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RESUMEN

En las (1timas decadas se ha dado un gran interés a la investigacién en el
drea de la nutricidn, principalmente al aspecto de ia deficiencia de nu- -
trientes en la dieta y el efecto que produce en el organismo, con este fin
se han trazado diferentes estrategias para su estudio y una de ellas consi
derada muy importante, conocer las alteraciones provocadas por la falta de
proteina a nivel del sistema nerviosos central dado su carécter.integra—
dor, de esta forma se pretende encontrar las relaciones anatomo-fisioldgi-
cas de ‘las modificaciones mds sutiles en las células nerviosas; 1os méto-
dos para producir desnutricién pueden variar, pero el objetivo es el mismo,
encontrar las. relaciones entre causa y efecto, existen muchos otros grupos
de investigacidn que trabajan en aspectos bioquimicos, fisiolégicos.y con-
ductuales, con este panorama es probable en un futuro préximo establecer -
Tos perfiles nutricionales dentro de Tos cuales el sistema nervioso cen- -
tral alcanza su desarrollo més Gptimo; pues se ha considerade que en deter
minadas fases del crecimiento, la falta de proteina provoca dafios que son
permanentes y, por consiguiente, posibles deficiencias intelectuales y con
ductuales en humanos.

Se sabe también que los animales desnutridos presentan elevacién de las --
aminas biogénicas, principalmente 1a serotonina. En base a estos hallaz-

gos, el objeto del presente trabajo, fue el estudio morfdmétrico mediante

la técnica de Golgi rdpido de las modificaciones neuronales ocurridas en -
las células del niclec rafe dorsal, en animales desnutridos pre y posnatal
mente con una dieta 6% de caseina en tres edades diferentes. Los resuita-
dos mds sobresalientes, del estudio en general, fue observar que los anima
les desnutridos muestran una tendencia a reducir sus pardmetros celulares,
con excepcion de la densidad de espinas dendriticas y somiticas, incremen-
tadas en los tres tipos celulares que configuran al nicleo; este pardmetro
fue el mds alterado a la edad de 220 dias en las células multipolares pre-
sumiblemente productoras de serotonina, del presente estudio se puede con-
cluir, en general, que las células del nicleo rafe dorsal ‘en los animales

desnutridos presentan un patrén de desarrollo diferente al de los animales



control, reflejado por el aumento en la densidad de espinas dendriticas, -
pudiendo ser &ste un mecanismo adaptativo del animal desnutrido como res-
puesta a la deficiencia de nutrientes.



INTRODUCCION

El estudio del sistema nervioso central, (SNC) es un -campo de investiga--
cién tan antiguo como complejo, pero solo -hasta finales del siglo XIX se.
le ha podido estudiar de manera sistematica y ello se debe al avance de -\\\
nuevas técnicas de investigacidn y tecnologia disponible. Durante las il
timas décadas el estudio del SNC se ha enfocado desde los puntos de vista
anatémico, bioquimico y fisioldgico. Asi,\g] SNC se le divide en: cere-
bro, cerebelo, tallo cerebral y médula espinal, estas estructuras se en-
cuentran complejamente coordinadas’y cada una &é\QIIas estan constituidas
por fegiones 0 zonas que contienen grupos neuronales \pecfficos y no es-
pecificos para una determinada funcidn. ‘\\\

En América Latina, Africa y Asia , viven millares de nifios, con disten- -
sion abdominal, mejillas enrojecidas, piel dspera y manchada, pelo desco-
lorido y sin brillo, estos sintomas se presentan por la falta de alimenta
cién adecuada, a esta enfermedad se le 1lamo "Kwashiorkor" y va acompafia-
da por lo general de pérdida de apetito, diarrea, el higado aumenta mucho
su tamafio, poco después caen en una apatia profunda y que se interrumpe -
s6lo por ataques de irritabilidad, en su mayoria estos nifics mueren. --
Otra enfermedad similar que se da por falta de proteina y calidad de la -
alimentacion que se presenta muy comunmente, como una desnutricién croni-
ca es la 1lamada "Marasmo", siendo una enfermedad muy grave y extendida -
en el mundo actual ya que es causa de un alarmante indice de mortalidad -
entre los nifios de las sociedades preindustriales.

En las Ultimas décadas se ha dado interés a los efectos que la desnutri-
cion causa en el organismo principalmente en el sistema nervioso central
(SNC). Desde los estudios de Sugita (1918), se han realizado numerosas -
investigaciones sobre los efectos de la desnutricidn durante el periodo -
del desarrollo cerebral en los roedores. Algunos investigadores han estu
diado los efectos que causa la desnutricion en animales como la rata, du-
rante 1a fase de lactancia en la cual suceden cambios en el desarrollo, -
maduracion, migracion y diferenciacién, de los elementos neuronales, a es
te periodo se le ha denominado "perfodo critico" por Dobbing y Sands (1971),
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dadb que durante esta fase el efecto de 1a desnutricidn suele ser més.seyg

ra, tal como lo indican los estudios sobre la cantidad de DNA (indice del

nimero ‘de células que contiene el cerebro), 10 que permite observar, el --

) crecimiento. de las estructuras cerebrales, 1as que a su vez estdn 11m1ta-

rdas en todos sus casos, en los an1males desnutridos, segin Flsh‘y H1n1ck -

. {1969). Esto concuerda con los estudios de Cast1]1a y Cravioto (1979), -- (%’””’
quienes trabajando con nifios desnutr1dos, encontraron en determinaciones -

del DNA, RNA y proteinas, que las diferenéiés mas marcadas corresponden a

- las deficiencia del DNA en un 50% o mds, en nifios con bajo peso al nacer,

los que ademds manifestaron tener desnutripén grave durante la época de --
lactancia; la respuesfa que se obtiene durante este periodo es que en la -

madre hay reduccion en la cantidad de leche disponible paré las crias, lo

que puede causar su desnutricidn y por ende, dafios perdurablies a largo pla

z0, en este sentido es de esperar que.los alcances que puede tener la des-

nutricion involucre al nivel de maduracion del SNC (Winick y Noble, 1966; S

Patel 1983).

