y de establecimiento de vias
primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico en P20, produjo un mayor nimero de alteraciones en la
orientacion de la dendrita apical en las neuronas piramidales en el hipocampo (arquicorteza) con respecto
a los grupos control. Dichas alteraciones permanecieron en las neuronas piramidales del grupo
D-Trp 13-17, por lo que se puede concluir que este periodo es mas sensible a la privacion dietética de Trp

para el desarrollo de las neuronas piramidales en el hipocampo.

La privacion dietética de Trp durante el periodo de diferenciacion (E8-E12) del sistema serotoninérgico,
produjo la hipercomplejidad del arbol dendritico basal en las neuronas piramidales del hipocampo en P40,
por lo que concluimos que la 5-HT interviene en la maduracién del arbol dendritico y que la manipulacién
prenatal dietética de Trp genera cambios a largo plazo en la morfologia de las neuronas piramidales de

manera diferencial en P40.

La privacion dietética de Trp durante el periodo de diferenciacién (E8-E12) del sistema serotoninérgico,
produjo un incremento en la conducta de levantamiento vertical durante la evaluacidon conductual en
campo abierto bajo la condicidn de luz tenue, mientras que la privacion dietética de Trp durante el periodo
de establecimiento de vias primarias (E13-E17) del sistema serotoninérgico, produjo un aumento en la
cantidad de bolos fecales bajo la condicién de luz intensa, por lo que se concluye que la depuraciéon

prenatal de triptéfano no produce alteraciones en la conducta de las ratas en la prueba del campo abierto.



-563-

10.REFERENCIAS

Altman, J. y Bayer, S. (1990). Prolonged sojourn of developing pyramidal cells in the intermediate zone of

the hippocampus and their settling in the stratum pyramidale. J Comp Neurol, 301: 343-364.

Arimura. N. y Kaibuchi, K. (2007). Neuronal polarity: from extracellular signals to intracellular mechanism.

Nat Rev Neurosci, 8:194-205.
Archer, J. (1973). Test for emotionality in rats and mice: A review. Anim Behav, 21: 205-235.

Aulich, D. (1979). Escape versus exploratory activity: An interpretation of rats behavior in the open field

and a light-dark preference test. Behavioural Process, 1:153-164.

Bayer, S. y Altman, J. (1990). Development of layer I and the subplate in the rat neocortex . Exp Neurol,
107: 48-62.

Biggio, G., Fadda, F., Fanni, P., Tagliamonte, A. y Gessa, G. (1974). Rapid depletion of serum tryptophan ,
brain tryptophan , serotonin and 5- hydroxyindolacetic acid by a tryptophan - free diet . Life Sci, 14: 1321-1329.

Boadle-Biber, M., Johannessen, J., Narasimhachari, N. y Phan, T. (1983). Activation of tryptophan

hydroxylase by stimulation of central serotonergic neurons. Biochem Pharmacol, 32 (1): 185-188.

Bonnin, A., Peng, W., Hewlett, W. y Levitt, P. (2006). Expression mapping of 5-HT1 serotonin receptor

subtypes during fetal and early postnatal mouse forebrain development. Neurosci, 141: 781-794.

Bonnin, A., Torii., M., Wang, L., Rakic, P. y Levitt, P. (2007). Serotonin modulates the response of

embryonic thalamocortical axons to netrin-1. Nat Neurosci, 10:588-597.

Blazek, R. y Shaw, DM. (1978). Tryptophan availability and brain protein synthesis. Neuropharmacol, 17:
1065-1068.

Braisted, J., Catalano, S., Stimac, R., Kennedy, T., Tessier-Lavigne., Shatz, C. y O’Leary, D. (2000).
Netrin-1 promotes thalamic axon growth and is required for proper development of the thalamocortical projection. J

Neurosci, 20: 5792-5801.

Bystron, I., Blackemlore, C. y Rackic, P. (2008). Development of the human cerebral cortex: boulder

committee revisiteed. Nat Rev Neurosci, 9: 110-122.

