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ABSTRACT

While there are several forms and different degrees of undernutrition, it would
appear that type of dietary restriction has an effect on rat brain neurochemistry
appear that type of dietary restriction has effect on rat brain deveiopment. In this
regard, one of neurotransmission system that appears to be altered is the
serotoninergic system. Serotonin (5-HT) plays a role entirely different from that
which is played in the mature brain; acting as a developmental signal or regulatory
specific for development of brain tissue. The effects of Tryptophan (Trp) restriction
have been recently studied in our laboratory related to postnatal on development of
serotoninergic system in the raphe nuclei. Normal adult female wistar rats were fed
for 6 weeks prior mating with 1) Normal adult female wistar rats for rodents (chow
Purina, 23% protein), 2) Hypoproteic diet (chow Purina, 8% protein) and 3) Corn
base diet (low tryptophan and 8% protein); some diets were given during
pregnancy and lactation. Offsprings continued with those diets until reaching 60
days of age. The serotoninergic cells were identified by 5-HT immunolabeling in
the pups at 1, 7, 14, 21, 30 and 60 postnatal days. The numbers of S-HT-
immunoreactive neurons (5-HTir) were quantified by means of stereological
analysis. Results showed a significant variation in 5-HT expression in the raphe
nuclei in the animais fed the com diet. Thus, a significant reduction in the number
of 5-HTir cells in the rostral raphe nuclei, mainly in dorsal, median and lemniscus
medialis as compared to the control group. This decrease was more evident at the
30 and 60 postnatal days compared to data obtained from the control groups. It is
concluded that variations in the diet available TRY are affecting the proliferation of

serotonergic cells.
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RESUMEN

Existen diversos tipos y diferentes grados de desnutricion, que se dan de acuerdo
al tipo de restriccion en la dieta. La desnutricion produce diversos efectos en la
neuroquimica del cerebro de rata y sobre el desarrollo mismo de cerebro. Uno de
los sistemas de neurotransmision que es alterado por la desnutricion es el sistema
serotoninérgico. Dada la amplia distribucion de la serotonina (5-HT) y a su
expresion temprana en el cerebro fetal, se le ha atribuido a la 5-HT un papel tréfico
durante el desarrolio del cerebro. El presente trabajo aborda el efecto de la
restriccion de nutrimentos especificos como el L-triptéfano (L-Trp) y la cantidad de
proteina sobre algunos aspectos del desarrollo cerebral y de las neuronas
serotoninérgicas en los nucleos del rafe. Para ello se alimentaron tres grupos de
ratas bajo el mismo esquema antes y durante la gestacion y se contindo dando a
las crias hasta los 60 dias de edad. 1) dieta normal para roedores a base de chow
de Purina (23% de proteina), 2) dieta hipoproteica con 8% de proteina a base de
chow de Purina y 3) una dieta hipoproteica a base de harina de maiz la cual es
deficiente en el aminoacido esencial triptéfano (Trp). Se utilizéd una técnica
inmunocitoquimica para identificar neuronas serotoninérgicas en los 9 nucleos del
rafe, localizados en el tallo cerebral. El nUmero de células inmunorreactivas a 5-HT
(5-HTir) fue cuantificado con un andlisis estereoiégico. Los resultados muestran
una variacion significativa en la expresién de 5-HTir en el nucleo rafe entre los tres
grupos experimentales: El grupo de maiz muestra una reduccion significativa en el
namero de células S-HTir en los nucleos rostrales principalimente en el nacleo rafe
dorsal, nicleo rafe central superior y nucleo asociado al lemnisco medial,
comparado con los datos obtenidos en el grupo control. Esta disminucion fue mas
evidente a los 30 y 60 dias de edad postnatal. Estos datos muestran que las
variaciones en la disponibilidad de Trp afecta la proliferacion de las neuronas en
los nucleo del rafe. Esto puede producir ailteraciones en las funciones en que ia

serotonina participa como es el proceso de aprendizaje y memoria.
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Abreviaturas

Acido 5-hydroxiindolacetic = 5-HIAA
Acido lisérgico = LSD

Amortiguador de fosfato salino = PBS
Células inmunoreactivas 5-HT = 5-HTir
Chow = ch

Complejo avidin-biotin = ABC

Con = Control

Descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos = DCAA
Dias posparto= DP

Factor de crecimiento fibroblastico= FCF
Factor neurotréfico ciliar= FNTC
Fosfolipasa C= PLC Serotonina = 5-HT
Hipoproteica = Hipo

N-metil-D-aspartato = NMDA

Proteina basica de la mielina 7= PBM 7
Proteinas morfogéneticas de hueso= BMPs
Sistema Nervioso Centrai= SNC

Suero normal de caballo = NHS
Tetrahidrobiopterina= BH4

Triptoéfano = Trp

Vida fetal = VF
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1.- INTRODUCCION

7.1 Antecedentes

Rapport y Green (1948) purificaron e identificaron en el suero una sustancia quimica
conocida como S-hidroxitriptamina (5-HT) la cual tiene un poderoso efecto sobre la
contraccion muscular de los vasos sanguineos. Ellos la denominaron con el nombre
de serotonina. Esta sustancia existe en todos l0s organismos bioldgicos, incluyendo
las plantas, invertebrados y vertebrados (Smith, 1971; Fischer, 1971). Su amplia
distribucion en plantas y animales sugieren que este sistema es filogenéticamente

antiguo. Consistente con esta idea, los receptores para serotonina, especialmente los

del subtipo S5-HT,, aparecieron hace miles de arfios (Peurotkatka, 1990). En
mamiferos, se han localizado altos niveles de S5-HT en intestino, pulmon, rifnén,
testiculos, ganglio cervical superior y cerebro (Twarog y Page 1953; Verhofstad y

col., 1981; Gershon, 1991).

No obstante, su amplia distribucion en el organismo, muchas funciones atribuidas a la.
serotonina se ha centrado sobre el sistema nervioso central (SNC). Wolley (1963)
sefialdé que la serotonina es esencial para la salud mental. Esta idea se basd en la
estructura similar que tiene 5-HT con el acido lisergico (LSD). Brodie y Shore (1957)
desplegaron una extraordinaria perspicacia al proponer que la 5-HT y la norepinefrina
podrian actuar como dos sistemas neuroquimicos opuestos en el SNC, algo parecido
a la epinefrina y acetilcolina en el sistema nervioso periférico. Estos autores fueron
los que descubrieron el papel metabdlico de 5-HT en la actividad neuronal del

cerebro.

Dahistrém y Fuxe (1964) describieron la localizacion de las neuronas serotoninérgicas
y de sus terminales axdnicas en el cerebro de ratas. Esta descripcién de las neuronas

\
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serotoninérgicas contestd la pregunta de Santiago Ramén y Cajal sobre la extension
de las proyecciones de las neuronas del rafe. Ahora se conoce que este sistema rafe
localizado en el tallo cerebral comprende el sistema anatémico y neurcquimico mas
complejo del sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos (Azmitia E., 1986).

La informacion que surgié los siguientes 20 aflos se centro en estudios
neurofisioldgicos. En base a los resultados de la histofluorescencia, con los cuales se
localizaron los cuerpos celulares serotoninérgicos que se agrupadan a lo largo de la
linea media del tallo cerebral, se registraron estas células con un microelectrodo y se
encontré que estas neuronas despliegan un distintivo y regular patrén de descarga, el
cual se establecid como una '"sefal' bioeléctrica para este grupo de neuronas
(Aghanjanian y col., 1968). Los siguientes avances fueron sobre la naturaleza plastica
de las neuronas serotoninérgicas y a las areas inervadas por ellas: sobre el desarrolio
de neurotoxinas quimicas especificas, regeneracion y recrecimiento de colaterales
axonicas en el SNC, trasplantes y cultivo de neuronas fetales.

Las neurotoxinas que destruyen las entradas de 5-HT sin producir dafio neuronal a
otros sistemas, permitio a los investigadores estudiar el proceso de regeneracion de
los axones serotoninérgicos dafados y al crecimiento de nuevos brotes, asi como
también, al reestablecimiento de contactos funcionales. (Baugarten y col.,1971;
1982). En afnos mas reciente, el tema que atrajo mayor interés fué sobre los diferentes
subtipos de los receptores de 5-HT que se han descubierto en el SNC, muchos
trabajos se enfocaron en describir su distribucibn anatémica y a las acciones
posinapticas asociadas con ellos. Asi como sobre la biologia molecular de los
receptores, los sistemas de segundos mensajeros y los canales iénicos.(Frazer y col.,

1990; Harrington y col., 1992).
Esto permitio conocer la diversidad de funciones de la S-HT y ha hecho posible la

identificacion de acciones separadas posinapticas y los efectos integrativos de la 5-
HT, por lo que ha sido implicada en la regulaciéon central de funciones autonémicas

2
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(presidon sanguinea, balance de sodio y glucosa, homeostasis de los fluidos
corporales), conductas motoras (sexual y alimentaria), nocicepcion, cognicion,
conductas de alerta y afectivas (depresion y ansiedad) (Fields y col., 1991;Marson y
McKenna, 1992; Feldman y col., 1997). La diversidad anatémica que tiene el sistema
serotoninérgico se refleja por los multiples efectos fisioldgicos, bioquimicos y

conductuales.

71.1. 1. Sintesis de ser ina cerebral

La serotonina es una indolamina que quimicamente se designa como 3-(2-aminoetil-
indol-5-ol, pero ordinariamente se nombra como 5-Hidroxitriptamina (5-HT). Su
estructura quimica revela una relacién cercana con el aminoacido L-triptéfano (L-Trp),

el cual es el precursor de la sintesis del neurotransmisor.

L.a via de sintesis y degradacién se muestra en la Fig.ura 1. El primero e importante
paso limitante de la cadena metabolica que limita la sintesis de 5-HT es Ia
hidroxilacién del L-triptéfano en la posicion § para formar el S-hidroxitriptofano (S-
HTP). Esta reaccidon es catalizada por la enzima triptéfano-5°-monooxigenasa,
comunmente conocida como la triptéfano-5- hidroxilasa. En el SNC, esta enzima se
localiza en las neuronas serotoninérgicas y sirve como un marcador de dichas células.
La reaccién que cataliza por la triptéfano-5-hidroxilasa requiere de un cofactor y
oxigeno molecular. El cofactor es la tetrahidrobiopterina (BH,) que dona electrones
para la reaccion enzimatica. El producto de la hidroxilacion del aminoacido el 5-HTP,
es descarboxilado por la descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos (DCAA) para
producir, la 5-HT, excepto en la glandula pineal, la 5-HT es el precursor de |a sintesis
de melatonina, la cual juega un papel muy importante en la conducta sexual, en el
suefio y en la regulacidn de los ritmos biolégicos (Frazer y col., 1990; Frazer y
Hensler, 1994).
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COOH

COOH H !
: CH2- CH-NH2
cH2- cH-KH2 + 02 81,
. I l Triptétanc-hidroxilasa " N
H

'H
L-Triptéfano L-S-Hidroxitriptéfanoe (S-HTP)
Fosfato dc Descarboxilasa
Piridoxal de los aminodcidos
aromiticos
HOQ
I W CH2-CHa-NH:>
N
H

S-Hidroxitriptamina
(S-HT; Serotonina) + co2

Fig.ura 1.- Sintesis de serotonina. (Tomado de Feldman, 1997).

y regulacién de la neurogé. is serotoninérgica.

1.1.2 Ontog

El desarrolio de las células que expresan serotonina en el SNC ha sido estudiado en
detalle en la rata, cuyo periodo gestacional es aproximadamente de 20 dias (para
revision ver) (Vaage, 1969; Lidov y Molliver., 1982; Molliver, 1987; Rubenstein, 1998).
E! sistema serotoninérgico inicia su proceso de desarrollo durante el periodo de
gastrulacion etapa en la cual se ha diferenciado e! ectodermo en neuroepitelio y
posteriormente en placa neural, después se convierte por neurilizacién en tubo neural,
en cuya regién rostral se desarrollan tres vesiculas primitivas, que son los primordios

4 -

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




de las grandes regiones cerebrales; el cerebro anterior (prosencéfalo) el cerebro
medio (mesencéfalo) y cerebro posterior (romboencéfalo) (Fig. 2). En el curso del
desarrollo cerebral, las constricciones transversas se dividen en segmentos
neuronales o neuromeros (Lidov y Molliver, 1982). Los neurémeros estan presentes
en el cerebro posterior, donde son llamados rombdmeros (Fig. 2), probablemente
también se localizan en el cerebro anterior, los cuales son conocidos como
prosomeros (Lidov y Molliver, 1982; Rubenstein., 1998). EI grupo de neuronas
rostrales es el primero en ser detectado con anticuerpos especificos contra
serotonina, el cual aparece entre el dia 12 al 15 de la vida fetal (VF) en ia rata. El
grupo caudal se detecta alrededor del dia 14-VF, sin embargo, algunos estudios
sugieren, que estas células se forman al mismo tiempo que las neuronas rostrales
(11VF-12VF). Pero no se sabe, si las células caudales tienen un retardo en la
expresion de la serotonina en relacién a las neuronas serotoninérgicas rostrales

(Rubenstein, 1998; Molliver, 1987).