La desnutricidn tiene un efecto dramdtico en el desarrollo dendritico de -
las células del cerebro, pero se ha observado que cuando existe desnutri-
cion prenatal y si al nacimiento se proporciona una rehabilitacidn nutricio

nal, muchas de las deficiencias son corregidas (Hammer y Marthens, 1981).

Katz y Davies (1982, 1983), observaron que tanto la desnutricidn como la -
deprivacidn ambiental producen reducciones en las dimensiones de las es- -
tructuras cerebrales, Patel (1983), mostré que la combinacidn de ambos in-
sultos producen los efectos mds dramdticos tanto anatémicos como bioquimi-

cos (Castilla y cols., 1979). Por otra parte, estos mismos estudios sugie
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ren que la estimulacion ambiental es capaz de contrarestar estos efectos.

En este sentido Mohan y Narashinga (1983), estudiando la adaptacidn al -- "
crecimiento de las ratas sometidas a deshutricidn encontraronque dicha re

lacidén en los animales desnutrides, fué proporcional a la restricidn de -

energia en la ingesta y que ademds provoca una reduccidon en el metabolis-

mo basal. La desnutricion y sus caracteristicas exactas en el humano va-

rian de situacidn a situacidn y 1a forma en que se presenta, es caracteri

zada por su naturaleza crénica, y la ausencia de wuna cantidad adecuada -

de proteina, as? como 1a calidad de ésta en la dieta es 1o que determina

su efecto sobre el organismo.

Utilizando un modelo de desnutricidn pre y posnatal, en donde se desnutre
a la madre cinco semanas previas al apareamiento, asi como la composicidn
de la dieta que es baja en proteina y alta en carbohidratos y grasas, in-
dudablemente constituyen un considerable estres metabglico en comparacion
con la dieta comercial para ratas, el periodo de prealimentacidn permite
a las hembras sistemdticamente establecer un equilibrio metabdlico antes
de 1a prefiéz, Morgane y cols., (1978), Resnick y cols., (1982), han apli-
cado este modelo en ratas provocando la desnutricidn pre y posnatal, y en
contraron en los animales desnutridos con 8% de caseina, que Tos cambios
producidos en el SNC de la rata se manifestaron como una elevacion de las
aminas biogénicas en todo el cerebro, y durante toda 1a vida del animal,
asi como la elevacidn del aminodcido triptéfano, precursor de la formacidn
de la serotonina.

Dias-Cintra y Col., (1981), estudiando los efectos de la desnutricidn pro
teinica con dieta 8% de caseina pre y posnatalmente, mostraron cambios -
en el nicleo rafe dorsal (NRD) en sus tres tipos celulares descritos. -
De lTos pardmetros medidos en cada una de las c&lulas, como las espinas -
dendriticas en las ratas control, presentaron un incremento significativo
entre los 30 y 90 dias de edad y un decremento entre los 90 y los 220 --
220 dias Dyson y Jones (1976), han reportado que 1a restriccién de la die
ta durante Ta gestacidén y la vida posnatal temprana tiene efectos sobre
la densidad de las sinapsis y sus contactos, siendo estos especificos pa
ra cada tipo celular.
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Cambios Metabdlicos por efecto de la Desnutricidn

Philbrick y Hill {1974), han mostrado que el efecto de una dieta con 5%
de proteina, suplementada con L-metionina se elevg el contenido de Glucd
geno del higado durante varias semanas y regresando a los niveles norma-
les a la 5a. semana, por otra parte encontraron también que en el nivel
de alblmina plasmatica fué normal durante tres semanas, después de este
lapso, el nivel empezd a declinar, esto refleja que se dispone de protei
nas de reserva de los cuales el organismo puede obtener durante 40 dias
después de la restriccidn de protefna segin Allison y Wannemacher {1965).

Otro factor que puede contribuir al retraso del desarrollo de hipoalbumi
nemia, puede ser el desgaste de tejido corporal asociado a Ta restriccidn
de Ta dieta (Coward, Whitnea y Lunn 1977), ademds la falta adecuada de -
proteina en la dieta dd como resultado un aumento en la absorcién intes-
tinal de aminodcidos y puede tomarse a 1o largo de 4 semanas de desarro-
Tlo (Wapnir y Lifshitz 1974).

Esto se puede considerar un periodo de tiempo suficiente para el ajuste

metab6lico a la dieta de baja proteina, el método propuesto en este tra-
bajo permite que se alcance un estado de equilibrio al instalar las die-
tas y alin en este modelo permite semejar las condiciones de desnutricidn
que se presentan en forma crénica en el hombre (Resnick y Col., 1982).

E1 efecto de estos procedimientos nutricionales en el estatus metabélico
de Ta madre resuita secundario pero para considerar el efecto en el feto
y en lactantes varios investiéadcres han postulado que el feto sobrevive
a Tos estragos de l1a desnutricidn en virtud de su acceso preferencial a
las reservas disponibles de proteina a expensas de los requerimientos de
la madre. Por lo tanto Rosso (1975) reportd que la dieta de restriccidn
proteica aguda resulta en una disminucién en la transferencia de amindci
dos de la sangre materna al feto esto puede servir para explicar algunos
de los efectos bioquimicos que han encontrado Morgane, P.J. y Col.{1978)
en las crias recien nacidas de ratas desnutridas.