Calderon de Anda, F., Gérdner, A., Tsai, Li-Huei. y Dotti, C. (2008). Pyramidal neuron polarity axis is
defined at the bipolar stage. J Cell Sci, 121: 178-185.

Cannizzaro, C., Plescia, F., Gangliano, M., Cannizzaro, G., Mantia, G., La Barbera, M., Provezano, G. y
Cannizzaro, E. (2008). Perinatal exposure to S5-metoxytryptamine, bahavioural-stress reactivity and functional

response of 5-HT1A receptors in the adolescent rat. Behav Brain Res, 186: 98-106.



-54 -

Cases, O., Vitalis, T., Seif, L., De Maeyer, E., Sotelo, C. y Gaspar, P. (1996). Lack of barrels in the
somatosensory cortex of monoamine oxidase A- deficient mice: role of a serotonin excess during the critical period.

Neuron, 16: 297-307.

Chameau, P., Inta, D., Vitalis, T., Moyer, H., Wadman, W. y van Hooft. (2009). The N-terminal region of

reelin regulates postnatal dendritic maturation of cortical pyramidal neurons. PNAS, 106: 7227 — 7232.

Chaouloff, F. (1993). Physiopharmacological interactions between stress hormones and central serotonergic

systems. Brain Res Rev, 18: 1-32.

Chow, D., Groszer, M., Pribadi, M., Machniki,M., Carmichael, T., Liu, X. y Trachtenberg, J. (2009).

Laminar and compartmental regulation of dendritic growth in mature cortex. Nat Neurosci, 12: 116-118.

Chubakov, A., Gromova, E., Konovalov,G., Sarkisova,E. y Chumasov, E.(1986) The effects of serotonin

on the morpho-functional development of rat cerebral neocortex in tissue culture, Brain Res, 369: 285-297.

Dahlstrom, A. y Fuxe, K. (1964) Evidence for the existence of monoamine- containing neurons in the
central nervous system. I. Demostration of monoamines in cell bodies of brainstem neurons. Acta Physiol Scand,

Suppl, 232: 1-55.

D’ Arcangelo, G., Miao, G., Chen, C., Soares, H., Morgan, J. y Curran, T. (1995) A protein related to

extracellular matrix proteins deleted in the Mouse mutante reeler. Nature, 374: 719-723.

Deng, D., Djalali, S., Héltje, M., GroPe, G., Stroh, T., Voigt, 1., Kusserow, H., Theuring, F., Ahnert-Hilger,
G. y Hortnagl, H. (2007). Embryonic and postnatal development of the serotonergic raphe system and its target

regions in 5-HT 1A receptor deletion or overexpressinf mouse mutants. Neurosci, 147: 388-402.

Donkelaar, E.L., Bloklan, A., Ferrington, L., Kelly, PAT., Steinbusch, HWM vy Prickaerts, J. (2011).
Mechanism of acute tryptophan depletion: is it only serotonin? Mol Psychiatr, 16: 695-713.

Dotti, C., Sullivan, C. y Banker, G. (1988). The establishment of polarity by hippocampal neurons in
culture. J Neurosci, 8: 1454-1468.

Eiland, L. y McEwen, B. (2012). Early life stress followed by subsequent adult chronic stress potentiates

anxiety and blunts hippocampal structural remodeling. Hippocampus, 22: 82-91.
Emoto, K. (2011). Dendrite remodeling in development and disease. Develop Growth Differ, 53: 277-268.

Emoto, K. (2012). Signalig mechanisms that coordinate the development and maintenance of dendritic

fields. Curr Opin Neurobiol, 22: 805-811.

Erzurumlu, R. y Gaspar, P. (2012). Development and critical period plasticity of the barrel cortex. Eur J
Neurosci, 35: 1540-1553.



-55-

Fernstrom, J. y Wurtman, R. (1971). Brain serotonin content: physiological dependence on plasma

tryptophan levels. Science, 173: 149-152.

Ferreira, T., Lo lacono, L y Gross, C. (2010). Serotonin receptor 1A modulates actin dynamics and restricts

dendritic growth in hippocampal neurons. Eur J Neurosci, 32: 18-26.