Las caracteristicas de induccién y especificacion de las neuronas serotoninérgicas, es
parecida a la de otros tipos celulares localizados en la misma area ventral en el tubo
neural, como son las neuronas motoras y las neuronas dopaminérgicas. Existen
evidencias que las moléculas producidas por la notocorda pueden inducir estos tres
tipos de células (Yamada y col., 1993 ; Hynes y col., 1995; Tanabe y Jessell, 1996).
Las proteinas sonido de erizo (sonic Hedgehog) que se producen en la notocorda y en
la placa del piso, son las proteinas necesarias y suficientes para la induccion de las
células ventrales (Tanabe y Jesseoll, 1996) y por consiguiente esenciales para el
fenotipo serotoninérgico (Chiang y col.,1996). Del mismo modo, la competencia region
especifica induce genes reguladores de los distintos tipos celulares (Shimamura y
1997). Las proteinas sonido de erizo inducen marcadores en los

Rubenstein,
cerebro anterior. Del mismo modo, existen algunas substancias

primordios del
especificas de cada regién que participan en la formacion del cerebro, hay evidencias

que la proteina basica de la mielina 7 (BMP7), producida por el mesodermo precordal,

tiene un pape! en la formacién del hipotalamo (Dale y col., 1997). El factor de

5

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




crecimiento fibroblastico 8 (FCF8) esta implicado en el formacion del cerebro anterior,

medio y del cerebelo.

Se ha observado que las sefiales del centro dorsal pueden producen las proteinas
morfogenéticas de hueso (BMPs) las cuales reprimen 1a neurogénesis serotoninérgica
en |a placa alar. Sin embargo, sefales adicionales regulan la neurogénesis
serotoninérgica y son producidas en otros centros de formacion, tales como la regién
del ismo que es la zona de transicion del cerebro medio y del cerebro posterior.
Finaimente, la competencia region-especifica para formar Jlas neuronas
serotoninérgicas es controlada a través de la expresion regional de factores de
trascripcidn; como los genes homedticos como; Oyx los cuales reprimen al fenotipo
serotoninérgico en el cerebro medio y anterior y permiten la induccién de las células
serotoninérgicas en el cerebro posterior (Rubenstein, 1998). También, las proteinas
neurotréficas regulan el desarrollo de las neuronas serotoninérgicas, por ejemplo el
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) promueve la sobrevivencia de las
neuronas serotoninérgicas (Eaton y Whitermore, 1996) y el factor neurotréfico ciliar
(FNTC) promueve a las células del rafe a diferenciarse en neuronas colinérgicas y

reduce el numero de neuronas serotoninérgicas (Rudge y col., 1996).

Tan pronto se diferencian las neuronas serotoninérgicas en el SNC empiezan a enviar
sus axones rostralmente, a sus primeros blancos por ejemplo las neuronas
dopaminergicas de la substancia nigra. El grupo de neuronas localizadas en el rafe
rostral envia proyecciones axonales que ascienden al cerebro anterior (Fig. 1B), en
tanto que las del rafe caudal envian axones que descienden a la médula espinal
(Molliver, 1987; Walllace y Lauder, 1983). Las proyecciones de las neuronas rostrales
empiezan a ser visibles después de que la inmunoreactividad a serotonina esta
presente en el tallo cerebral. Estas fibras se proyectan al polo frontal del telencéfalo
(Fig. 1B) y alrededor del dia 15 VF alcanza al diencéfalo (Okado y col., 1993; Lidov y
col., 1980). Hay evidencias que indican que alrededor del cerebro medio anterior, las

(]
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Grupo de células
5-HT rostrales,

Grupo de céluas
5-HT caudales

Fig.ura.2.- A) Localizacién aproximada de los nucleos serotoninérgicos en el tubo neural del
polio (10-VF). di (diencef&lo); is (istmo); mes(mesencéfalo); Tel (telencéfalo); me (médula
espinal) y rom (rombdmeros). B) Muestra las proyecciones serotoninérgicas, las que
ascienden a! cerebro anterior provienen de los nicleos rostrales y ias que descienden a la

médula espinal provienen de los nucleo caudales.

Fibras mediales se proyectan al polo frontal del telencefélo, sin embargo, las fibras
laterales van al hipotalamo. Estas fibras serotoninérgicas anteriores alcanzan la
terminacion rostral del cerebro airededor de! dia 17 VF, algunas cruzan la linea media
de la comisura supraéptica. Del mismo modo, estas fibras serotoninérgicas ingresan al

7
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telencéfalo a través de la eminencia ganglionar en el dia 17 VF (Azmitia y Zegal,
1978; D'amato y col.,, 1987; Lebrand y col., 1996). Alrededor de la corteza cerebral,
las fibras se segregan en dos grupos; uno superficial (alrededor de la zona marginal)
y otro en la profundidad de la placa cortical. La corteza hipocampal recibe fibras que
siguen curso dorsomedial a través de la corteza cingulada. Finalmente, hay un grupo
de fibras serotoninergicas que ingresan mas tarde a su blanco y son las que inervan

principalimente la corteza sensorial (Rubenstein, 1998).
1.1.3. Los receptores serotoninérgicos en el desarrolio del cerebro

Existe una gran heterogeneidad de receptores 5-HT en el cerebro, los cuales se
clasifican de S5-HT, a 5-HT; con diferentes subtipos (Whitaker-Azmitia., 1991; Bat-
Peled y co!l.,, 1991; Barnes y Sharp, 1999; Azmitia y Whitaker., 1997; Aghajanian,
1981). La accion electrofisioldgica de 5-HT abarca dos grandes familias de receptores
de 5-HT: los receptores acoplados a proteinas G (5-HT,, 5-HT. y 5-HT.) y los ligados
a canales iénicos (5-HT,) (Tabla 1).

Debido a su extraordinaria diversidad de acciones electrofisioldgicas de la S-HT en
SNC, los receptores a 5-HT comprende diferentes mecanismos efectores, entre los
que destacan; a) un efecto inhibitorio que esta mediado por los receptores 5-HT,, que
abre canales de K+ y cierra canales de Ca®*, via proteinas G- sensible a la toxina
pertusis; (b) un efecto facilitador que involucra el cierre de canales de K+ el cual es
mediado por los receptores 5-HT;, con el fosfatidil inositol como segundo mensajero y
la fosfolipasa C que actua como un circuito de retroalimentacion; (c) otro efecto
facilitador de 5-HT esta mediado por los receptores S-HT, a través de la reducciéon de
las corrientes de de K+ (Ca®') o corrientes de K+ dependientes de voltaje,
aparentemente en algunos casos a través de la via del AMPc y en algunos casos no
(Aghajanian, 1995) y (d)una excitacion rapida Que esta mediada por los receptores 5-
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HTa a través de un ligando unido a canal idnico, el cual no requiere acoplamiento con

proteinas G o segundos mensajeros.

Los receptores que se encuentran acoplados negativamente a adenilato ciclasa,
incluye: 5-HT, 5-HTa, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HTe ¥y 5-HT ¢ (Nelson y col.,, 1980; Stark y
col., 1998). La familia de receptores 5-HT> son los que estimulan la fosfolipasa C
(PLC), 5-HT2a, 5-HT2s, 5-HTc. La familia de receptores 5-HT que estimula la
actividad de la adenilato ciclasa, se caracteriza por ser un grupo heterogéneo que
incluye los receptores 5-HTs, 5-HTe y 5-HT? (Nelson y col., 1980; Stark y col., 1998;
Harrington y col.,, 1992; Bolafos-Jiménez y col., 1997). Los receptores 5-HTsa ¥ S5-
HTss constituye una familia de receptores que no modulan la actividad de adenilato
ciclasa o la fosfolipasa C, se desconocen los sistemas de traduccion de la serial al
interior de la neurona (Bolafios-Jiménez y col., 1997; Peurotka, 1990)

Los receptores a 5-HT se encuentran sobre expresados en el cerebro inmaduro en
comparaciéon con el adulto, alcanzan un pico maximo de expresion en la vida fetal
entre la 16 a la 22 semana de gestacién en el humano (Bat-Peled y col., 1991) y en la
rata alrededor del dia 12-VF en el tallo cerebral y se incrementa alrededor del dia 15 —
VF, después de este tiempo disminuye su expresion y nunca vuelve a incrementarse a
esos niveles(Hillion y col., 1994). Las regiones que maduran mas tarde, tales como el
cerebelo (Daval y col.,, 1987) y la corteza visual (Dyck y Cynader, 1993), el pico de
maxima expresion ocurre mas tarde que en el tallo cerebral. La disminucion en el
numero de receptores después del dia 15 VF se debe probablemente al incremento
en los niveles de serotonina, por ejemplo la expresion del receptor 5-HT.a es sensible
a la autoinhibicién (Nishi y Azmitia, 1999).
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Receptor Mecanismo Efector

5-HT1A inhibicion de la adenilato ciclasa
5-HT1Da apertura de canales de K+
S-HT1Dg inhibicion de ia adenilato ciclasa
5-HT1E inhibicion de la adenilato ciclasa
S-HT1F inhibicion de la adenilato ciclasa
5-HT2A estimulacion de fosfoi ok pecific ite

fosfolipasa C, cierra canales de K+

5-HT3 ligando unido a canal ibnico
5-HT4 astimulacion de adenilato ciclasa
S5-HT5A estimulacion de adenilato ciclasa
5-HT58 ?
S5-HT6 estimulacion de adenilato ciclasa
S5-HT7 estimulacion de adenilato ciclasa

Tabla 1.- Receptores serotoninérgicos presentes en el sistema nervioso central

Grandes esfuerzos se han realizado en conocer el papel de receptores que
transitoriamente son sobreexpresados durante el desarrolio del cerebro. Existen dos
posibilidades: primero, que |0s receptores pueden simplemente ser sobrexpresados
en el cerebro inmaduro de la misma forma qQue i(as células y la sinapsis son
sobreexpresadas. Los receptores innecesarios o redundantes son eliminados en el
curso del desarrollo, asi como las células y la sindpsis. Estos son [0S receptores que
pueden ser nombrados programables, dependiendo del nivel de estimulacion, pueden
permanecer o ser eliminados (Whitaker-Azmitia, 1991).

Segundo, los receptores que son transitoriamente sobreexpresados, mas bien influyen
sobre el desarrollo ceraebral. En muchos casos, esto es a través de la produccion de
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segundos mensajeros, similar al producido al cerebro maduro pero con un mayor nivel
de actividad. Este incremento en el nivel de actividad en el cerebro inmaduro se debe
al AMPc producido por la adenilato ciclasa, que es estimulado por la serotonina
(Nelson y col., 1980). La actividad de la fosfolipasa C (la cual es responsable de la
produccion de fosfato de inositol) estimulado por el receptor 5-HT:.. LO que ha
sugerido que los receptores que estimulan la hidrolisis de fosfoinosidos regulan la
proliferacion celular, sin embargo los receptores que regulan la actividad de la
adenilato ciclasa pueden jugar un papel en la diferenciacién celular. La diferenciacion
celular es a menudo considerada el tiempo en el cual la divisién celular termina. Este
es el primer punto en el cual hay importante interaccién entre segundos mensajeros.

Los receptores 5-HT a y 5-HT24 también, participan en la organizacién y regulacion de
los elementos del citoesqueleto en las células blanco durante el desasrollo del SNC, si
hay un desbalance entre el numero de estos dos receptores se producen cambios en
la forma neuronal (Alexander y col., 1987). Se conoce que el efecto inhibitorio y
estimulatorio de 5-HT se debe a la diversidad de funciones que tiene S5-HT en las
etapas del crecimiento y a la homeostasis del Ca’+ intracelular en sus células
receptivas blanco (Lipton y col.1989; Mattson y col., 2000).