Durante la fase de lactancia Mueller y Cox (1946) reportaron que el con-
tenido de proteina en la leche materna de rata fue afectado por cambios
en el porcentaje de proteina de la dieta, variando los niveles de protei
na de 4 a 50%, resultados similares fueron encontados en vacas, Perkins
(1932) y en humanos, Lindblad y Col. {1947) asT la cantidad total de le-
che disponible en las madres para amamantar a sus crias tubo un decremen
to significativo; por este motivo-l1a cantidad total de proteinas presen-
te en la leche para las crias de madres desnutridas es baja tal como en
el modelo del presente trabajo.

Como podemos observar la desnutricion en el desarrollo de la rata causa
dafios caracteristicos al sistema neuronal, tanto en su nimero celular -
{Cuantificacidn de DNA) como en la composicidn (tipos ceiulares), las -
manifestaciones del desarrolio estructural y bioquimico cerebral son re
trazadas por la desnutricidn, esto es relevante sin duda dadas las posi
bles alteraciones en los patrones normales de coordinacion de sistemas
de transmisidn que causa a los procesos morfolégicos reflejandose en po
" sibles distorsiones causadas a la funcién cerebral.

Uno de los aspectos mas importantes para comprender 1a organizacién y -
funcidn de la formacién reticular (FR) incluida en el tallo cerebfa], -
ha ocupado la atencién de los investigadores en este campo, durante los
U1timos 30 afios, en particular del estudio del sistema monoaminérgico,

este sistema de neuronas no solamente se Te ha clasificado en base a un
criterio convencional de su morfologia neuronal, organizacidn nuclear y
conecciones, sino también a partir de los neurotransmisores que son pro
ducidos por las neuronas del sistema. En el cerebro de diferentes mami
feros se han identificado 4 tipos de neuronas monoaminérgicas por su --
fluorescencia de colores caracteristicos; células productoras de dopa-

mina, noradrenalina, GABA y serotonina, las neuronas de este sistema se
localizan virtualmente en el tallo cerebral, de la rata y otros mamife-
ros, para la identificacion de estas células los estudios cldsicos de -
Dahlstrom y Fuxe quienes en 1964, desarrollaron una modificacion a la -
técnica de histoflorescencia con resultados de alta sensibilidad especi
fica, estd técnica la utilizan para revelar la localizacidn de grupos -



especificos aminérgicos del tallo cerebral y mesencéfalo.

Los estudios de Andén y Col. en 1966 confirmarcn los hallazgos de Dahls-
trom y Fuxe, identificaron proyecciones eferentes del niicleo Rafe Dorsal
{NRD) hacia el niicleo Locus Coeruleus (NLC) 1o cual nos da una idea de -
la gran variedad de relaciones neurofisiolégicas que pueden tener estos

nicleos antagénicos puesto que se ha demostrado que el NRD es productor

de serotonina (Azmitia, E.C., 1978).

Danner y Pfister en 1980 estudiaron el NRD con la técnica de Golgi rapi-
do con el propdsito de encontrar alguna caracteristica optico]uminosé de
las neuronas de esta drea cerebral y diferenciaron 3 tipos que son: neu-
ronas tipo I o poligonales con espinas somdticas, las cuales pueden ser

equivalentes morfoldgicos de las- neuronas productoras de 5HT esto ha si

do corroborado por otros autores implementando diferentes técnicas de -

autoradiografia y de microscopia electronica (Dyson y Jones 1976, Felten
y Harrigan 1980, Descarries y Col. 1979, Klein, A.W. 1983), por métodos

de Histofluorescencia (Dahlstrom y Fuxe 1964, Felten y Harrigan 1980) y

por inmunohistoquimica (Tekeuchi y Col. 1983),

Las neuronas del tipo LI o fusioformes y células del tipo III o pirifor
mes que fueron identificadas como posbiles interneuronas a este respec-
to Steinbusch y Col. (1981) 1levaron a cabo un estudio del NRD y sus --
proyecciones combinando técnicas inmunohistoquimicas y de transporte re
trogrado mostrando que la citoarquitectura del NRD se encuentra formada
por células que reaccionan a pruebas de serotonina inmunoreactiva con -
fluorescencia positiva, y Serotonina inmunoreactiva con fluorescencia -
negativa, células inmunoreactivas a noradrenalina situada en los bordes
del ndcleo y células que sélo reaccionan a la fluorescencia negativa,
este mapeo nos indica que existen 4 subregiones celulares dentro del --
NRD ademds menciona que otros autores han encontrado células producte-
ras de neurotransmisores en el nicleo, tales como Dopamina, Noradrenali
na, GABA y encefalinas, con esto el NRD de 1a rata parece ser estructu-
ralmente mds complejo de lo que se habia supuesto (Felten y Cummins --
1979) asi, su participacién en las diferentes funciones cerebrales que
son facilitadas, reguladas 6 en las que intervienen, 1as neuronas del -
Rafe, no son una respuesta exclusiva a la actividad de la serotonina.



Organizacion y Citoarquitectura del Sistema del Rafe.

Por los estudios citoarquitectdnicos en el gato por Taber y Col. (1961)

se define a este complejo del rafe formado por 8 niicleos distribuidos en
forma caudo-rostral de la siguiente manera:

Nicleo rafe obscurus (NRO), Nicleo rafe Pallidus (NRP), Nicleo rafe Magnus
(NRM), Nicleo rafe Pontis (NRPO), Nicleo central supgrjor'o medial (NRCS),
Nicleo rafe dorsal (NRD), Nicleo linearis caudalis {NLS), Nicleo linearis
intermedio (NLI). '

Los estudios de Dahlstrom y Fuxe (1964) definieron l1a presencia de neuro-

nas, este complejo rafe y las definieron como el grupo Bl al B9, asi para
el NRP como B1l, NRO como grupo B2, NRM como B3, NRPQ como grupo B5, NRD -
como B6 y B7, NRCS como B8 y BY. Los niicleos 1ihear caudal e intermedio
son considerados catecolaminérgicos y cokresponden al grupo Al0. Por mé-
todos inmunoquimicos usando anticuerpos y antagonistas, Takeuchi 'y Col.,