Fernstrom J. y Hirsch. (1977). Brain serotonin synthesis: reduction in corn malnourished rats. J of

Neurochem, 28:877-879.

Flores-Cruz, M.G. Funcion neurotrdfica de la 5-Hidroxitriptamina durante la ontogenia del sistema nervioso
central sobre el sistema serotoninérgico y migracion neuronal. Tesis (Doctora en Ciencias). México, D.F.,

Universidad Nacional Auténoma de México, Instituto de Investigaciones Biomédicas, 2013. 73p.

Flores — Cruz, M.G. y Escobar, A. (2012). Reduction of serotonergic neurons in the dorsal raphe due to

chronic prenatal administration of a tryptophan- free diet. Int. J. Devl Neuroscience, 30: 63-67.

Frotsher, M. (1997). Cajal Retzius cells, Reelin, and the formation of layers. Curr Opin Neurobiol, 8: 570-
575.

Gaspar, P., Cases, O y Maroteaux, L. (2003). The developmental role of serotonin: news from mouse

molecular genetics. Nat Rev Neurosci, 4: 1002-1012.

Gessa, GL., Biggio, G., Fadda, F., Corsini, GU. y Tagliamonte, A. (1974). Effect of the oral administration

of tryptophan-free amino acid mixtures on serum tryptophan and serotonin metabolism. J Neurochem, 22: 869-870.

Gessa, GL., Biggio, G., Fadda, F., Corsini, GU. y Tagliamonte, A. (1975). Tryptophan free diet: a new

means for rapidly decreasing brain tryptophan content and serotonin synthesis. Acta Vitamin Enzymol, 29: 72-78.

Gonzalez-Burgos, 1., Del Angel-Meza, A., Barajas-Lopez, G. y Feria-Velasco, A. (1996). Tryptophan
restriction causes long-term plastic changes in corticofrontal pyramidal neurons. Int J Devl Neuroscience, 14:673-
679.

Gordis, C. y Rohrer, H. (2002). Specification of catecholaminergic and serotonergic neurons. Nat Rev
Neurosci, 3: 531-541.

Gromova, H., Chubacov, A., Chumasov, E y Konovalov, H. (1983). Serotonin as a stimulator of

hippocampal cell differentiation in tissue culture. Int J Devl Neuroscience, 1: 339-349.

Gutknecht, L., Kriegebaum, C., Waider, J., Schmitt, A. y Lesh, KP. (2009). Spatio- temporal expression of
tryptophan hydroxilase isoforms in murine and human brain: convergent data from Tph2 knockout mice. Eur

Neuropsychopharm, 19: 266-282.

Hamon, M., Fattaccini, C., J. Adrien., Gallissat, M., Martin, P y Gozlan, H. (1988). Alterations of central
serotonin and dopamine turnover in rats treated with ipsapirone and other 5- hydroxytryptaminel A agonist with

potential anxiolytic properties. J Pharmacol Exp Ther, 246: 745-752.



-56 -

Hashimoto-Torii, K., Torii, M., Sarkisian, M., Bartley, C., Shen, J., Radtke, F., Gridley, T., Sestan, N. y
Rakic, P. (2008). Interaction between reelin and notch signaling regulates neuronal migration in the cerebral cortex.

Neuron, 60: 273-284.

Hawthorne, A.,Wylie, R., Landmesser, L., Deneris, E. y Siver, J. (2010). Serotonergic neurons migrate

radially through neuroepithelium by dynamin — mediated somal translocation. J Neurosci, 30 (2): 420-430.

Hendricks, T., Francis, N., Fyodorov, D. y Deneris, E. (1999). The ETS domain factor Pet-1 is an early and
precise marker of central 5-HT neurons and interacts with a conserved element in serotonergic genes. J Neurosci, 19:

10348-10356.

Herr, B., Gallager, D. y Roth, R. (1975). Tryptophan hydroxylase: Activation in vitro following stimulation

of central serotonergic neurons. Biochem Farmacol, 24(21): 2019-2023.

Hornung, Jean-Pierre. (2003). The human raphe nuclei and serotonergic system. J Chem Neuroanat, 26:
331- 343.