1.1.4. Efecto de /a dieta sobre el sisterma serotor:’nérgico

Una inadecuada nutricién durante el periodo perinatal es uno de los principales
factores no genéticos que puede afectar el desarmrolio del cerebro. El término
“desnutriciéon” indica que, todos los nutrimentos requeridos por las especies estan
disponibles en la dieta, pero la cantidad es insuficiente (Morgane y col., 2002). EIl
término “malnutricién” implica que uno o Mmas de los aminodcidos esenciales estan
ausentes o se encuentran en baja proporcién en la dieta. El valor nutricional de las
proteinas en la dieta reside esenciaimente en ia cantidad de aminoécidos que han
sido absorbidos del sistema digestivo materno. Esto indica que los aminoécidos que
son esenciales para la madre también son esenciales para el feto. De tal forma, que la
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omisiédn de un simple aminoacido de la dieta materna afecta .la sintesis de proteinas
en el feto. La ausencia de uno de los aminoacidos esenciales (metionina, fenilalanina,
arginina, lisina o L- triptéfano) de la dieta matema puede afectar el desarrollo del
cerebro fetal, de igual forma que lo afectaria la disminucién de proteinas (Zamenhof,
1985). Los aminoacidos son los precursores de proteinas estructurales que son
esenciales para el crecimiento de los tejidos corporales, incluyendo el tejido nervioso.
También son precursores directos de enzimas, hormonas peptidicas y
neurotransmisores. Por consiguiente, es obvio que los aminoécidos estan
involucrados en amplias funciones del SNC, que va méas alla de su simple

participacion en la sintesis de proteinas.

Numerosas dietas con restriccion de proteinas, especialmente las derivadas de

fuentes vegetales, son pobres en algunos aminoécidos esenciales (Stern y col., 1976).

Hace mas de 20 afios se  desarrollé un modelo animal de desnutricion en el que se

utilizé una dieta a base de maiz como unica fuente de proteina. Este tipo de dieta

produce una reduccion sustancial en los niveles cerebrales de L-triptéfano (L- Trp) y

serotonina (5-HT) y la sintesis de 5-HT (medida a través del aumento de 5-HTP)

disminuye con respecto al control (Femstrom y Hirsch, 1977; Gibbons y col., 1979;

Fernstrom y col., 1985; Femnstrom, 1991; Beas-Zaréte y col., 1988; Del Angel, y col.,

1989, 2001). Estos cambios se observan después de un periodo de 6 semanas que

reciben esta dieta, una vez destetadas ingieren a libre demanda la dieta de maiz. Por
lo tanto la disminucién en la taza de formacion de 5-HT, se debe a un bajo nivel de
substrato (Boadle-Biber, M., 1982; Fernstrom, 1991). Esto indica que el cerebro de las .
ratas con esta dieta, sintetiza menos 5-HT que ios animales bien nutridos (Femnstrom

y Hirsch, 1977; 1991). De tal modo que si se inyecta L-Trp a estas ratas, los niveles
de S5-HT cerebral aumentan rapidamente, asi como la taza de sintesis de 5-HT
(Femstrom y Hirsch, 1977), lo que indica Que los cerebros de estos animales retienen
la capacidad para sintetizar cantidades normales de S5-HT cuando se da una cantidad
adecuada de L-Trp (Fernstrom, 2000).

12
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Lo datos anteriores, concuerda con algunos trabajos en los que se ha demostrado que
los niveles de 5-HT en el cerebro de la rata dependen de la disponibilidad del
precursor el, L-Trp y cambios crénicos y agudos en el aporte de este aminoacido
produce una modificacién en la taza de sintesis de 5-HT (Gibbons y col., 1979;
Boadle-Biber,M., 1982; Femstrom y col., 1985). La modificacién en la sintesis de S-HT
se ha observado en algunos modelos de desnutricion proteica (Morgane y col., 1993)
o de restriccion de alimento (Hernandez y Chagoya., 1986;Hernandez y col., 1989,
Manjarrez y col., 1988a;1988b;1994), la desnutricibn prenatal en estos modelos
produce un incremento significativo en |os niveles de serotonina cerebral y estos
niveles permanecen elevados durante la vida adulta (Manjarrez y col, 1999). Por esto
la sintesis de serotonina es particularmente sensible a las variaciones en las
concentraciones cerebrales de L-Trp, porque la enzima triptéfano-S-hidroxilasa en
condiciones normales no se satura con el aminoacido. Asi la poza del L-Trp central y
inducir un incremento inmediato en las concentraciones de

periférico puede
los animales

serotonina cerebral (Fernstrom, 1991). Asi se explica porque
crénicamente desnutridos prenatalmente cuando se rehabilitan posnataimente las
concentraciones de 5-HT y 5-HIAA alcanzan valores cercanos a los animales control

(Chen y col., 1997).

Es dificil realizar modelos de restriccion de un nutrimento especifico en el que se
aislen los efectos de un solo componente de la dieta, como es el caso del L-Trp, sin
embargo, una dieta a base de maiz, que ademas de ser dieta hipoproteica es baja en
L-Trp, lo que la hace ser un modelo util . por el cual que se podré evaluar como la
deficiencia L-Trp ademas de la restriccién de proteina puede afectar el desarrolio

del sistema serotoninérgico cerebral.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una alimentacién con dietas baja en proteina y con restriccidon del L-Trp ocasiona una
disminucion de las concentraciones cerebrales de serotonina. Por otro lado, la
serotonina esta involucrada en la regulacién de la neurogénesis y puede también
actuar como un factor tréfico para el desarrollo de cerebro. Por |o tanto la restriccion

de proteina y L-Trp podra afectar el desarrollo posnatal de las células

serotoninérgicas los nucleos del rafe?.

3.-HIPOTESIS

Las restriccién de proteina y L-Trp afecta el desarrollo posnatal de las células

serotoninérgicas, que se reflejara en una disminucidn en el nimero de células

inmunorreactivas a 5-HT en los nucleos del rafe.
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4.-OBJETIVOS.
4.7. General

Conocer el efecto que tiene una dieta baja en proteina y con restriccion de L-Trp
sobre el nimero de neuronas inmunorreactivas a 5-HT en los nucleos del rafe.

4.2. Especificos

4.2.1. Conocer los efectos de la dieta baja en proteina y con restriccién de L-Trp sobre
los parametros somatomeétricos de las madres y crias expuestas a estos tipos de

dieta.

4.2 2. Caracterizar el patron de expresiéon postnatal de las células serotoninérgicas
en los nucleos del rafe con 3 tipos de dieta (Control, Hipoproteica y Maiz) que se
establece durante el desarrolio postnatal.

4.2.3. Comparar el nimero de neuronas inmunoreactivas a S-HT, entre el grupo
control (buena condicién nutricional) y en condiciones de restriccion de proteina

(chow de Purina y Maiz)
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5.-MATERIALES Y METODOS

El proyecto se realizé en el laboratorio de Neuromorfologia de la Unidad de
investigacion Medica en Enfermedades Neurologicas del Hospital de Especialidades
del CMN S-XXI y en la Divisibn de Neurociencias del Centro de Investigacion
Biomédica de Occidente del Instituto Mexicano del Seguro Social. Se efectud un
estudio prospectivo, longitudinal, experimental y comparativo con el seguimiento de
tres grupos de ratas. Una grupo de ratas con dieta normal (23 % purina Chow), otro
grupo de ratas con restriccion de proteina (8% purina Chow) el cual fue el control de
proteina baja y un grupo de ratas con restriccién de proteina y de L-Trp (en dieta de

maiz), cuyo disefio se muestra abajo.

5.7. Aspectos éticos

Todos los procedimientos experimentales se realizé con apego a las normas de la Ley
General de Salud (1995) y de acuerdo a las recomendaciones del capitulo referente al
manejo de animales en proyectos de investigacion y ciencia, asi come la norma oficial

mexicana para animales de laboratorio (Aluja, 2002).

5.2. Variables
a) Independientes: condicidn nutricional
b) Dependientes. Peso corporal y cerebral, diametro cerebral transverso y
rostro-caudal, numero de neuronas inmunorreactivas a 5-HT en oS nucleos

rostrales y caudales

5.3. Diseno y d. ripcién gen I del tudio

Se utilizaron 20 hembras nuliparas de la cepa Wistar de 60 dias de edad con pesos
promedio de 250 g + 20 g, adaptadas a condiciones controladas de luz y oscuridad
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de 12 h, temperatura (22 °C + 1° C ) y humedad ambiental relativa (45-55%), por 2
semanas. seis semanas antes del apareamiento, las ratas tuvieron libre acceso a una
dieta seleccionada (ad /ibitum), en tres grupos como se menciono arriba: 1) grupo
control (Comn), 2) grupo con dieta hipoproteica (Hipo) y 3) dieta a base de maiz (maiz).
Después se aparearon con machos normales durante las fases estro y proestro del
ciclo. Al nacimiento las crias, se ajustaron a 8 machos en cada grupo de estudio;
posterior a ésto, las madres continuaron recibiendo los tres tipos de dieta " ad libitum",

durante la lactancia y lo siguieron las crias después de! destete(21DP) y hasta el

sacrificio (Del Angel A. y col. 1989;2001). Los estudios morfométricos y

neurobioldgicos se hicieron en las crias de cada uno de los grupos en los dias 1, 7,

14, 21, 30, y 60 dias posnatales.

Los parametros morfométricos evaluados fueron los siguientes:

- Peso corporal de las madres
- Cantidad de alimento ingerido por las madres

- Peso corporal de las crias

- Peso cerebral

- Diametro cerebral transverso

- Diametro cerebral rostro-caudal

Numero de células inmunorreactivas a 5-HT para cada uno de l(os nucleos que

compone el sistema del rafe.
Numero de células inmunorreactivas a 5-HT en todo el sistema rafe
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MODELO EXPERIMENTAL

Ratas hembras de la cepa Wistar
(nuliparas 1e 200-250 g)

Periodo de Adaptacion
(2 seman

— +

Grupo Con Grupo Hipo Grupo de Maiz

L | J

4 .
ALIMENTACION “ad libitum™
(6 semanas)

l

APAREAMIENTO
(Con machos normales, 300-350g)

+

AL NACIMIENTO
ESTANDARIZACION DE LOS GRUPOS

Con (8 crias) l:lipJ; (8 crias) Maiz (8 crias)
, +

LACTANCIA

$

DESTETE

Alimentacion con dieta; Alimentaciér* con Alimentacién con
23 %6 de proteina dieta de 8% proteina dieta de maiz

1 dia de edad

7, 14 dias de edad -
’ — 21 dias de edad
~ 30 y 60 dias de edad -
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5.4. Procedimientos

19

5.4.7. Dietas

COMPONENTES) Con Hipo Maiz

(g/ 100 g de dieta) (23 % de proteina) ( 8% de proteina) (Maiz)
Harina de maiz - - 86.0
Purina chow 98.0 34.04 -
Glucosa 19.0

Sacarosa - 20.1 -
Dextrosa - 19.0

Aceite vegetal 2.0 3.13 2.0
Mezcla de Vitaminas * 1.0 1.0
Mezcla de minerales R-H* - 1.0 2.1
Fibra no nutritiva 9.0 8.9
% de proteina 23.0 8.0 8.0
L-Trp 0.39 0.30 0.15
Kcal/100 gr. 350.0 350.46 346.5

* Tecklad (cat. No. 170760: 40060 y 160390 respectivamente).
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5.4.2. Obtencion del tejido

Se anestesiaron las ratas con fentobarbital (30mg/Kg) y se perfundieron via del
ventriculo izquierdo, con una solucién de amortiguador de fosfatos (PBS), 0.1 M, pH

7.4 por 15 minutos (30mimin), después se colocaron en el fijador

paraformaldehido(Sigma) al 4% en amortiguador de fosfatos (0.1 M, pH 7.4, Sigma),
se obtuvo el cerebro por craneotomia y se dejé 48 horas en el fijador a 4° C.

Después se obtuvo el tallo cerebral (dependiendo del tamafio del cerebro) se
obtuvieron rebanadas de tejido de 50 um de espesor mediante un vibratomo (Leica),
los cuales se colocaron en cajas de cultivo con amortiguador de fosfatos frio por lo

menos 2 semanas a 4° C (minimo).

rvnds

54.3. Método de tincion I itoq

Las rebanadas de tejido se colocaron en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4-y
Tritdn X-100, al 0.1 % (PBS-triton)(Sigma) por media hora. Después se inhibi6 la
peroxidasa enddégena con una solucién con 98 ml de metanol-1 ml perdxido de
hidrogeno- 1mil de fenilhidrazina durante 5 minutos, la reaccidn se lavo
abundantemente con PBS-tritén, se incubd con suero normal de bovino por 2 horas,
se escurrio el exceso y se colocd el anticuerpo primario anti- triptéfano hidroxilasa
' (Sigma) diluido en PBS- SNH (1%)- Tritén (0.1 %) en una dilucién 1: 2,500, en
camaras de cultivo de 1ml. Después de 48 horas de agitaciéon continua a razén de 25
rrm. Se lavd con PBS-tritén tres veces por diez. Se incubd con el 20. anticuerpo
biotinilado (Vector,Labs)con una dilucién 1:200 durante 2 horas (dilucidn en PBS-
tritén). Se lavé con PBS-tritdn tres veces por diez minutos, se incubd por una hora en
el complejo avidina-biotina- peroxidasa. Se lavo tres veces por diez minutos con un
amortiguador Tris-HCI, 0.05S M y pH 7.4, se revelé con 3°-3°- diaminobenzidina
(Sigma) por 10 minutos, (5 mg en 10 m!l de amortiguador Tris, 0.05 M, pH 7.4 y 30 ul
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de H,0z). La reaccién fue amplificada con sulfato de niquel; se lavd primero con agua
destilada y luego con Tris-HCI. Los cortes fueron colocados en laminillas con
adhesivo; se deshidrataron con alcoholes de grados crecientes y clarificados con xilol;

finalmente se montaron con resina sintética, Entellan (Merck).