(1983), han descrito la distribucion de las neuronas serotonérgicas en el
tallo cerebral de l1a rata y del gato.-

Por estudios recientes, de Descarries y Col., (1979), se sabe que mas o
menos la mitad de la pobiacidn celular del NRD no posee serotonina, y --
estas células se encuentran en las mismas regiones en donde se localizan
las serotonérgicas. ’

Patrones de proyeccion del NRD:

Cinco sistemas de fibras del NRD se han descrito 1) patron dorsal ascen-
dente palecestriatal; 2) patrdn ascendente medial; 3) sistema ventral as
cendente ¢ mesolimbico; 4) proyeccidon descendente hacia LC; 5) patrdn --
bulbo espinal descendente.

Las proyecciones del complejo del rafe se han identificado con histofluo
rescencia por Felten y Cummins (1979) y Azmitia (1978), y sus conecciones

serotonérgicas se les ha involucrado en numerosas funciones entre las que
se encuentran; el ciclo suefio-vigilia, la actividad motora, la supresidn
del dolor agresividad, actividad sexual, funciones enddcrinas entre otras.
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Interawral 1.3mm

Bregma -1.0mm

Fig. 1A.- Localizacidn de NRD en las coordenadas estereotaxicas en don-
de se efectuaron las mediciones, abreviaciones: DPC, Decusa-
cion del pedinculo cerebeloso; FLM, fasciculo longitudinal me
dial; NT nicleo trigemino; SGP substancia gris periventricu-
lar; CINF, coliculos inferiores; CX0, corteza occipital; AC,
Acueducto




Localizacidn de! Nicleo Rafe Dorsal (NRD)

E1 NRD es el mds grande de los niicleos del complejo del rafe. Se encuen-
tra localizado en la parte dorsal del Tegmentum pontino y en la parte cau
dal del tegmentum mesencefdlico. Se extiende desde el nivel anterior ---
1,400 al posterior 2,000 segiin el atlas de Steinbusch, H.W.M. (1982), y -
seglin el atlas de Paxions y Watson (1982) en 1a 1inea interaural 2.2mm a
0.8mm anterior y Bregma a 6.8mm. El .nlcleo se situa dorsal al FLM y ven-
tral al cuarto ventriculo y al acueducto cerebral. Anteriormente se en-
cuentra bordeado por el nicleo de Edding Westphal, y caudalmente se extien
de-hacia el nivel del polo rostral del niicleo tegmental dorsal de Gudden.-
“La porcién dorsal del niicleo se extiende en abanico lateralmente dentro -
de la GP al nivel del niicleo troclear, y un grupo ventromediai, uno dorso
medial y dos alas bilaterales de cé&lulas.

La otra parte del niicleo es un conjunto de células situadas cerca del pla
no medial. En varios pianos, sus bordes son'distintivos y en otros las -
células forman masas que se confunden con otros grupos de células, esto -
sucede en el borde del branquium conjuntivum y en los bordes dorsaies de
las alas lateraies, y en la porcidn dorsal en donde alcanza a la substan-
cia gris.

Con el objeto de establecer las bases que permitan comprender las implica

ciones funcionales de los efectos producides por la desnutricion principal
mente proteinica en la fase posnatal dei desarrollo cerebral en las ratas,
se han estudiado algunos de los efectos anatdmicos, atgunos de ellos apa-

rentemente irreversibles que han constituido uno de los mayores problemas

para evaluar ias alteraciones de los mecanismos funcionales del cerebro.

OBJETIVOS.

E1 presente trabajo constituye un intento para contribuir a esclarecer los

efectos de la desnutricidn en el SNC. Dentro de este contexto los objeti
VoS son:



1. Establecer el patrén morfométrico normal en las neuronas del
NRD en organismoé con dieta'de 25% de -caseina.

2. Comparacign del patrn morfométrico de los organismos desnu-
tridos Con una dieta del 6% caseina.

3. Interpretar los efectos causados y de ser poshile establecer
los correlatos anatomo-funcionales en animales desnutgidos y
normales, y en consecuencia comprender la regulacidn del sis
tema serotonérgico en funciones el ciclo sueﬁo-vigi]ia, en-
tre otros.

4, Continuar sustentando la h%pétesis de que si existe deficien
cia proteinica, entonces habrd modificaciones importantes en
el SNC.

MATERIAL Y METODOS

tos procedimientos utilizados para la alimentacidn y la crianza de anima-
les, que son privados experimentalmente de proteina, con el fin de provo-
car una desnutricidon crdnica, se han desarrollado como un intento de simu
lar Tas condiciones alimenticias que prevalecen en las poblaciones humanas.

E1 uso de estos meétodos para implementar la desnutricidon, al suministrar
las dietas a las ratas reviste 4 aspectos importantes QUe cabe sefialar:

1. La dieta baja en proteina implantada (6% de caseina) se sumi-
nistra dentro de un periodo previc al apareamiento de los pro
genitores.

2. La deficiencia en calorias por falta de proteina se ha compen
sado con carbohidratos.

3. La dieta control (25% de caseina) y la experimental (6% de ca §
sefna) tienen un alto contenido en grasas. ;

4. La administracion de la dieta se inicia cinco semanas previas ;
al apareamiento y se mantienen durante: gestacion, lactancia i
y vida de cada sujeto experimental.
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TABLA 1

COMPOSICION Y PORCENTAJE NUTRICIONAL DE LAS DIETAS

COMPONENTE 2531 CASETNA 6% CASETNA | COMERCIAL
PROTEINA 21.8 53 26.3
GRASA 154 15.0 7.1
CARBOHIDRATO 50.9 68.9 42.9
SALES o 4.7 4.0%* 3.5
VITAMINAS 10 1.0 0.3
AGUA 2.2 1.2 9.6
COMPONENTE NO NUTRITIVO

(FIBRA) 4.2 42 10.3
KCAL/g 4.3 4.3 3.0

* Complementacion con L metionina (0.4%) debido a la ausencia de este
aminoacido escencial en la caseina.