Invernizzi, R., Carli, M., Di Clemente, A. y Samanin, R. (1991). Administration of 8-hydroxy-2-(Di-n-
propylamino) tetralin in raphe nuclei dorsalis and medianus reduces serotonin synthesis in the rat brain: Difference in

Potency and regional sensitivity. J Neurochem, 56: 243-247.

Jacobs, B. y Azmitia, E. (1992). Structure and function of the brain serotonin system. Phisyol Rev, 72: 165-
2209.

Janu$onis, S.,Gluncic, V. y Rakic, P. (2004). Early serotonergic proyections to Cajal — Retzius cells:

relevance for cortical development. J Neurosci, 24: 1652-1659.
Jonnakuty, C y Gragnoli, C. (2008). What do we know about serotonin? J Cell Physiol, 217:301-306.

Kaufmann, W. y Moser, H. (2000). Dendritic anomalies in disorders associated with mental retardation.

Cereb Cortex, 10: 981-991.

Kiyasova, V., Fernandez, S., Laine, J., Stankovski, L., Muzarelle, A., Doly, S. y Gaspar, P. (2011). A
genetically defined morphologically and functionally unique subset of 5-HT neurons in the mouse raphe nuclei. J

Neurosci, 31:2756-2768.
Kulkarni, V. y Firestein, B. (2012) The dendritic tree and brain disorders. Mol Cell Nurosci, 50: 10-20.

Ladrieu, P. y Goffinet, A. (1981). Inverted pyramidal neurons and their axons in the neocortex of reeler

mutant mice. Cell Tussue Res, 218: 293-301.

Lakatosova, S. y Ostatnikova. (2011). Reelin and its complex involvement in brain development and

function. Int J Biochem Cell B, 44: 1501-1504.



-57-

Lasky, J. y Wu, H. (2005). Notch signaling, brain development and human disease. Pediatric Research, 57:
104-109.

Lauder, J. y Bloom, F. (1974). Ontogeny of monoamine neurons in the locus coeurleus, raphe nuclei and

substantia nigra of the rat. J Comp Neurol, 155: 469-482.

Lauder, J. y Krebs, H. (1978). Serotonin as a differentiation signal in early neurogenesis. Dev Neurosci , 1:
15-30.

Lauder, J. (1990). Ontogeny of the serotonergic system in the rat: serotonin as a developmental signal. Ann

N'Y Acad Sci, 600: 297-314.

Lee, Li-Jen. (2009). Neonatal flouxetine exposure affects the neuronal structure in the somatosensory cortex

and somatosensory — realted behaviors in adolescent rats. Neurotox Res, 15: 212-223.

Lesh, Klaus —Peter y Waider Jonas. (2012). Serotonin in the modulation of neuronal plasticity and networks:

implications for neurodevelopmental disorders. Neuron, 76: 175-191.

Levitt, P., Barbe, M. y Eagleson, , K. (1997). Patterning and specification of the cerebral cortex. Annu Rev
Neurosci, 20: 1-24.

Lidov, H. y Molliver, M. (1982). An immunohistochemical study of serotonin neuron development in the

rat: ascending pathways and terminal fields. Brain Res Bull, 8: 389-430.

Lytle L., Messing, R., Fisher, L y Phebus, L (1975). Effects of long-term corn consumption in brain

serotonin and response to electric shock, Science, 190:692.694.

Louvi, A. y Artavanis-Tsakonas, S. (2006). Notch signalling in the vertebrate neural development. Nat Rev
Neurosci, 7: 93-102.

Marcondes, F., Bianchi, F. y Tanno, A. (2002). Determination of the estrous cycle phasesof rats: some

helpful considerations. Braz J Biol. 62 (4A): 609-614.

Marin-Padilla, M. (2001). Evolucion de la estructura de la neocorteza del mamifero: nueva teoria

citoarquitectonica. Rev Neurol, 33(9): 843-853.

Miyazaki, K., Narita, N. y Narita, M. (2005). Maternal administration of thalidomide or valproic acid causes
abnormal serotonergic neurons in the offspring: implications for pathogenesis of autism. Int J Dev Neurosci, 23: 287-

297.