5.4.5. Andlisis cuantitativo

L.os cortes de todo el tallo cerebral fueron colocados y dispuestos en serie. El numero
de cuerpos neuronales inmunorreactivos a 5-HT (5-HTir) en las diferentes regiones
anatdmicas fue determinado por conteo en un microscopio de luz, equipado con un
sistema de analisis de imagenes (Image Data Base de Leica). LLos nicleos del rafe
fueron identificados de acuerdo al atlas estereotaxico de Paxinos (1998). EI niUmero
de neuronas fue cuantificado a través del método fraccionario (West, 1993), el cual
involucra el conteo neuronas en disectores Opticos de una muestra sistematicamente
uniforme que constituye una fraccion del volumen de la region que es analizada (Fig.
3). El método fraccionario se realizé en cortes de 50 um los cuales se montaron en
serie de S por laminilla. Se calculé el numero de cortes de acuerdo a la longitud de los
nucleos en el tallo cerebral (Fig.3D). Solo uno de los cortes de cada serie se analizé y
(ssf) es entonces 1/10. Se tomo
una fraccion de volumen de cada nucleo asf= area (cuadro)/ area (xy), que
corresponde al area de conteo 0.02mm X 0.002 mm este es un corte 6ptico obtenido a
través del monitor de la computadora. La altura del disector,h, es relativo al espesor

fueron 10 series en total. La fraccion de muestreo

del corte,t, h/t. El niumero de neuronas inmunorreactivas a S-HT se calculd de acuerdo
a la siguiente férmula: N= 3 Q- thX 1/asf X 1ssf. Q- es el numero de células 5-HTir
en una fraccion de volumen conocido de cada nucleo en el tallo cerebral. Note que el
volumen de toda la regién nunca fue estimada. Se utilizé la misma fraccion de
volumen para cada edad y cada grupo de estudio para hacer uniforme el conteo. Los
valores son expresados como el namero de células S-Htir.
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5.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 una base de datos, con cuadros de salida de los resultados en los que se
registraron las edades y cada una de las mediciones efectuadas en los diferentes
grupos experimentales. En los cyadros de salida se anotaron los promedios con sus

desviaciones estandar. Los resultados de cada grupo se analizaron en dos

direcciones, la primera fue la edad y la otra fue la condicion nutricia de las crias,
mediante analisis de varianza de dos vias (ANOVA) para el nimero total de céluias, y
de una via para el numero de células en cada nucleo, se acepté un valor de

significancia estadistica de p< 0.05.

La comparacion entre grupos de la misma edad y en cada nucleo se realizé mediante
una prueba pos prueba de comparaciones muitiples de Bonferroni’s. Los datos fueron
procesados con un programa estadistico Sigma Stat (Jandel scientific, USA).
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6.-RESULTADOS
6.7 Parametro somatométricos
6.1.7. Peso corporal de las madres.

En relacion al peso corporal de las madres en los tres grupos experimentales no
mostré una diferencia significativa (Fig-4), esto nos indica que la desnutricién en las
madres con la dieta de maiz y el grupo hipoproteico no es severa. Ademas cabe
senalar que esto fue en la fase de adaptacion a la dieta. Det mismo modo se observa
que las madres de los tres grupos experimentales ingieren la misma cantidad de

alimento en cada una de las dietas (Fig. 4A).

6.7.2. Peso corporal y cerebral de las crias

Los resultados indican que los animales del grupo de Maiz e Hipo muestran una
disminucion significativa del peso corporal y después del destete es estadisticamente
significativa en relacién a los controles (p< 0.01) (Fig. 5). La ganancia de peso
cerebral en el grupo de los animales alimentados con dieta de maiz y proteina,
rmuestra una reduccion significativa después de los 7 dias de edad y se hace mas
notoria a los 60 dias de edad en relacion al contro! y al grupo alimentado con una
dieta baja en proteina (Hipo) (Fig. 5). El diametro cerebral rostro-caudal en el grupo
de maiz, mostré una reduccidn significativa (p< 0.05) a los 30 y 60 dias de edad en
comparaciéon con el grupo control. Et diametro transverso en el grupo de maiz se
redujo significativamente (p<0.05) después de los 21 dias de edad postnatal (Fig.6)
cuando se compara con el control y cuando se compara con el grupo hipoproteico (p<

0.05).
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6.2. Andlisis cuantitativo de las cél fi eactivas a 5-HT

Es dificil especificar la localizacién anatémica de las neuronas S-HT, por esta razén
los grupos de células 5-HT en el tallo cerebral han sido clasificadas numéricamente
en 9 grupos celulares, el grupo B1 se encuentra en la médula oblonga y el grupo B9
se encuentra en el cerebro medio (Tork., 1990). Los grupos celulares B1, B2/84 y B3
se localizan en la region caudal, y los grupos B5/8, B6/7 y B9 se ubican en la regiéon

rostral.

Grupo Caudal o Inferior B1,82/B4 y B3

Las neuronas 5-HTir en el rafe pallidus (B1) son las neuronas que se encuentran
localizadas mas ventraimente, este nucleo se extiende desde el nervio craneal Xl al
polo rostral de la oliva inferior. Lo componen células de gran tamafio mayor de 20 um
de diametro, multipolares con fibras que se incrementan en su calibre a los 60 dias de
edad (Fig. 8D). El nucleo representa mas del 17 % del total de células de los nucieos
del rafe. Este nucleo se afecta menos en cuanto a su densidad celular en el grupo de
maiz en comparacion con los otros dos grupos. Su pico maximo de expresién es a los
7 dias. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los tres grupos y solo a
los 60 dias de edad el grupo de maiz presenta una disminucion significativa (p < 0.05)

comparada con el grupo control (Fig.10A).

Las células en el nucleo rafe obscurus (B2), se encuentran agrupadas a lo largo de la
linea media, se extienden rostrocaudalmente a travées de la médula oblonga y el
puente en 2 grupos paralelos; son células de tamafio mediano (15-20 um), las cuales
estan orientadas perpendicularmente a la linea media. Las dendritas de muchas

células de este nucleo se localizan en la linea media, tienen una orientaciéon

dorsoventral. En este nucleo el grupo de maiz mostré un patrén de expresién de 5-
HTir diferente al grupo control y al grupo Hipo. Se observé que el namero de células
5-HTir en e! grupo de maiz a los 1,7,15,21 de edad postnatal fue significativamente
menor comparada con el grupo control (p< 0.05) y al grupo Hipo a los 7 dias de edad
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( p < 0.05) al grupo Hipo. Del mismo, modo se observé que el numero de células 5-
HTir a los 30 y 60 dias de edad es menor en el grupo de maiz pero no hubo

diferencias significativas con los otros dos grupos (Fig. 10B).

Las células del rafe magnus (B3) comprenden un conjunto de neuronas extendidas
de una manera dispersa que las del palidus y obscurus. La mayoria de las neuronas
son las que mas se extienden dei borde caudal del puente a la médula espinal. En la
meédula espinal las células se encuentran dispersas en ei area central de ia sustancia
gris justo en la parte ventral del canal central de la médula espinal y en el borde
medial de la asta ventral. Las células de este nicleo son de tamafo mediano y las
mas anteriores se extienden hacia la parte dorsal del rafe magnus (Fig. 7A y B). En
este nucleo, el pico maximo de expresion de células 5-HTir, se observé a los 7 dias de
edad postnatal en los tres grupos de estudio no sSe observaron diferencias
significativas en las edades de estudio, excepto en el grupo de maiz, que mostré una
reduccion significativa (p< 0.05)a los 60 dias de edad en comparacion con el grupo

control (Fig. 11A).
Grupo Rostral o Superior B6/B7,85/B8 y B9

Los grupos de células que se localizan en la region rostral difieren notablemente en

tamafo y densidad de las que se localizan en la zona caudal.

El nudcleo rafe dorsal (B6 y B7) representa el 'nucleo con la mayor densidad de células
5-HTir, contribuye con mas del 35% del total de células de los nucleos de! rafe, la
mayoria de las céluilas son redondas y ovales, miden entre 12-16um, con fibras
delgadas (Fig. 7C y 9D). Este grupo de células tiene una extension caudal desde el
puente hasta el cerebro medio. La mayor poblacion de células S-HTir se observd entre
el dia 14-21 de edad postnatal (Fig.11B), posteriormente el grupo control presenté
disminucion de la densidad celular a los 60 dias de edad. En el grupo hipo se observé
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una disminucién significativa en el namero de células 5-HT en comparacion con el
grupo control en las edades de 14 y 21 dias de edad postnatal (p< 0.05) y el grupo
de maiz también mostré un menor niumero de células S-HTir en todas las edades
estudiadas, excepto a uno y 7 dias de edad en comparacion con el grupo control y

a los 14 y 30 dias de edad postnatal en comparacion con el grupo Hipo (p< 0.05) (Fig.
11).

Los nicleos del rafe mediano (central superior), intermedio y pontis, son nucleos que
presentan también una gran poblacién de células 5-HTir y contribuyen con un gran
porcentaje a la densidad total de células 5-HTir a los nlicleos del rafe. El nucleo rafe
mediano se localiza entre el puente rostral y la zona caudal de la linea media
(Fig.7B). El mayor numero de células 5-HTir fue a los 21 dias de edad en los tres
grupos experimentales. El grupo de maiz presentd una reduccién significativa en el
numero de células 5-HTir alos 14, 21 y 60 dias de edad postnatal, si se compara con

el grupo control (p< 0.05) y a los 14 dias de edad en comparaciéon con el grupo Hipo

(p< 0.08) (Fig. 12 A).

En el nucleo linearis intermedius no se observaron diferencias significativas entre los
tres grupos a las edades estudiadas (Fig. 12). Sin embargo, se observé que el pico
maximo de expresion S-HTir en el grupo de maiz fue a los 7 dias de edad y en el
grupo Con e Hipo es a los 14 de edad postnatal. El ndcleo rafe pontis (Fig. 7 A y B)
presento su pico maximo de densidad de células 5-HTir a los 7 dias de edad en los
tres grupos de estudio, se observa un mayor numero de células 5-HTir en el grupo de
maiz en comparacién con el control (p< 0.05){Fig. 13A). Sin embargo, no hubo
difencias significativas entre los tres grupos en la etapas adulta (60 dias de edad

postnatal) (Fig.13A).

Las neuronas en el nucleo B9 se encuentran asociadas con el nucleo de! lemnisco
medial, algunas células estan localizadas alrededor del nucleo rafe pontis y en la
formacion reticular mesencefalica. Estas neuronas se observan ovoides (Fig. 7C) y a
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veces aplanadas de tamafio mediano (15-20um), en este nlcleo se localizan

numerosas terminales y una gran densidad de fibras delgadas. En los tres grupos del
estudio el pico maximo de expresién en células S5-HTir fue al nacimiento; posterior a
eso hay una reduccion leve en el grupo control a las siguientes edades de estudio. En
los dos grupos experimentales se observé una reduccién significativa, en comparacion
con el control (p< 0.05) y en menor proporcion el grupo de maiz en relacion al grupo

Hipo (p <0.05)(Fig. 13 B).