**  Complementacidon con fosfato de calcio monobdsico (0.6%) y carbonato

de zinc (0.001%) a la mezcla de sales en esta dieta para mantener -
estos minerales a niveles encontrados en otras dietas.
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Las dietas utilizadas varian en el porcentaje de proteina y su composiciodn,
como se describe en detalle en la tabla 1. Las caracteristicas mds sobre-
salientes de la composicion de las dietas experimentales son:

1. Isocaléricas
Tienen alto contenido en grasas -

3. .la caseina se utiliza como fuente de proteina en las dos
dietas. '

4. Estan suplementadas con L-metionina debido a que 1a caseina
es deficiente en aminodcidos sulfurados.
Tienen menor cantidad de agua que el producto comercial.
La dieta baja en proteina (6% de caseina) es marcadacon --
colorante inerte, verde obscuro para diferenciarla de la -
dieta control color amarillo. .

Las dietas se obtuvieron del laboratorio proveedor en polvo y a pe-sar de
que tienen poca cantidad de agua, el alto contenido en grasa insaturada --
(aceite de mafz) les da una consistencia blanda 1o cual hace imposible la
elaboracidn de croquetas. Se administraron en cantidades suficientes en -
las cajas de malla de alambre por medio de un surtidor.

E1 material bioldgico para el presente trabajo se obtuvo de ratas hembras
virgenes de la variedad Sprague Dawley de los .laboratorios Charles - River
Co., las ratas hembras iniciales con un peso corporal de 175-200 grs. co-
rrespondiendo a la edad de 50 dias, se distribuyeron 4 ratas por caja y --
fué Tibre su acceso al agua y a la dieta respectiva, cinco semanas previas
al apareamiento, las cajas donde se colocaron, midieron 28 X 46 X 31 cm. y
en la base se colocd una charola con una capa de aserrin aproximadamente -
de 3 a 5 cms., el cuarto de la colonia se mantuvo en 12 hrs. Tuz y 12 hrs.
obscuridad a una temperatura de 22° C * 3° C durante todo el tiempo. Los
machos de 325-350 grs. de peso fueron alimentados con la dieta respectiva
una semana previa al apareamiento y se dispuso 1 macho por 3 hembras en -
cada caja durante 10 dias permanecieron juntos y para determinar el dia -
de prefiéz se examinarion frotis vaginales diariamente para detectar esper
matozoides, al décimo dia los machos fueron separados y para el dia vein-
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tiuno después del apareémiento las hembras fueron puestas cada una en ca-
Jas de plastico de 23X 46 X 21 ¢an. y se revisaron diariamente a las 12 -
hrs. durante los dias siguientes hasta el momento de los nacimientos. El
sexo se determing por la distancia éhal-uretra], tratando de que cada una
de las poblaciones alimentadas con la dieta respectiva'fueran mas homogé-
neas, se escogieron los neonatos nacidos en el mismo dia para cada dieta
y en un recipiente se mezclaron cuidadosamente, luego al azar fueron se-
leccionados cuatro machos y cuatro hembras neonatos, de esta manera las -
camadas quedaron estandarizadas a 8 crias por hembra durante los cuatro -
dias siguientes las crias no fueron pekturbadas y en el transcurso del pe
riodo de Tactancia el aserrin de las cajas fué cambiado dos veces por se-
mana asi como las dosificaciones de agua y revisién de la cantidad de ali
mento para que en todo momento fueran suficientes, en los dias previos al
destete las crias tuvieron 1ibre acceso a las dietas respectivas, con que
fueron alimentadas las madres en la fase de gestacidn y lactancia.

La cual se administrd a cada uno de los grupos de ratas durante el resto
de su vida siguiendo con el paradigma .propuesto por el Dr. Morgane, P.J.
y Col. 1978, Resnick y Col. 1979 y estudios previos sobre efectos de 1a
desnutricion en los niicleos Rafe Dorsal (NRD) y el locus coeruleus (NLC)
Dfaz-Cintra y Col., 1981, Cintra, L. y Col. 1982.

Al 1legar el dia 21 postnatal 1a madre fué separada de la camada y elimi-
nada del estudio, después los neonatos fueron separados, las hembras de -
los machos para evitar la cruza de esta forma, una vez que 10s machos al-
canzaron la edad requerida (30, 90 y 220 dias) fueron preparados para la
obtencidon de cortes histdlogicos cerebrales como sigue:

Para anestesiar a las ratas jovenes de 30 dfas se les administrd un dosis
de hidrato de cloral a razén de 350 mg/kg de peso con una concentracidn -
de 30 mg/ml para los animales de 90 y 220 dias una dosis de pentobarbital
sodico de 55 mg/kg de peso la inyeccion se efectul intraperitoneal segin
Morest y Morest (1966), una vez anestesiados los animales fueron prepara-
dos para la perfusidon del cerebro por via intracardiaca se dispone de dos
botellas de 5 1itros cada una y una de ellas se llena con formalina 10% -
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amortiguada a PH 7.2 preparada de l1a manera siguiente:

Formalina 37% ' o 100 ml
" Fosfato de sodio monobdsico L ’ 4 gr
Fosfato de sodio dibdsicoanhidro ' 6.5 gr
Agua bidestilada L e _900m

la otra botella contiene solucidn salina

Cloruro de sodio ) R ' 127.5 gr

Agua bidestilada : ' o 15 1t

Las ‘dos botellas estan conectadas con una 1lave de entrada doble y salida
inica a ésta, se conecta un sistema de venclisis "Veno pack" y se ajusta
el goteo a 170 gotas por minuto. Se procedid entonces a montar al animal
en la tabla de diseccidn y se efectud una incisidn en 1a zona ventral en
la linea media por debajo del cartilaéo xifoides, se cortd el externdn y
se posicionan las pinzas retractoras para separar y exponer el corazén el
cual se tomd del dpice con pinzas hemostdticas para hacer la perfusion, -
la aguja de la venoclisis se introdujo en el ventriculo izquierdo, se hi-
zo pasar la solucidn salina para lavar y al momento se cortd la auricula
derecha para drenak, se dejé aproximadamente de 1 a 3 minutos, luego se -
hizo pasar l1a solucidn de formalina al 10% para fijar el tejido cerebral
por espacio de 5 a 10 minutos hasta gue en las extremidades, la lengua,
Ta nariz y las orejas del animal tomaron un color blanco, después se deca
pité al animal y la cabeza se coloc en un frasco con solucidn de formali
na amortiguada y se dejd por espacio de 24 hrs. Transcurrido este tiempo
el cerebro se removié por medio de una craneotomia, entonces se seleccio-
nd la zona del tallo cerebral para el estudio obteniéndose pequefios blo-
ques de tejido nervioso cuyo tamafio no excedié de 4 mm. por lado, ensegui
da se procedid a tratar los bloques con la técnica de golgi rdpido modifi
cada por Diaz-Cintra, S., y Col., (1981) como sigue:
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Los bloques obtenidos se pasaren a una solucidn de Dicromato de Potasio al

4.5% en solucién buffer PH 7 por espacio de 5 hrs. aproximadamente {por fi

Jac1on) después 1los bloques fueron transferidos a una solucidn (que se pre
pard at momento de usar) que contiene 1 parte de dcido Osmico al 1% por 4
partes de dicromato de potasio al 4.5% en esta solucidon los bloques perma-

necieron de 6 a 12 dias, después se procedid a la diferenciacidn con nitra

to de plata al 0.75%'por una hdra, se efectud un cambio de 1a misma solu-
cion y se dejaron por un espacio de 18 a 24 horas después de este tiempo -
los bloques tefiidos y diferenciados se lavaron con agua destilada y con un
pincel fino se 1impid el exceso de cristales que se formaron en las super-

ficies de los bloques una vez efectuado 1o anterior se procedié a la deshi

dratacién con alcoholes etilicos graduados {50%, 70%, 80% y 95%) se-hicie-
ron dos cambios cada 30 minutos en cada alcohol, prosiguiendo con dos cam-
bios de alcohol etilico absoluto de 1 hora cada uno, al término de la des-
hidratacién se procedié a 1a inclusién en nitrocelulosa de baja viscosidad
(1a nitrocelulosa en escamas se disolvid segin el porcentaje requerido en

una solucion 50:50% de éter anhidro y etanol absoluto) como sigue: cada --
bloque fue puesto e- nitrocelulosa al 1% durante 24 horas, transcurrido es
te tiempo el bloque se retird y se paso a otra concentracion y asi sucesi-
vamente 5%, 7% y 12% permanec1endo 24 horas en cada solucidon finalmente en
una concentracion de 30% se dejé por un tiempo de 48 horas, una vez que --

los bloques estan embebidos en nitrocelulosa, se colocaron en pequefios mol

des de plastico de 8 X 12 mm. y puestos en un desecador conectado al vacio
con el fin de extraer el aire contenido en el tejido y la nitrocelulosa, -
al terminar esta operacién los moldes son puestos en otro desecador que --
contiene cloroformo puro; en estos vapores se dejaron durante 12 horas pa-

ra su endurecimiento, después de separados los moldes y la nitrocelulosa -
con el tejido incluido se procedié a cortar en el microtomo de deslizamien

to marca Leitz para obtener los cortes frontales del tallo cerebral donde
se localiza el NRD, se efectuaron cortes entre 100 a 160 micras de grosor
para contener a las neuronas completas ya que estas miden mas de 100 mi- -
cras, las preparaciones fueron ohservadas con un microscopio de luz marca
Zeiss usando porta objetos y cubreobjetos de éptima densidad asi como un -
montaje que ayuda a tener una mejor resolucion del microscopio a pesar de
1o grueso del tejido se utilizé un objetivo planapocromdtico de inmersidn
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40 X, los cortes se encontraron dentro del limite de observacidn ya que el
microscopio pénnite como mdximo hasta cortes de 200 micras de grosor {Cin-
tra, L. y Col. 1982). La colecta de los cortes se efectud en recipieﬁtes
de plastico con 50 divisiones conteniendo alcohol etilico al 70% y siguien
do una correcta seriacibn, cada corte se deshidratd én alcoholes etilicos
graduales 50%, 80% y 96% alcohol etilico absoluto isopropilico, por un es-
pacio de 20 minutos en cada uno al término, se procedio al aclaramiento de
los cortes en aceite de terpinol de 20 a 30 minutos, déspués se pasaron a
xileno y se hicieron dos cambios de 5 minutos cada uno; finalmente los cor
tes seriados fueron montados con resina permount en porta objetos de 77 X
53 X 1.7 mm' y cubreobjetos de 48 X 60 mm. una vez obtenidas las preparacio
nes estas fueron seleccionadas para el estudio cuantitativo.

Considerando los cortes que involucran el NRD; los Timites de este niicleo
y su area fueron delimitados de acuerdo a estudios pfevios (Fe]ten,'y -
Col. 1979 y Diaz Cintra y Col. 1981) asi como los tipos celulares (Cintra,
L. y Col. 1982) las mediciones de cada célula se efectuaron con el objeti-
vo 40X usando reticulas oculares micrométricas calibradas, la observacidn
se 11evd a cabo con iluminacidn Kheler y condensador de campo. Para e]veg
tudio se dispuso de 10 animales por edad (30, 90 y 220 dias).