Noctor, S., Martinez-Cerdefio, V., Lidija, I y Kriegstein, A.(2004). Cortical neurons arises in symmetric and

asymmetric division zones and migrate through specific phases. Nat Neurosci, 7:136-144.

Oldendorf WH. (1971). Brain uptake of radiolabeled amino acids, amines and hexoses after arterial

injection. AM J Physiol, 221: 1629-1639.



-58 -

Olson, E., Kim, S. y Walsh, C. (2006) Impaired neuronal positioning and dendritogenesis in the neocortex

after cell-autonomous Dab1 suppression. J Neurosci, 26:1767-1775.

Orozco-Starez, S., Del Angel, A., Beas-Zarate, C., Manjarrez, G. y Feria-Velasco, A. (2003). Corn feeding
during development induces changes in the number of serotonergic neurons in the raphe nuclei. Int J Dev Neurosci,

21:13-22.

Partridge, W. y Oldendorf, W. (1975). Kinetic analysis of blood-brain barrier transport of amino acids.
Biochim Biophys Acta, 401: 128-136.

Patel, T. y Zhou, F. (2005). Ontogeny of 5-HT, receptor expression in the developing hippocampus. Dev
Brain Res, 157: 42-57.

Persico, A, M., Calia, E., Moessner, R., Lesch K, P., Murphy, D, L., y Keller, F. (1998). Alterations in

neonatal barrel cortex and in ageing brain of serotonin transporter knockout mice. Soc Neurosci Abs, 24: 1111.

Persico, A, M., Mengual, E., Moessner, R., Hall, S, F., Revay, S, F., Sora, 1., Arellano, J., DeFelipe, j.,
Giménez-Amaya, J, M., Conciatori, M., Merino, R., Baldi, A., Cabib, S., Pascucci, T., Uhl, G, R., Murphy, D, L.,
Lesh, P, K. y Keller, F. (2001). Barrel pattern formation requires serotonin uptake by thalamo cortical afferents, and

nor vesicular monoamine release. J Neurosci, 21: 6862-6873.

Pfaar, H., von Holst, A., Vogt Weisenhorn, M., Brodski, C., Guimera, J. y Wurst,W. (2002). mPet-1, a

mouse ETS-domain transcription factor, is expressed in central serotonergic neurons. Dev Genes Evol, 212: 43-46.

Pujadas, L., Gruart, A., Bosch, C., Delgado, L., Teixera, C., Rossi, D., de Lecea, L, Martinez, A., Delgado-
Gracia. J. y Soriano, E. (2010). Reelin regulates postnatal neurogenesis and enhances spine hyperthropy and log-term

potentiation. J Neurosci, 30: 4636-4649.

Rahman, MK., Nagatsu, T., Sakurai, T., Hori, S., Abe, M. y Matsuda, M. (1982). Effect of pyridoxal
phosphate deficiency on aromatic L-amino aciddecarboxylase activity with L-DOPA and L-5-hydroxytryptophan as
sustrates in rats. Jpn J Pharmacol, 32:803-811.

Rind, H., Russo, A. y Wittemore, S. (2000). Developmental regulation of tryptophan hidroxylase messenger
RNA expression and enzyme activity in the raphe and its target fields. J Neurosci, 101: 665-677.

Ruan, Y., Zou, B., Fan, Y., Li, Y., Lin, N, Zeng, Y., Gao, T., Yao, Z. y Xu, Z. (2006). Dendritic plasticity

of CA1 pyramidal neurons after transient global ischemia. Neuroscience, 140: 191-201.

Salas, M., Diaz, S. y Nieto, A.(1973). Effects of neonatal food deprivation on cortical spines and dendritic
development of the rat. Brain Res 73:139-144.

Salichon, N., Gaspar, P., Upton, A, L., Picaud, S., Hanoun, N., Hamon, M., De Maeyer, E., Murphy D, L.,
Mossner R., Lesh K, P., Hen, R. y Self, I. (2001) Excessive activation of serotonin (5-HT) 1B receptors disrupte the

formation of sensory maps in monoamine oxidase and 5-HT transporter knock-out mice. J Neurosci, 21: 8884-896.