Cuando se realizé la cuantificacion total de ias células 5-HTir se observé que los tres
grupos tuvieron un patrén de desarrollo similar, la mayor expresién de células 5-HT
se presentd a los 14 dias de edad, después disminuys a los 60 dias de edad, a esta
edad las células 5-HTir alcanzan su tamafio real y las fibras tienen un mayor calibre.
Sin embargo, el grupo Hipo presentd una menor densidad celular a los 14, 21 y a los
60 dias de edad postnatal en relacion al grupo control (p<0.005). Ei grupo de maiz
mostré una reduccion significativa del nimero de células en todas las edades de
estudiadas en comparacién con el grupo Con (p<0.05) y a los 14 dias de edad en

relacién con el grupo Hipo (p< 0.05)(Fig.14).
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FIGURA 3.- El talio cerebral se corté ea dos planos: uno coroaal para el conteo de ncuronas
inmunorreactivas a S-HT (AyB)yel otro en plano sagital (C) para delimitar los Nmites
neurcanatémicos de cada niicleo (D).
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FIGURA 4. A) Cantidad de alimento ingerido por las ratas madreen el transcurso del estudio y
B) peso corpora! al inicio y al final del estudio. Los valores corresponden a los valores promedio +
desviacidn esténdar. No se observan diferencias significativas entre los tres grupos experimentales
después de ANOVA de una via.
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FIGURA S .- Datos somatométricos de las crias. A) peso corporal, B peso cerebral. Los valores corresponden a los :
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FIGURA 7.- Fotomicrografias de cortes coronales del tallo cerebral a nivel del sistema del rafe. NRM= niicleo rafe magnus; NRP =

niicleo rafe pontis, NRMn= nitcleo rafe mediano (centralis superior); NRCL= niicleo caudado lineal, NRD= nicleo rafe dorsal y
BY = nicleo asociado al lemnisco medial, Barra de calibracién = 100 um,




FIGURAQ-- Fotomicrografias dew cortes coronales a nivel de un nicleo caudal del sistema del rafe en el grupo de maiz donde
se muestean neuronas S-HTir. A) ratas de un dia de edad; B) ratas de de 14 dias de edad y C) ratas de 60 dias de edad. NRPa=
ndcleo rafe palidus. D) Fotomicrografias a mayor aumento de B, Barra de calibracidn en A, By C =100 um; D=20 pm.
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FIGURAY .- Fotomicrografias de cortes coronales a nivel del rafe dorsal en el grupo de maiz, donde se muestran
neuronas S-HTir. A} ratas de un dia de edad; B) ratas de 14 dias de edad y C) ratas de 60 dias de edad. NRD= nicleo
rade dorsal, DM= dorsomedal, VM= ventromedial. D) fotomicrografia a mayor aumento de B. Barra de calibracién
enAyC=100 pm; B=60gmyD=20 pm.
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FIGURA 10. Nimero de células inmunorreactivas a 5-HT. A) nicleo rafe pallidus; B) nicleo rafe obscurus, Los
valores comesponden a las medias £ desviacion esténdar, n=7, * p<0.05 en comparacién con el grupo control

y ©p<0.05en comparacion con ¢l grupo hipoproteico, después de ANOVA de una viay una posprueba de
Bonferroni's,
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FIGURA 11. Nimero de células inmunorreactivas a S-HT. A) nicleo rafe magnus; B) micleo rafe dorsal, Los
valores comesponden alas medias + desviacidn estindar. fr=7,* p < 0.05, ea comparacion con grupo control

y © p<0.05 en comparaciin con ¢ grupo hipoproteico, después de ANOVA deuna via y una posprueba de
Bonferroni's
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FIGURA 12. Numeto de células inmunorreactivas a 5-HT. A) icleo rafe central superior; B) niicleo rafe linearis
intermedius. Los valores corresponden 3 las medias + desviacion estindar, n=7, % p<0.05 en comparacion .
conel grupo controly @ p<0.05en comparacién con ¢l grupo hipoproteico, después de ANOVA de una via
y una posprueba de Bonferroni’s,
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FIGURA 13. Nimero de células inmunorreactivas a 5-HT. A) nicleo rafe pontis ; B) nicleo asociado al lemnisco
medial. Los valores corresponden a las medias + desviacion esténdar. n=7, * p < 0,05, en comparacion con grupo

control y @ p <0.05 en comparacitn con ¢l grupo hipoproteico, después de ANOVA de una viay una posprueha
de Bonfermoni's.
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FIGURA 14.- Numero de células inmunorreactivas a 5-HT en los nicleos del
rafe, los valores corresponden a los valores promedio + desviacion estindar.
n=7, * p<0.05 en comparacion con el grupo control y wp<0.0S5 en
comparacion con el grupo hipoproteico, después de ANOVA de dos vias y una
posprueba de Bonferroni’s.
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7.-DISCUSION
7.1. Parametros somatométricos

La cuantificacion de diversos parametros fisicos que en conjunto se denominan
“medidas antropomeétricas” ha sido de gran utilidad en {a evaluacion del estado
nutricional de! organismo y se considera una forma rdapida de evaluar el grado de
desnutricion. Aunque, estos parametros sélo indican el estado fisico y no permite
evaluar aspectos funcionales importantes. Asi, el progreso del desarrollo prenatal
puede ser seguido por los parametros gruesos como el peso corporal, tamafo del
cerebro y el peso cerebral (Zamenhof y Van Marthens, 1978). Los resultado de estos
parametros en las ratas madre indican que las dietas con restriccién de proteina y
ademas deficiente en el aminoacido L-Trp (maiz), no produce una disminucion en la
ingestion del alimento (Fig. 4A), lo que se ve reflejado en el peso corporal de las
madres, no hubo diferencias significativas en la ganancia de peso entre los tres grupos
experimentales, lo que nos indica que las ratas madre no se desnutrieron severamente
(Fig. 4B).

Los resultados en las crias muestran que tanto el peso como corporal, cerebral y el
tamarfio del cerebro, son parametros que se maodifican significativamente durante el
desarrollo bajo diferentes tipos de alimentacién, lo que permite evaluar de una forma
mas completa el grado de variacion de esos parametros fisicos y proporciona un
criterio adicional para conocer el desarrollo fisico de ratas alimentadas con estos tres
tipos de dieta. El hecho de que las madres no sufrieran una "desnutricidn” severa, se
reflejé en el peso de las crias que al nacimiento y hasta los 7 dias no mostraran
diferencias entre los tres grupos experimentales (Fig. 5A). Sin embargo, la ganancia de
peso se ve drasticamente reducida después del destete, cuando las crias empiezan
alimentarse con cada una de las dietas. El que se mantuviera el peso hasta al destete
nos puede indicar, que probablemente existen mecanismos compensatorios en la
madre para proveer al feto todos los nutrimentos necesarios para su desarrolio
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(Zamenhof, 1985), los cuales son soportados hasta la lactancia, por lo que ia
ganancia de peso disminuyd después del destete, en los grupos con restriccion de
proteina y muy severamente en el grupo de maiz, muy probablemente, estas dietas
no produjo cambios conductuales en ia ingestion de alimento en las crias.

El examen de las diferentes medidas cerebrales confirma los datos de trabajos
realizados con anterioridad, en los cuales se han utilizado diversos modelos de
desnutricion, El peso cerebral disminuye en menor proporcién con la restriccion de L-
Trp y proteina (Maiz) en relacién con la disminucion del peso corporal; esto nos indica
que el cerebro es una de las estructuras que mas se protege, por lo tanto las medidas
cerebrales se afectaron menos en relacion con el grupo control (Fig 6 A y B). Los
mecanismos compensatorios de la madre y del feto, también protegen al cerebro de la
desnutricion. Bedi y Bhide, (1988), sefialan que bajc restriccion de nutrimentos el
cerebro desencadena mecanismos plasticos para desarrollarse sin afectar mucha de

sus funciones.

7.2. Efecto de /a dieta sobre la expresion posnatal de células 5-HTir

En los tres grupos experimentales, se observdé que numero de células 5-HTir se
incrementa entre el dia 14 y 21 dia de edad posnatal, con una progresiva reduccion a
las dos siguientes semanas (Fig.14). Estos estudios concuerdan con los hechos por
Lidov y Molliver (1982) que muestran que hay un rapido incremento en las terminales
serotoninérgicas en las 3 primeras semanas después de] nacimiento en la rata. De
igual forma, estudios bioquimicos en ratas, revelan que los niveles de S-HT se
incrementan rapidamente en las primeras semanas después del nacimiento (Huether y
Lajtha, 1991; Buznikov y col., 1999). Estos datos concuerdan con los reportados por
Rind y col.,, (2001), que muestran un incremento en la expresién de la enzima
triptofano-5-hidroxilasa en la tercera semana postnatal y una reduccion a los 60 dias

de edad.
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Esto sugiere que el sisterma serotoninérgico en e! tallo cerebral tiene 2 diferentes fases
de desarrollo postnatal; a) una abundante expresion en las dos primeras semanas en
correlaciéon con el desarrolio integral de esta drea y con la regulacién de su propio
desarrollo, asi como también, con regulacidn de las dreas que reciben inervacion 5-HT
particularmente la corteza cerebral (Hohmann y col., 1988; Molliver, 1987; Voight y de
Lima., 1991; Lauder, 1988) y el hipocampo que recibe inervacion del rafe dorsal y
mediano (Gould, 1999). b) Cuando han madurado las areas blanco la expresion de 5-
HT. se ve ligeramente reducida en el talio cerebral. Por lo que se observa una
disminucion en el numero de células 5-HTir hacia el final de |la Ba. semana postnatal
(Fig.14).

En el grupo de maiz y en el grupo hipo se observa que el patrén de desarrollo
numeérico de 5-HTir es semejante al grupo control, sin embargo, el numero de células
5-HTir es menor que en el grupo control, principalmente en los ndcleos rostrales
(dorsal, central superior y el nucleo asociado al lemnisco medial), esta disminucion es
mas significativa en el grupo de maiz. En los nucleos del rafe caudales el numero de
células S5-HTir se ve poco afectado por efecto de la dieta (Fig. 10 A y B, Fig. 11A).
Esto nos provee evidencia de que el desarrollo de las células serotoninérgicas bajo
condiciones de restriccion de Trp produce diferente respuesta en el grupo rostral y en

el caudal.

El grupo caudal y rostral se desarrolian en diferentes tiempos (Rubenstein, 1998),
quizés, en el grupo caudal, se observd que después de la segunda semana postnatal
las células S5-HTir adquieren progresivamente sus caracteristicas morfoldgicas de
maduracion y muestran marcados cambios en el numero de células S-HTir hasta el
final de la cuarta semana postnatal cuando el patrén de densidad es similar a la que se
ve en el adulto (Fig. 8B y D). Sin embargo, los componentes rostrales rmuestran
marcados cambios en el niumero de células después de la tercera semana posnatal,
esto parece indicar que pueden ser mas susceptibles a la restriccién de proteina y L-
Trp, y afecta la proliferacion celular, dado que estas células utilizan este
neurotrasmisor para regular su desarrollo en el tallo cerebral, (Lauder y Krebs.,
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1976;1978; Lauder, 1988; 1993). Esto se reflejd en una disminucion en la densidad
de células S-HTir, principalmente en el nicleo rafe dorsal (Fig. 11 B), nucleo rafe
central superior (Fig. 12A) y en el nucleo asociado al lemnisco medial (Fig. 13 B), muy
importante a l10s 60 dias de edad en el grupo de malz y en menor proporcion el grupo
hipo.

Estos resultados, concuerda con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio con
este modelo de desnutricién, en el cual se observa una reduccién del contenido de
DNA, RNA y proteina a partir de los 21 hasta los 60 dias posparto (datos no
mostrados) principalmente en el tallo cerebra. La disminucién del nimero de células
en lo nucleos del rafe, podria también explicar la reduccién en el contenido de 5-HT y
de 5-HIAA en el tallo cerebral con este modelo (Beas-Zarate y col., 1988).

Las consecuencias de una disminucién del nimero de células en el nucleo rafe dorsal
y central superior puede implicar una menor disponibilidad de 5-HT a estructuras
blanco como es el hipocampo que recibe aferencias de estos dos nucleos, esto afecta
la propia funcién hipocampail. Algunos estudios hechos por (Blatt y col., 1994) han
mostrado que en los animales con restriccién de proteina (6%), disminuyen las fibras
5-HT que inervan la formacidn hipocampal, ademas, se observa un persistente
incremento en 10s niveles basales de liberacién de 5-HT en el rafe e hipocampo. Estas
fibras serotoninérgicas que ascienden del rafe dorsal y mediano terminan
principalmente en varias clases de intemeuronas GABAérgicas en regiones selectivas
del hipocampo. Asi, De! Angel-Meza y col., (2002), encontré con el modelo de maiz un
incremento en la actividad de GAD y en la liberacién de GABA en la corteza cerebral e
hipocampo y como consecuencia un incremento en la inhibicién. El incremento en la
inhibicion se ve en términos de deficiencias en la induccion y mantenimiento de la
potenciacion de largo tiempo, que se traduce en deficiencias en el aprendizaje por
consiguiente una limitacion en la plasticidad hipocampal. Por accion directa sobre la
misma formacién hipocampal (particularmente sobre las intemeuronas GABAérgicas) o
indirectamente se afectan las entradas subcorticales en la formacién hipocampal
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(Austin y col., 1989; 1992; Tonkiss y col., 1993; Morgane y col., 2002; Del Angel-Meza
y col., 2002).