Por cada condicion experimental {25% y 6% dieta de caseina) que hicieron
un total de 60 animales, de los cuales se obtuvieron e]nsiguiente niimero -
de células: 35 fusiones, 40 multipolares y 25 ovoides, es decir 100 c&lu-
las por edad y por condicién experimental 1o cual hizo un total de 600 neu
ronas para el estudio. Para cada neurona se determinaron los siguientes -
parametros (1) eje mayor y menor del cuerpo celular, (2) nimero de espinas
perisomdticas {3) nimero de dendritas primarias y secundarias (4) extensin
linear de la dendritas primarias y secundarias (5) didmetro de las dendri-
tas primarias y secundarias en el punto medio de su extensign linear (6) -
nimero de espinas dendriticas primarias y secundarias a lo largo de un seg
mento de 50 micras. Los 6,600 datos obtenidos de esta manera fueron proce
sados estadisticamente en una computadora PDP11 de sistema de disco inte--
ractivo de andlisis bioestadistico (SIAB)} y se aplicd la prueba paramétri-
ca de "T" student para los parametros 1, 4 y 5 y 1a prueba no paramétrica
"U" de Mann Whitney para los parametros 2, 3 y 6. La interpretacidn se ba
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“s6 en 1a determinacidn de la significancia estadistica entre los dos gru-
pos eipérfmentales (25% y 6% de caseina) asi como entre los diferentes -
grupos de edad 30, 90 y 220 dias, los resultados se presentan en las ta-
blas y graﬁ cas que a continuacion se analizan.
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“RESULTADOS.

E1'NRD fué estudiado en ratas macho en tres edades {30, 90 y 220 dias) un
grupo normalmente nutrido con una dieta de 25% de caseina considerado con
trol y un grupo experimental desnutirido con una dieta isocaldérica de 6% -
de caseina. ’ e

Por estudios previos, se sabe que el NRD, estd formado por tres tipos de
células reticulares y que han sido clasificadas como fusifofmes, multipo-

“lares y ovoide, cada tipo celular se estudid morfométricamente en 11 paré
metros {eje mayor y menor, densidad de espinas somiticas, nimero de den-
dritas primarias y secundarias, extension linear dé las dendritas prima-
rias y secundarias, diametro de las dendritas primarias y secundarias y -
nimero de espinas dendriticas primarias y secundarias). Los resultados -
obtenidos se muestran en las tablas I, II, IIT y IV y en las figuras 1-6
que ha continuacidn se describen.

Las células fusiformes, {tabla I), de-los animales experimentales presen-
taron cambios significativos respecto a los controles solo en los siguien
tes parametros: las espinas somdticas se incrementaror a bs 220dias, el -
nimero de dendritas primarias'pfesentaron una disminucidn a los 90 y 220
dias. ET grosor dendritico, se encontrd aumentado en las dendritas secun
darias a los 30 dias y disminuido a los 220 dias, asi como el de las den-
dritas secundarias a esta misma edad. En la extensidon linear las dendri-
tas primarias, se decrementaron a los 220 dias y las secundarias a los 30
dias. E1 nlmero de Tas espinas dendriticas mostrd incrementos altamente
significativos a los 220 dias en las dendritas primarias y secundarias.

Las células multipolares (tabla II), del desnutrido mostraron un cambio -
significativo en el eje menor a lTos 90 y 220 dias de edad. Las espinas -
somdticas, de las dendritas primarias se decrementaron significativamente,
a Tos 90 dias en tanto que a los 220 dias se incrementaron. ET nimero de
dendritas secundarias en el desnutrido se observé incrementado a los 220

dias de edad. EV grosor dendritico, de las dendritas primarias del desnu
trido se decrementd significativamente a los 220 dias, en tanto que las -
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TABLA 1

EFECTO DE UNA DIETA BAJA EN PROTEINA 6% DE CASEINA EN LAS CELypas FUSIFORMES DEL NUCLEO RAFE DORSALIS EN RATAS DE TRES EDADES

¢ 30, 90 y 220 dias).

NUMERO BE EJE WAYOR EJE WENOR ESPINAS NUMERO DE TOTAL E STAMETRO DE EXTENSION NUMERG DE ESPINAS
CELULAS (MICRAS (MICRAS) SOMATICAS  DENDRITAS OENDRITAS __ LAS DENDRITAS LINEAR DENDRITICAS/SOMICRAS
P s P s P 5 P s
30 DIAS
CONTROL 25.89 14.04 4.1 2.74 3.0 70 1.99 1.58  288.26  177.05 8.69 7.53
35 +5.15 +2.83 +2.56 +0.61 +0.87 +0.37 +0.36 +89.18  470.28  +4.89 +4.27
EXPERIMENTAL 2444 13.75 4.80 2.71 3.43. 2.17 1.57  273.91 . 148.20 9.01 8.07
+6.37 3.30 +3.40 +0.67 +1.38" 70 +0.37 40,41  +84.55  459.29  43.82 +4.98
CONTROL Vs EXPERIMENTAL
% DE CAMBIO -6 % -2% -17% -1% 14% ¥ 49% -6% -5% ~16%k +h +7%
90 DIAS
CONTROL 25.99 14.83 5.03 3.11 2.74 70 2.03 1.62  297.42 180.75 10.46 10.23
35 +5,53 +3.77 +4.40 40.63 +0.98 +0.41 +0.38 +100.58  +81.04 +3.93 +3.91
EXPERIMENTAL 24.91 14.45 5.26 2.49 3.17 70 2.12 1.65 290.26 175.59 9.50 9.57
3.94 +1.78 +7.06 +0.56 +1.12 +0.35 +0.37 +84.80  +49.62 3.32 +3.92
CONTROL VS EXPERIMENTAL
% DE CAMBIO -4% -3% +5% ~20%k% +16%% +4% +2% -2% -3% -9% -6%
220 DIAS ‘
CONTROL 24.16 14.08 2.77 3.48 3.20 70, 2.49 1.49  337.63  164.42 7.83 .76
35 +4_32 +2.92 +1.65 +0.78 +1.60 +0.48 +0.33 + 87.03  +49.74 +1.61 2.34
EXPERIMENTAL 24.34 13.62 4.26 2.66 2.86 70 2.1 1.85 308.28 169.93 10.80 11.04
+4.66 +2.92 +2.09 +0.48 +0.91 +0.26 +0.21 +103.85 +57.44 +2.95 +3.26
CONTROL VS EXPERIMENTAL A
% DE CAMBIO +.7% -3% +545x -1 U4 FARER =9%x = 3% £38%%x 63wk