-59-

Schlessinger, A., Cowan, W. y Swason, L. (1978). The time of origin of neurons in ammon’s horn and the

associated retrohippocampal fields. Anat Embryol, 154: 153-173.

Sestan, N., Artavanis-Tsakonas, S. y Rackic, P. (1999). Contact-dependent inhibition of cortical neurite
growth mediated by notch signaling. Sience, 286: 741-746.

Smit-Rigter, L., Noorlander, C., Oerthel, L., Chameau, P., Smidt, M. y van Hooft. (2012). Prenatal
flouxetine exposure induces life-long serotonin 5-HT3 receptor- dependent cortical abnormalities and anxiety — like

behaviour . Neuropharmacology, 62: 865-870.

Smit-Rigter, L., Noorlander, C., Oerthel, L., Chameu, P., Smidt, M. y van Hooft, J. (2012). Prenatal
fluoxetine exposure induces life-long serotonin 5-HT; receptor —dependent cortical abnormalities and anxiety-like

behavior. Neuropharmacology, 62: 865-870.

Soriano, E y Del Rio, J. (2005). The cells of Cajal-Retzius still a mystery one century after. Neuron, 46:
389-394.

Spigelman, 1., Yan, X., Obenaus, A., Lee, E., Wasterain, C. y Ribak, C. (1998). Dentate granule cells form

novel basal dendrites in a rat model of temporal lobe epilepsy. Neuroscience, 86: 109-120.

Supér, H., Soriano, E. y Uylings, H. (1998). The functions of the preplate in development and evolution of
the neocortex and hippocampus. Brain Res Rev, 27: 40-64.

Supér, H., Del Rio, J., Martinez, A., Pérez — Sust, P., y Soriano, E. (2000). Disruption of neuronal migration

and radial glia in the developing cerebral cortex followin ablation of Cajal-Retzius cells. Cereb Cortex, 10: 602-613.

Terashima, T., Takayama, C., Ichicawa, R. e Inoue, Y. (1992). Dendritic arborization of large pyramidal

neurons in the motor cortex of normal and reeler mutant mouse. Okajimas Folia Anat Jpn, 68: 351-364.

Trakhtenberg, E. y Golberg, J. (2012). The role of serotonin in axon and dendrite growth. Int Rev Neurobiol,
106: 105-126.

Uylings, G., van Pelt, J., Parnavelas, A. y Ruiz-Marcos, A. (1994). Geometrical and topological
characteristics in the dendritic development of cortical piramidal and non-pyramidal neurons, in : van Pelt, J.,

Cornel, H.B.M., Ulyngs, F.H. Lopes da Silva (Eds.), Prog Brain Res, 102: 109-123. Brain Res, 1169: 9-16.

Velasquez, J., Goeden, N., Bonnin, A. (2013). Placental serotonin: implications for the developmental

effects of SSRI and maternal depression. Front Cell Neurosci, 47:1-7.

Vitalis, T., Cases, O., Callebert, J., Launay, J. M., Price, D, J., Seif, 1. y Gaspar, P. (1998). Effects on
monoamino oxidase A inhibition on barrel formation in the mouse somatosensory cortex. Determination of a

sensitive developmental period. J Comp Neurol, 393: 169-184.

Vitalis, T. y Parnavelas, J. (2003). The role of serotonin in early cortical development. Dev Neurosci, 25:
245-256.



-60 -

Vitalis, T., Cases, O., Passemard, S., Callebert, J. y Parnavelas, J. (2007). Embryonic depletion of serotonin
affects cortical development. Eur J Neurosci, 26: 331-334.

Vitalis, T., Ansorge, M.y Dayer, A. (2013). Serotonin homeostasis and serotonin receptors as actors of

cortical construction: special attention to the 5-HT3A and 5-HT6 receptor subtypes. Front Cell Neurosci, 7:1-20.

Wallace, J. y Lauder, J. (1983). Development of the serotonergic systems in the rat embryo: an

immunocytochemical study. Brain Res Bull, 10: 459-479.