Se sabe, que el hipocampo juega un papel importante en la organizacion de procesos
cognitivos como es la memoria espacial a través de! establecimiento de mapas
cognitivos relacionados con sefales visual-espaciales de su entomo (Jarrad, 1993).
Ademas, el hipocampo también, participa en la conducta exploratoria que es una de
las habilidades de las ratas para adaptarse a un nuevo ambiente. Los animales
alimentados con dieta de maiz muestran deficiencias en este tipo aprendizaje. Se nota
un deterioro progresivo de esta capacidad, caracterizado por la carencia de una
estrategia espacial definida, inhabilidad para reducir la distancia que recorren durante
la prueba y también una remarcable irregularidad en el aprendizaje de las curvas del
laberinto “T" (Gonzalez-Burgos y col., 1995; Olvera-Cortés y col., 1998). Del mismo
modo, Freund y col., (1990) y vanLuijtelar y col., (1991), reportaron que la reduccién
de las fibras S5-HT provenientes del rafe dorsal al hipocampo produce cambios en el
estado afectivo y un inadecuado aprendizaje espacial.

A nivel del hipocampo se efectua el control de otros estados afectivos, donde ia 5-HT
modula los circuitos locales inhibitorios en una fase estado-dependiente a través de un
sistema de retroalimentaciéon por conexiones aferentes y eferentes entre el nucleo rafe
dorsal al hipotalamo. El hipotdlamo tiene un papel integrativo de muchas funciones
fisiologicas anico en el cerebro de los mamiferos (Simerly, 1981). De tal modo que la
5-HT influye innegablemente sobre varios aspectos de la conducta alimentaria. Una
variedad de estudios en ratas indican que alteraciones en los niveles de 5-HT, produce
cambios en la ingestion y seleccidon de los alimentos. La disminucion de 5-HT puede
altera también el substrato fisiolégico de iniciaciéon de la ingestion (la sefial de
“hambre”), el substrato fisiolégico de terminacion de la comida (la sefal de “saciedad”)
y el mecanismo que regula la opcién de seleccién de macronutrientes, ta percepcion
sensorial del alimento, el componente motor de ingestion de la comida, y asi
sucesivamente. Todo esto en conjunto se ve reflejado en desordenes en el peso.
(Leibowitz y Alexander, 1998). Sin embargo, hay que tomar en cuenta otros
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parametros que influyen sobre esta conducta, por ejemplo el ayuno prolongado, el
stress y el hambre cambian los niveles de acidos grasos en el suero y por consiguiente
los niveles de unién del L-Trp a la albumina, 1o que modifica la recaptura al cerebro, un
incremento en los niveles de 5-HT induce cambios en la conducta alimentaria como la
seleccion del alimento, se ha observado que disminuye la ingesta de carbohidratos
mas que de grasa y proteinas (Leibowitz y Alexander, 1998; Fernstrom, 1991). Las
ratas alimentadas con dieta baja en proteina y L-Trp no modifican la conducta
alimentaria en las rata madre, consumen la misma cantidad de alimento que el grupo
control (Fig. 4A), sin embargo las crias que después del destete empiezan a consumir
estos tipo de dieta se observa cierta aversion al alimento (observaciones directas),
esto probablemente contribuye a la disminucion tan drastica que se observa en la
ganacia de peso (Fig. 5 A).

La 5-HT también esta fuertemente relacionada con los ciclos suefio vigilia y 10s ritmos
circadianos. EIl nucleo rafe dorsal y nicleo rafe mediano envia proyecciones al SNC a
través del tracto geniculo-hipotalamico. Se ha observado que la perdida de neuronas
en alguno de estos nucleos produce cambios en el ciclo circadiano, se incrementa la
fase de actividad noctuma y se produce un incremento en la sensibilidad a la luz
(Morin, 1999). Del mismo modo, la restriccion de proteina (6%) también produce
cambios en la actividad motora en el ritmo circadiano (Castaion-Cervantes y Cintra.,
2002).Una variedad de estudios farmacolégicos han demaostrado las implicaciones de
la serotonina como un regulador directo de las fases del ritmo circadiano, pero otros
estudios sugieren que una simple elevacion de la 5-HT en el SNC no modifica las
fases del ritmo. El méas convincente papel de la 5-HT es su habilidad para modular la
sensibilidad a la luz en el ritmo circadiano. Esta modulacion es por via presindptica con
la participacion de los receptores 5-HT;g en el tracto geniculo-hipotalamico, la
activacion de estos receptores atenua las entradas foticas al SNC y reduce la fase de
respuesta a la luz (Morin, 1999). Nosotros hemos observado que los grupos de
animales alimentados con dieta de maiz muestran mayor hiperactividad durante el
dia, que los animales del grupo control, ademas, responden agresivamente a ciertos
estimulos, hemos considerado que es importante que se realicen trabajos para
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conocer los cambios que produce la disminucidbn del contenido de S5-HT y la
disminucién de células en ios nucleos involucrados en esta funcion (rafe dorsal y
mediano) sobre las diferentes fases del ritmo circadiano.

En relacion a la accion trofica de 5-HT, se ha observado que bajo condiciones de
restriccion de Trp por una disminucién de proteina o restriccion de L-Trp en (a dieta o
en condiciones de lesidn farmacolégica selectiva del nucleo rafe dorsal en ratas
(Pérez-Vega y col., 2000), puede darse algunos mecanismos compensatorios para
madurar adecuadamente tlas diferentes estructuras celutares inervadas por 5-HT
(Beaudet y Sotelo, 1981); que puede involucrar hipersensibilidad de los receptores 5-
HT con el propdsito de expandir la neurotrasmision, incrementar Ila afinidad de
recaptura de 5-HT, lo que nos puede indicar también un mecanismo compensatorio de
las terminales 5-HT como respuesta a la disminucion de S-HT en el tallo cerebral
(Beas-Zarate y col.,1988). De igual forma se han observado cambios plasticos en las
células que reciben inervacion serotoninérgica en corteza cerebral, hipocampo y
cerebelo (Azmitia y col., 1978; Datiche y col.,, 1995; Freund y col., 1990; Pérez-Vega y
col.,, 2000). Se han observado en trabajos previos con este modeio,ciertas respuestas
pldsticas en la corteza prefrontal (Gonzalez—-Burgos y col.,, 1995; 1996; Pérez-Vega, y
col., 2000). Los animales alimentados con una dieta con restriccion del L-Trp y con
lesiébn farmacoldgica en los nucleos del rafe, muestran un incremento en la densidad
de espinas dendriticas delgadas y espinas gordas en el segmento inicial de las
dendritas apicales, asi como, un crecimiento anormal en longitud de las dendritas
béasales y apicales en células piramidales de la corteza frontal. La presencia de
espinas gordas en las dendritas cercanas al soma sugiere la incidencia de un
mecanismo compensatorio para disminuir la presumible hiperexcitabilidad debido a la
falta de espinas, por lo que no se trasmite el impuiso sindptico eficientemente. Debido
a la localizacibn de estas espinas gordas en areas de integracion de estimulos
predominantemente inhibitorios. Esto puede representar un mecanismo modulatorio
posinaptico de la excitabilidad neuronal (Feria-Velasco y col., 2002).
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Del igual forma, los animales bajo restriccién de proteina y L-Trp producen cambios
plasticos en las ceélulas granulares y de Purkinje en la corteza cerebelosa como un
incremento en la longitud de sus dendritas, aunque se observa un retardo en la
maduracidn de la corteza cerebelosa (Del Angel-Meza y col., 2001). De este modo, las
células incrementan su area de superficie para establecer mayores contactos
sinapticos. La S-HT en el cerebelo, tiene ia funcién de modular la actividad sinaptica
excitatoria. Esta actividad serotoninérgica cerebelosa juega un importante papel en la
integracion de las entradas sensoriales por células granulares y de Purkinje, asi como
la modulacién de la informacién de salida a través de facilitacion presinaptica. En este
contexto, todo estos resultados nos indica que los bajos niveles de 5-HT inducidos por
la dieta de maiz, interfiere con los procesos de proliferacién y migracién celular o que
lleva a un retardo en la maduracién de las areas blanco. Esto en turno puede disparar
algunas respt t: plasticas, para compensar las posibles alteraciones en la actividad
cortical 6 hipocampal. Es necesario realizar mas trabajo del efecto de este tipo de
dieta sobre las fibras que inervan principalmente estas areas y conocer mas sobre las
respuestas pldsticas que realiza el cerebro ante la falta de nutrimentos tan importantes
para su buen desarrolio y adecuado funcionamiento.
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8.- CONCLUSIONES

El peso corporal, el peso cerebral y en menor proporcion las dimensiones cerebrales
son parametros que se modifican significativamente durante el desarrollo con dietas
con restricciéon de proteina y L-Trp (dieta a base de maiz). Esto sugiere que los
animales con estas dos tipos de dietas se desnutren, principalmente después del
destete.

La restriccion de proteina y del L-Trp en la dieta durante el desarrollo del cerebro,
afecta en menor proporcién el nimero de células en los nucleos caudales que se
diferencian mas tardiamente que los nacleos rostrales.

Del mismo modo, la restriccién de L-Trp en la dieta cuando la disponibilidad de este
aminodcido esencial es reducida durante el desamolio del SNC produce una
disminucién en la sintesis de 5-HT y S-HIAA. Esto parece afectar la proliferacion, el
crecimiento y los procesos de maduracion del sistema rafe, lo que afecta
principalmente el nimero de células 5-HTir en los nucleos rostrales (dorsal, linearis
intermedius y el asociado al iemnisco medial).

48

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




9.- PERSPECTIVAS

A pesar de que este trabajo es completamente morfolégico, nos ha dado informacion
muy valiosa sobre el desarrolio del sistema serotoninérgico en condiciones de
restriccion proteica y del L- Trp en los nacleos del rafe, lugar se generan las céiulas
que poseen la maquinaria sintética para producir el neurotransmisor 5-HT. Sin
embargo, es necesario que completemos este trabajo cuantificando el niumero de
fibras serotoninérgicas en areas blanco tan importantes como: la corteza prefrontal,
somatosensorial e hipocampo y dar soporte a todos ios trabajos conductuales que se
han hecho con este modelo.

Se podria explorar el efecto de esta restriccién selectiva de nutrimentos, sobre otros
sistemas de neurotrasmisiébn como es el GABAérgico o el colinérgico, dada la funcion
tréfica que ejerce el S-HT para madurar diferentes dreas cerebrales y por la estrecha
relacién entre estos sistermas en el hipocampo y corteza cerebrai.

También, es importante conocer si las alteraciones que se producen en el desarrollo

del SNC pueden revertirse con una rehabilitacién nutricional adecuada y oportuna, de
esta forma se conocera si los trastornos son permanente o pueden ser revertidos.
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Abstract
in b ion of this H during

Scrotonin (5-HT) playsa lrophu: role dunng brain d

in the

of the neural circuits. For the present work a hypoproteic

the critical stage of severe

(HYP) dict based on com (CORN) mul which is deficient in uypmphan (TRY) was g-vm to rats before and during pregnancy, which

continued to the offspring until lhcy reached 60 days of age. An i

normal chow (Ch) Purina wcre given with the same scheme to (wo groups of rats
bi .

dlel normal of TRY, and

ic but h
id S-HT i hi
nerve eclls m Ihe mne nphe nucle: The numb-:r ol‘oell:

was by avidi (ABC) hod to g
i to 5-HT & ive (S-HTir) were quanuﬁed by means. of
variation in $-HT cxprt:ssum in the mphe nuclci. Thus, a in the b ors-"T'r cclls in the rostral rnpbc nuclei was
sccn at all ages studicd in the animals fed the com diet, to data obtained from the 1 groups. This decrease was more evident
between the postnatal ages of 30 and 60 days. Itis that the i in the i TRY aflfcct the brain cells producing 5-HT
and the innervation of their targel arcas.
© 2002 ISDN.F B d by S L1d. All rights reserved.
in; L itian; Raphe nuclei; D

1. Introduction ; 3

Scrotonin (5-HT) ncurons are known to comprisc cxten- )mfcmng an lnctcasc ofbram 5-HT
sive to basic brain func- and its ic acid

(5-HIAA), most marked in the bmn slcm and hippocampus

tions since an carly stage of brain development (
). Thercfore, dlﬂ\lgc to this type of ncuron
xn early posmm:ll hfc cannot be i as | it may p
C

1 and
). The ln(lueru:e of early post-
natal on the 2% has been
the sub of N Biochemni h (

active; CORN, corn; HY P, hypoproteic; » PBS, phmphste

buffered saline; ABC, avidin-biotin complex; NHS, scrum
* Correxponding suthor, ‘Tel.: +52-33-3345-5200;

fax: +52-33-3345-5200x 1001,

E-mail iatej.nct.mx (A, Feri

from the time of birth to adulthood (
). These effects nmst likely result frorn changes
in the degree of sub of tr;
lase, which are inttoduced by alteration in ) brain uyptophan
(TRY), 5-HT and S-HIAA. Other authors, using a model
with pregnant rats fed a com (CORN)-based diet (
). which contains
8% pmleln -nd rennctcd in TRY and lysine have con-
ly to the o of the Y
role of S-HT as a and as a
mitter in the central nervous system (CNS). These studies
have been carried out by feeding the rats with a com-based
dict before mating, during gestation and after weaning
[¢

0736-5748/02/$30.00 © 2002 ISDN. Publishod by Elsevier Scicnce Lid. All rights reacsved.
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ficient in TRY of all pr

S. vozoo-Sudves et ol./int. J. Devi Newroscience 21 (2003) 13-22

in 5-HT

). Corn protcins are among the most de- Table |
ins normally i d by h CTompozition of dicts (g/100g dict)
Presumably, the decline in brain S-HT and S-HIAA levels Components Group
in thesc nmmnls might at Icasl lr;ar.l:’ally reflect a deettasc =Y HYP CORN
24 -
With this model, indirect evidence has shown a reduction Chow Puring 28.00 34.04 £6.00
of S-HT synthcsis and degradation ( C“Du"‘m’em“’ - 19.00 g
N Sacaroac - 20,10 -

). reduction in the TRY transpost mechanism by CNS Dextrin - 12.67 -
clements, and increasc of S-HT uptakc affinity particularly Vegeuable ol 2.00 3.13 4.00
in brain stem and telcncephalon ( . Mincral mixture Rh - :g :z

Although some auth 1 depri- Fiber cellulose - 9.06 6.90
vation found no effect of the dict on lhc timing oﬂnppocun Percentage of proweing 23.00 8.00 8.00
pal pyramidal ccll gencration ) or on Kilocalovic per 100g 350.00 350.46 348.50

in the locus omrulius ( Tryptophan cogtent (/100g dict) 0.30 0.10 0.058

the ber of cells g

) also using prenatally protein
malnourished rats found a s.gmﬁcanl incrcase of 5-HT re-

lcasc and S-HIAA inh slice prepa-
when d to Is with no signifi aif-
in other i i
in a ncur study in i prived adult
rats found a d: in the density of 5-HT fibers

in the hippocampal formation; and
increasing the litter s-m of mice during the first 3 weeks

* Obaained fram ICN.
* Otxzined from the Wood and Ceilluloac Institute of University of

‘Guadnlajara.

group (CORN) was fed with TRY—dcﬁcnen( dict (com-based
diet, i 8% p! in); hyp group (HYP) was
fed with 8% protein dlcl in a chow Purina base; and Chow
group (Ch) fed with chow Purina for rodents, containing
23% protcin. All dicts were given as powder, were isocaloric
and their composition appcars in . The rats had free

Ny with an-lysls at 60 postnatal d.y: " " N
or age (PND) found a ifi in im- access to their respective dicts and water, during 6 weeks to
S-HT i ive (5- HT'r) cell bodies in :Ilu‘v thcm 'o : H to the ive dict, thus redi
the loml raphc sy and the subpy 1 region. ibx d to acute diet changes.
Al hemical di have been Ana thu time the animals were mncd -nlh he.llhy males
made in malnourished rats tudi thoae i and was d by
TRY-restricted dicts, lhcre arc few sludlel dqlmg ‘rn,h of mucous plug and sperm cells in a daily vaginal exam-
h in the of sp beain regi instion and smear. hmnnluuwmhwmmdm
of nutrient restricted rodents. cages, at 24°C -nd 50%
With the imp of i pping in under controlied M—hg’n cycle (10h light; Nh d.rkneu)
the brain, it is il to iscly the CNS re- No were in the
of food i dunng in the 3

gions where .bnorma]mes of ccnmn neunxnnnnnwr acty-
ally occur. Using an hod we m-
d the

f¥e of TRY durlng the p
and carly posuuua! hfc on the rat brain stem nm(onerg-c
in

2. Materials and methods

2.1, Mal ition induction p. dig

of rats. The pregnant rats were checked every 12h by the
end of the gestation period, and the day of birth was consid-
cred day 1. At blnh. -ll litters were adjusted to cight pups
per with a of maics and females per
group. The pups were placed wnh their mothen comespond-
ing to each diet duri after each litter
was fed wnhuneumed»etunnlmrewbedsom

2.2. Tissue preparation
At 1, 7 14, 21, 30 lndGOPND pups were nnuthenzed

A detailed dmcnpnon of the nlnnnonal mnnng and
B P has P ly with
) All ex- 0 12M phosph.!c buffcred sl.lm: (PBS), pH 7.4 for I$ min
periments were carried out in d. with the i with 4%

Institute of Health Guide for the Care and Use of Labora-

by p
with PBS, at an of 7.4 for ISmln at room temperature.
hlebnlmwemlhmremoved.ndpoﬂfuedmmeumeﬁx-
ing solution for 24 h at 4 °C, and transferred to cold PBS for

tory A (NITH Py No. 8023, in 1978).
Briefly, the & were as in the ing
paragraph.

Twenty-one female Wistar rats were divided into three
groups of scven rats cach and fcd with different dicts: Com

scveral hours to a few days. The brains were sectioned in
the coronal planc at 50 umn with a vibratome for the 5-HTir
counting procedure in the raphe nuclei ( J.
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“Rastral nucleus
~

1 ) y step(8y)
i
;
! afx,y stop)
_—

x Step(s x)

Fig. 1. The brain stcm was sectioned in two plancs; the coronal plane for counting S-HTIf ncutans (A and B) and the horizontal plane (C) o delimit the

rics of cach raphc nuclcus of animals from all groups st all ages

ifty mictomctcr thick acctions were scrially obtained, mounting five

scctions per slide. The number of soctions varicd depending the length of cach raphe aucicus (D). Only one scction was snalyzed in cach consccutive

. 10 in towsl. Az a the section

fraction, xsf, was 1/10. A volume fraction of cach muclcus was taken s the arca sampling

fraction (asf) ur=-n= (framcYarca (x, y) is the arcs of counting frame (0.02mum x 0.02mm), relative to the arca associated with cach ficld in the

fraction is the height, &, of the dissector relative to the soction thickness, A/r. The number of S-HTir neurons

was cakulated mdlnglo N = EQ — t/h Jasr % Imf, where (2 is the number of 5-HTir in & fiaction of known volume of the brain stem. In order o
standandize the counting the same volume fraction was used for cach group of animals and at each age studicd.

Somc brain stems of rats from cach group were horizontally NHS for 2h at room Then, the i were
sectioned to measure the length of cach raphe nucleus corre- rinscd again and lncub-lcd in 1% ABC solution for 1 h. Af-
sponding to each age studicd in the three gr of ani ter nnles lll 0 O5M Tnu buffer. the bound antibodies
C ). Sections through brain stcem and both hemi- were i i i in 0.05% DAB and

h were coll in ti | wells in cold PBS. 0.005% H;Oz. 'l'hc re-ctlon was enhanced with nickel sul-
They were further pi d for i i hemistry. fate. were d on poly-L-lysi bbed slides

2.3. Immunohistochemistry

Free-floating scctions from both control and cxpcru‘ncn

- and nllowed to ur-dry for at le-sc 30min. Then the secuons

were of
xylene and with E
Each i was cx

{Mecrck) Ind
under a light

tal groups were immunostained for 5-HT using the
avidin-biotin plex (ABC) hod and p d simul-
l-’sneously using the same reagenls and mcubulon times. At
firse, ity was blocked with a
20 min incubation m 0.1% H202. Then, the sections were
incubated in 5% normal horse scrum (NHS) at room tem-~
perature for 2 h. The scctions were then placed in PBS
containing 5% NHS, 0.5% Triton X-100 and mousc anti
tryptophan hydroxylase serum (1:2500) at 4 °C for48 h. Af-
ter scveml rinscs wu.h PBS containing 0.1% Triton X~100,
the were b d in 1% anti I1gG with 5%

2.4. Quantitative analysis

‘The sections from the entire brain stem were amranged se-
rially on a slide. The number of 5-HTir nerve celi bodies in
the i i 1 i was d i by t
ing them under a light microscope equipped with a digital-
ized mnge an.-lyn: system. ijhe mxclei were identified
P (

ined with the opti

). Thc numbcr of cclls was &
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). which mvolm counung
in an

fractionator method (
cells with the 1 3%

le chat i a kn of the t of
the region being analyzed ( ). We used 10 scctions
for cach brain in cach age, and the counting was donc in the
whale 50 um thickness, because the 5-HTir cells were not

8. Ovneco-Sudrnex et al. /int. J. Devl Nevrosciemce 21 (2003) 13-22

gain staned to Icssen after weaning, being highly significant
(P < 0.01) on 30 and 60 days old animals ( ). Cerebral
weight gain on the CORN group was reduced after being 7
days old, and -Iso when animals reached 60 PND. In HYP
was less H hel weight gain

). The brain transverse diametcr was
d after 21 PND when compared to data

group
was nlm ."'eclcd e

always spherical and the diameter of their cell bodies var-
ied with the brain rcgion, as described below. Valucs were
expressed as number of 5-HTir cells.

2.5. Staristical analysis

Recsults were analyzed I'or statistical significance (£ <

0. 05) usxng 1y of i (ANOVA) and

iphk ison post hoc test. All statisti-

cal analys&s were pcrfonned using the Sigma Stat Program
(Jandcl Scicntific, USA).

3. Results

3.7. Somatometric parameters

of Ch (&£ < 0.001), and HYP (£ < 0.05) groups. In a lcss
significant way, the rostro-caudal diamecter of the cercbral
hemispheres was reduced in the CORN group compared to
that observed in Ch and HYP groups ( ).

3.2. Quanititative analysis of the S-HT
immunoreactive cells

A ;] ic ) i of i in
the brain stem can hardly be specified, thus they have been
classified in nine groups of cells (B1-B9) immunorcactive to
S5-HT (5-HTir) that constitute thosc called the raphe nuclei
¢ )-

In the p raphe 1 S-HTir were ven-
traily located and appmred large (>20 umin durneler). rnul-
upolnr [4 ts fiber di

60 PND. Tlns nucleus rcptcseml more than 17%

1
A ition was evi

in animals of the CORN and HYP groups. Body weight

oflbeloulnurnbaofmmnsmthenphesylwm(

300 BODY WEBGHT BRAIN WEIGHT
- m'w
-—c— Ch
—a—HYP
—o— COMN
T v ——
10 20 30 <0 50 L 70
Age (postnatal days)
20~ BRAIN ROSTRO-CAUDAL DIAMETER
mmn
15. 154
i .
. .o

10 104
—o— Ch

s ——NYp L2
—o— CORN

Oo 10 20 30 40 &0 a0 70 10 2'0 a'o -0 5.0 a'o j‘o

Age (postnatal days) Age (postnatal days)
Fig. 2. Effect of TRY and prosein restriction (CORN group) on same Valwes e mmnan 3= S.D.M. Sigmificasly differens
from ing Ch group at *# < 0.05 and significantly diffcrent from HYP group st ** » « 0.0} (¢ ANOVA with i's post hoc tost)-
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Fig- 3. Photomicrographs of 14 days < old 1d rag besin in coronal scctions showing 5-HTW neurons. (A) Rostral group, NRD: rowtral portion of the N. raphe

dorsalis; NRM: N.
«©<)

D) "lghcr magnification of B where large 5-HTir ncurons (arrows) of the N. raphe magous are

B = 100 um; Bar in C and D = 20 um.

)R ding its cell d in HYP group this nu-
cleus was mor: aﬂ'ecn:d compan:d to lhnl of the Ch group
( ). i peak at 7 PND,
in contrast to Ch and CORN gtoups, which reached it at
14 PND and al bnnh ly. F in this

the groups of
ammnls after 21 PND were obscrved.

c of us and nuclci along
the midlinc in the dull and in the pons, were

obscrved in two llel These

were identi~

raphe (B) Caudal group. NRFPa: N. raphe pailidus; NRM: N. raphe magnus; NRO: N. uphe
her ificati or A -ha-m. part of the lsteral (L), dormomedial (DM) and ventromedial (VM) components of N. raphe doczalis.
obectved; NRPa:

: N. raphe pallidus. Bar in A and

contributes with 17% of the total S-HTir cells of the raphe
system ( ).