Whintaker-Azmitia, P. (2001). Serotonin and brain development: role in human developmental diseases.

Brain Res Bull, 56:479-485.

Whintaker-Azmitia, P. y Azmitia, E. (1986). *H-serotonin binding to brain astroglial cells differences

between intact and homogenized preparations and mature and immature cultures. J Neurochem, 46: 1186-1189.

Whintaker-Azmitia, P., Murphy, R. y Azmitia, E. (1990). Simulation of astroglial 5-HT1A receptor releases
the serotonergic growth factor, protein S-100, and alters astroglial morphology. Brain Res, 528: 155-158.

Whintaker-Azmitia, P., Clarke, C y Azmitia, E. (1993). Localization of 5-HT1A receptors to astroglial cells

in adult rats: implications for neuronal-glial interactions and psychoactive drug mechanism. Synapse, 14: 201-205.

Yang, Y., Kim, A. y Bonni, A. (2010). The dynamic ubiquitin ligase duo: Cdh1-APC and Cdc20-APC

regulate neuronal morphogenesis and connectivity. Curr Opin Neurobiol, 20: 92-99.

Yuwiler, A., Oldendorf, WH., Geller, E. y Braun, L. (1977). Effects of albumin binding and amino acid
competition on tryptophan uptake into brain. J Neurochem, 28: 1015-1023.

Zhang . L., Guadarrama, L., Corona — Morales, A., Vega Gonzales, A., Rocha, L. y Escobar, A. (2006).
Rats subjected to extended tryptophan restriction during early postnatal stage exhibit anxius — depressive features

and structural changes. J Neuropathol Exp Neurol, 65: 562-570.

Zhou, F.C., Sari, Y., Zhang, J.K., Goodlett, C.R., Li, T., 2001a. Prenatal alcohol exposure retards the

migration and development of serotonin neurons in fetal C57BL mice. Dev Brain Res, 126: 147-155.



-61-

11.ANEXO 1

Composicion de las dietas D-Trp y D+Trp

Ingredientes Cantidad

Harina de maiz 500g

Caseina hidrolizada 300g

Azucar de mesa 110g

Aceite de maiz 50g

Celulosa 20g

Mezcla de minerales 10g

Mezcla de vitaminas 3g Berocca™™ + 3g Centrum™™® =6g
L-metionina 2g

L-tript6fano (solo D+Trp) 2g

Para la elaboracion de los pellets de dieta se mezclaron los ingredientes secos, se incorporaron el aceite de maiz y
250mL de agua ultrapurificada, a la D-Trp, se le afiadid colorante comestible amarillo, con la finalidad de distinguir
la dieta experimental de la dieta control, a la D+Trp se le agrego triptéfano y se le afiadid colorante comestible rojo.
Una vez agregados todos los ingredientes, se amasod la mezcla y se molded en forma de pellet, finalmente se

dejaron secar los pellets a temperatura ambiente.
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12.ANEXO 11

Composicion de la dieta Chow

Harlan Laboratories

Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet

Product Description- 2019 is a fixed formula, non-autoclavable diet
manufactured with high quality ingredients and designed to support
gestation, lactation, and growth of rodents. It is particularly useful for poorly
breeding strains of rodents and genetically engineered stocks and strains.
2019 does not contain alfalfa or soybean meal, minimizing the occurrence
of natural phytoestrogens, which can be beneficial for reproductive
toxicology. Typical isoflavone concentrations (daidzein + genistein
aglycone equivalents) range from non-detectable to 20 mg/kg. Exclusion of
alfalfa reduces chlorophyll, improving optical imaging clarity. Absence of
animal protein and fish meal minimizes the presence of nitrosamines. The
extruded form ensures that despite its high fat content, it remains firm with
minimal wastage. Also available certified (2019C) and irradiated (2919).
For autoclavable diet, refer to 2019S (Sterilizable).