Cell groups located in the rostral region, remarkably differ
in both, size and number, from thosc located in the raphe
caudal region. The dossal raphe nucleus is the onc showing
a greater density of 5-HTir ncurons; it expands from the
caudal pontine region to the midbrain and contributes with
35% of the total number of raphe systern ncurons (

). Most of these cells showed an oval or spherical body
ofl2-l6u.mindn.u:ﬂ:rlndﬂunﬁbels( ). The
of 5-HTir cclls in this nuclcus was noticed

ficd as mcdium sized (|5—20u.m in ). P
larly oriented to the mldlmc ( ). In the CORN
group, a S-HT P! i to that scen in
the Ch and HYP groups wns observed, sincec at 1, 7, 14 and
21 PND the number of detectable S-| H‘ﬁr cells m obscu-

ln the Ch group between 14 and 21 PND, decreasing at 30
and 60 PND ( ). This nucleus had a decrement in
the number of S-HTir ncurons in HYP group compared to
what was seen in Ch group, while in the CORN group this
was greater when compating the data to those of

rus nucleus in the CORN group was
(P < 0.05) as compared to the Ch ymnp( ). Even
though at 30 and 60 PND, a dccrcase on the number of

S-HTir ncurons was observed in lhxs nuclm in the CORN
group, this was not i} igni when
compared to that seen in Ch and HYP gmups. ‘This nucleus

the Ch group, as well as when doing so with those in HYP
Egroup, mlinly -l\er 14 l"ND ( ).

C dius and pontis raphe
auclei jointly oonmbulc to 35% of the total S-HTir ncurons
of the raphe system and arc located in the pons rostral
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N. RAPME PALLIDUS

£ £
s -3
"g =
2 L Y- §
= e =
- CORN
10 70 140 210 200 60.0
'Y Age (poainstal days) [
N. RAPHE MAGNUS
2500,
! 2000 F
-
13
X 1500
k3
i i
2 - cn
500} [=—=T""3
o _— conN
1.0 7.0 140 210 300 a0 o 70 140 210 30.0 00
(3 Age (pPostnatal days) D Age (pomtnatel days)
Fig. 4. Histograms of the number of S-HTir somata in same cxuda) and Fostral nuclei of the raphe system in wdmmm(mtSDM)n
compared to the Ch group at each age (*P < 0.05), and as compared 0 the HYP group (** 2 < 0.01) ( y ANOVA with s post hoc test).
region towards the caudal zonc on the midline ( The cclls of the 1 H iali d
)- The centralis supcrior nucleus in the pons di and in part of
h, d and i in the ber of $-HTir cells with the caudal region of the ti icutar f i
its i pcak of exp! at 21 PND in the Ch C ). These cells
group, and a teduc!lon wwatds 30 and 60 PND. HYP and ovoid or clli id in shape, H sized (1520 pun), with

CORN g ion in this typc of neuroas
in evcry age studied. CORN group had a greater 5-HTir
cell reduction mainly at 14, 21 and 60 PND ( ).
‘The nuclcus raphe pontis sh. dan i

the of S-HTir s, with an i of such
cells towards day 7 PN’D in the three groups studicd, and

in the ages. No statis-
ucally significant differences were observed in the number
of immunoreactive cells in this auclcus among the three
groups with the exception of the CORN group that showed

numevous thin fibers ( ). The maximal number of
S-HTlr ncurons was noticed at one PND, with a slight pro-

i in the subs ages. A reduction in
the number of 5-| HT‘rnemonllnlhummleus. in HYP and
CORN was d to Ch group data.

The ;edm:uon noticed in the CORN group values was even
more significant, m.mly after I‘ PND ( ).
As a whole, a si was iced

in most of the raphe nuclei, with an increment of 5-HTir
celll from birth 10 14 PND with a reduction of such number
H on 60 PND, figures slightly

an increment at 7 PND as compared to the other two group
(P < 0. 05) C ).
The 1 i ius sh i

the 5-HTir ncuron pattern similar to that seen in the rwbe
pontis 1 with a maxi peak at 14 PND. There
was no significant variation in the number of S-HTir ncrve
ccll bodies in this nucleus among the three groups studied
¢ )

sages,

muu- than thosc obscrved at birth ( ). Although
the expression pattern of raphe nuciei 5-HTir celis in CORN
and HYP groups was similar to that secn in the Ch group
at b-nh the CORN group showed a significant (# < 0.05)

i in the ber of S-HTir cclls at subscquent
ages when compared to what was scen in the Ch group
¢ )
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Fig. S. Histograms of the number of 5-HTir somata in sowne rostral nucici of the raphe sysiem in animals of the CORN group (meso + S.D.M.)
compared to the Ch group at cach age (* # < 0.05). and as compared to the HYP group (** P < 0.01) (anc-way ANOVA with Bonferroni's post boc tes),

30000+ RAPHE NUCLEUS SYSTEM
—-—cn
—— HYr
—o— CORN
17500 — v + T — — )
10 20 30 40 50 6o 70

Age (postnatal days)

Fig. 6. Histogram of the number of 5-HTir somata in the total raphc sysiem in animals of the CORN group (mcst = S.D.M.) = compared 10 the Ch
§roup at each age (“F < 0.05), and as compared 10 the HYP group (** 7 < 0.01) (two-way ANOVA with Bonferroni's post hoc temt).

Although some authors found no differences in body and

‘4. Discussion
brain weight of 30 days old rats prenatally malnourished
Prenatal malnutrition has been shown to be more dem~ by protein restriction (
mental to the brain P than ). present results from the morphometric parameters
). including body and brain weight are in accordance to what

malnutrition (
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has been exp d by different using di
of malnutrition. Remarkably, the beain weight diminishes in
a lcsser proportion with a restriction of L-TRY and protwcin
in rclation with bady wcight reduction, pointing out that one
of the most p undcr ad nutritional
conditions is (hc CNS.

4.1. Effects af the diet on postnatal expression of 5-HT
immunoreactivity in the rat brain

studics Iuve proved the ex-
istence of a fast in the Bic
mncrvauon on lhe fm 3 weeks after birth in the rat, and

the exogenous dict. It is in keeping with results reported
when using the experimcntal model on corn-based dict
which shows a reduction of DNA, RNA and protcin con-
tent, mainly in the brain stem and from day 21 PND (da!a
not shown). it well with the

in content of S-HT and 5-HIAA reported in the brain stem
using the same modcl of protein and TRY restriction as
the onc uscd in this work (

). These
neurochemical results differ from those reported by other

nulhols (¢
). who find an incre-

men! in the content of 5-HT and S-HIAA in malnutrition

bi ! that S-HT levels
rapidly in lhc first 4-5 postnatal wecks of age (

). This was the d d in
the number of 5-HTir cells in rat raphe sysiem under normal
conditions in the present work, wnh an increment sct out at
birth, r ing its i 14 and 21 PND,
with a progressive diminishing from there on ( ).
This information suggests that in the brain stem aerolu'ler—

could obey to the experimental
i as well as to the
animal ages and to the ccrebral regmns smdlcd In thcse

terms one can lude that the b y of TRY for
5-HT sy is basi y required in the p of (hc
mphe and i in the i

developmental stages, and most pmbably on pn:naml stages
during the definition of its lypc also, as
d by other hy C

gic system development, two phases are identifi
the number of 5-HTir cells: (.) nn abund.-nl upmslon dur-

ing the first 2 wecks p with that
arca mu:gral dcvelopmen!. \wllh those acmwnetgnc compo-
nents particip in the of other arcas

receiving innervation from its ﬁbe's 4
). particularly the cerebral corex (

4.2. Role of 5-HT in brain development

Besides working as a ncurotransmitter
). 5-HT plays a uvphlc function during morpho-
and thus

iti in the i d.

of the targct tissues
and hippocampus ( mnervnu:d by scrotonergic fibers, and ukmg part in the
gct arcas mature, the expression is reduvced i of other
fnumber of S-HTir i ).
weeks of p 1 life. This Under TRY diti with a diminishi on
reporicd by S-HT synthesis in the CNS, some Y i
of try 5-h could take place ori to achi

posmaul week and a reduction at the 60 PND.

The prcsem work remarks that in CORN and HYP groups
the in the of 5-HTir cells is
similar 1o that of the Ch group. However, in the first two
groups and in & more significant way in the CORN group,
a more important reduction could be observed in the rostral

of!bosetugelmumetvuedby mo(onemcﬁben
( ). These might involve an incrcasc
in 5-HT uptake affinity and hyp "',ofS-HTrecep—
tors with the purp of di: the

wmm-ummms-mmm as it has

raphe nuclcei (rostral, i is, and is), which basi ly
project their fibers to ncocortical structures (

). while the raphe caudal nuclei
were less affected in their number of $-HTir cells, due to

the effect of in and TRY in the dict.
Caudal group develops carlicr than the nphe rostral group

C ) Alw in this model the

mother was j o i lhe still kwp-

rescrves to be d to her prod
Surning from second week and upa:nlly ﬁntn the third

been demonstrated in the brain stem ( ).
Lik i plastic ch have becn obscrved in neurons
receiving scrotomergic innervation. It is well known that

mcolnmgﬁmnmevom‘lnphenncklmdemjor

to the end h np
C
). D-t.ll‘mmourubon
tory show an i itic spines in

tbepyrunuhlwlllofthcwefontnl eeﬂ:bnlconcxmboth
the rats fed with a dict restricted in TRY (

). and under coaditions of selective phar-

ical lesion of the dorsal raphe nucieus in rats

wcck of posmatal life, when the pro-
quire their hologi the

mphe rouul components seem to be more susceptible to
protein md TRY resmcuon. because during the.e lugu
they ly d on the d by

C )-

The aforementioned points out that TRY vasiations on the
diet affect lhc availability of S-HT with d.-nnp in the CNS
which is involved in development and
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maturing processes of the raphc system itself and the arcas
innenvated by their fibers.
Side cffccts to the reducuon of S-HT duc to a diminish-

Cintra, L, Granadox, L., Aguilar, A., Kemper, T., DeBassio, W., Gallcr,
). Margane, P, Durin, P., Diaz-Cimrs, S., 1997. Effects of prenatal
protcim malnatrition on mossy fibcrs of the i
rats of four age groups. Hippocampus 7, 184-191.

Datiche, F., Luppi, P, Cattarclli, M. 1995. Serotoncrgic and
non-scyoloncrgic frojections from the mphe nuclkei ©© the pitiform
cortex of the rat: a cholera toxin B simnit (Ctb) and 5-HT

mg ol‘ that indol: P might be related
to distur onb i i i where 5-HT is
involved ( ). This ncumuans-
mitter is dircctly related to sleey ke cycles, dep

diti icty, feedi pain and scxual behav-

iors ( ). Ther-
apeutic ndmumslmuon of 5-HT and S-hydroxytryptophanc
has d its effc in the of some of
these disorders (

In conclusion, restriction of TRY on the dict when the

ilability of this i nm|no acid is reduced during the
CNs d ] d in 5-HT synthcsi
with a diminution of S-HIAA levels in the brain. This may
dectermine the alteration in both, the growing and maturity
processes in the raphe systcem areas in rostral nuclei mainly,
and in the regions innerved by |.he|r aerve fibers. The cffect
over these regi and its fi cannot be
asserted from the present work and reqmr: further inves-
tigation. Also, morc work is nceded to discern the role of

ical study. Brain Res. 671, 27-37.

DcBassio, W.A, Kemper, T.L.. Galler, J.R., Tankiss, J., 1994. Prenatal
malnutrition cffect on pyramidal and gramule cell generation in the
hippocampal formation. Beain Res. Bull. 35, 57-6).

Del Angzl, A, Beas-Zinte, C., Mok, A., 1989, Effocts of com fed
and prokin reswiction on et cerchellom and brmin stemn marturstion.
Nutr. Rep. Int. 40, 1192-1206.

Del Angel-Mcza, A.R., Remirez-Cortés, L., Otvers-Contés, E., Pércz-Vegs,
M.1., Gonzilcz-Burgos, L., zum A syplophan-deficient com-bascd
diet induces plastic n cercheliar carvex celis of rat offspring.
Int. J. Dev. Neuroaci. 19, «7—451.

. 1981 comtrol of brsia serutonin syntheais:
ior. In: lacobs, B.L., Gelperin, A.
or. MIT Press, London,

.. utricnt suppiements modify brain function?
4. Clim. NW 71, 1669S-I67IS

Femstrom, J.D., Hirsch. MJ., 1977. Brain scrotonin ryntu:r reduction
in rats. J. 28, &77-

malnutrition and panticularly TRY restriction in the
of 5-HT ncurogencsis.
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