Ingredients (in descending order of inclusion)- Ground wheat, ground com,
corn gluten meal, wheat middlings, soybean oil, calcium carbonate, dicalcium
phosphate, brewers dried yeast, L-lysine, iodized salt, magnesium oxide,
choline chloride, DL-methionine, calcium propionate, L-tryptophan, vitamin E
acetate, menadione sodium bisulfite complex (source of vitamin K activity),
manganous oxide, ferrous sulfate, zinc oxide, niacin, calcium pantothenate,
copper sulfate, pyridoxine hydrochloride, riboflavin, thiamin mononitrate,
vitamin A acetate, calcium iodate, vitamin B4, supplement, folic acid, biotin,
vitamin D supplement, cobalt carbonate.

Standard Product Form: Extruded

Crude Protein % 19.0 Vitamin A =* U/g 150
Fat (acid hydrolysis) * % 9.0 Vitamin D5 * 9 1U/g 1.5
Carbohydrate (available) ® % 449 Vitamin E 1U/kg 110
Crude Fiber % 26 Vitamin K5 (menadione) mg/kg 50
Neutral Detergent Fiber © % 12.1 Vitamin B, (thiamin) makg 17
Ash Y% 50 Vitamin B; (riboflavin) mg/'kg 15
Energy Density ° kcal/g (kJ/g) 3.3(13.8) Niacin (nicotinic acid) mag/kg 75
Calories from Protein Yo 23 Vitamin B; (pyridoxine) mg/’kg 18
Calories from Fat Y% 22 Pantothenic Acid mg/kg 33
Calories from Carbohydrate % 65 Vitamin B> (cyanocobalamin) ma/kg 0.08

Biotin ma’kg 0.40
Calcium % 09 Folate ma/kg 4
Phosphorus % 0.7 Choline mag/kg 1200

Non-Phytate Phosphorus % 04 Fatty Acids
Sodium % 0.1 C16:0 Palmitic % 09
P ium % 04 C18:0 Stearic % 0.2
Chiloride % 0.4 C18:1w9 Oleic % 1.7
Magnesium % 0.2 C18:2w6 Linoleic Y% 39
Zinc mg/kg 60 C18:3w3 Linolenic % 0.4
Manganese mg/kg 80 Total Saturated % 1.2
Copper mg/kg 15 Total Monounsaturated Yo 1.7
lodine mag’kg 6 Total Polyunsaturated % 4.4
iron mg/kg 200
Selenium mg/kg 0.23 Cholesterol ma/kg o
AmmoAcos |
Aspartic Acid % 11
Glutamic Acid % 35 * Ether extract is used to measure fat in pelleted diets, while an acid hydrolysis
Alarine % 12 method is required to recover fat in extruded diets. Compared to ether
extract, the fat value for acid hydrolysis will be approximately 1% point higher.
Glycine % 07
Threonine % 0.6 ® carbohydrate (available) is calculated by subtracting neutral detergent fiber
Proline % 18 from total carbohydrates.
Serine % 09 © Neutral detergent fiber is an estimate of insoluble fiber, including cellulose.
Loucne % >3 hemiceliulese, and lignin. Crude fiber methodology underestimates total fiber.
Isoleucine Y% 08 ? Energy density is a calculated estimate of metabolizable energy based on the
Valine % 09 Atw:aler factors assigning 4 kcalig to protein, 9 kcal/g to fat, and 4 kcal/g to
available carbohydrate.

Phenylalanine % i 15
Tyrosine %% 05 © Indicates added amount but does not account for contribution from other
Methionine % 05 mamdients
Cystine Yo 0.3 11U vitamin A = 0.3 pg retinol
Lysine % 09 % 11U vitamin D = 25 ng cholecaiciferol
Histidine % 04 For nutrients not listed, insufficient data is available to quantify.
Arginine % 08 Nutrient data represent the best information available, calculated from
Tryptophan % 02 published values and direct analytical testing of raw materials and finished
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product. Nutrient values may vary due to the natural variations in the
ingredients, analysis, and effects of processing.

Teklad Diets are designed and manufactured for research

purposes only.
Harlan, Harlan Laboratories, Helping you do research better,
and the Harlan logo are trademarks and trade names of Haran
Laboratories, inc. © 2008 Haran Laboratories, Inc.
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