~23%khKk

)

£0.05%; PLO.0T#*; PLO,001%%* PARA PRUEBAS DE "T' STUDENT Y "U"™ DE MANN WHITNEY

éﬂ)ENDRITAS PRIMARIAS S=DENDRITAS SECUNDARIAS LOS RESULTADOS SON X*D.S.
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TABLA I

EFECTO DE UNA DIETA BAJA EN PROTEINAS & % DE CASEINA EN LAS CELULAS MULTIPOLARES DEL NUCLEO RAFE DORSALIS EN RATAS DE TRES

EDADES ( 30, 90 y 220 DIAS )

ESPINAS

NUMERO DE EJE MAYOR EJE MENOR NUMERO DE TOTAL DE DIAMETRO DE EXTENSION NUMERO DE ESPINAS
CELULAS (MICRAS) (MICRAS) SOMATICAS  DENDRITAS DENDRITAS DENDRITAS LINEAR DENORICAS /50 MICRAS
P s P S P S S
30 DIAS
CONTROL 24.15 17.32 4,00 4,33 3.70 80 2.12 1.64 305.17  176.33 9.56 7.68
40 +5.29 +3.60 +3.01 +0.66 +1.22 40,49 +0.36 +101.89 + 68.56 +7.37 +3.79
EXPERIMENTAL 25.30 17.80 4.25 4.55 4.80 80 2.15 1.58 288.22 138.26 7.59 7.43
+6.54 +3.95 +2.90 +0.75 +1.49 +0.32 +0.44 4+ 92.93 + 55.41 +4.57 +5.17
CONTROL EXPERIMENTAL
% DE CAMBIO + 5% 3% +6% +5% H30% kAR + 1% 1% ~6% ~R3%xrx  ~20%nk 2%
90 DIAS
CONTROL 24.82 19,43 5.60 4.20 4.05 80 2.15 1.72  197.53 288.53 10.99 10.44
40 +5.85 +4.60 +3.26 +0.76 +1.50 +0,39 + 0,37 +66.64 +67.94 4+ 4.59 + 4,29
EXPERIMENTAL 24,49 17.61 4.25 4,25 4.23 80 2.17 1.81  239.36° 209.67 9.59 11.25
+4.,45 _3.19 +2.68 +0,49 +1.25 +0.26 + 0.35 +479.96 471,60 4+ 4.27 + 5,50
CONTROL VS EXPERIMENTAL
% DE CAMBIO -1% ~9% ~24%% % +4% +.9% +5% -1% +11%% =13%* + 8%
220 DIAS ‘
CONTROL. 23.03 18.66 2.38 4.58 4.88 80 2.23 1.41 368.97. 159.56 7.56 6.81
40 +4.79 +3.71 +1.84 +0.64 +1.09 +0.53 +0.38 + 79.87 + 46.12 +1.81 +2.14
EXPERIMENTAL 22.55 15.86 4.65 4.40 4.40 80 2.05 1.80 311.68 167.55 10.65 11.05
40 +3.42 +3.23 +2.32 +0.67 +1.03 +0.17 +0.26 +109.51 + 49.16 +3.65 +3.77
CONTROL VS EXPERIMENTAL .
% DE CAMBIO -~ -2% -1 5%k 957 xx% 4% ~10% —8uk* H2BAwxk ~16%kxn  + 5 4 HV%kkr 4E2%xAx

P=DENDRITAS PRIMARIAS S-DENDRITAS SECUNDARIAS, LOS RESULTADOS SONX + D.S.

P&0.05%; P 0.01x%, P&0.001T%** PARA PRUEBAS DE "T' STUDENT Y "U" DE MANN WHITNEY



dendritas secundarias mostraron un incremento significativo. La extensidn
lineal, se decrementd sigdificativamente, en la dendrita primaria a los --
220 dias y en 1as'dendritas secundarias se decrementd significativamente a
Tos 30 y luego, a los 90 se incrementaron. El 4ltimo de los pardmetros es
tudiados, el nimero de espinas dendriticas de las ramas primarias en los -
animales desnutridos se decrementaron significativamente a los 30 y 90 dias
y en los 220 el incremento fué en las dos ramas primarids y secundarias.

‘Las células ovoides (tabla III) de los animales desnutridos presentaron po
cos cambios. E1 eje mayor y el menor se redujeron a los 90 dias, y luego
se incrementaron a los 220 dias, en esta misma edad el nimero de spinas so
maticas se incrementaron también. E1 ndmero de ramas primarias se redujo,
en los animales desnutridos a l1a edad de 220 dfas. E1 grosor dendritico -
se incrementd significativamente a los 220 dias en 1a dendrita secundaria.
El grosor dendritico se incrementd significativamente a lTos 220 dias en la
dendrita secundaria. La extensién lineal, se redujo, en la dendrita prima
ria a los 30 dias y aumentd en la secundaria a los 220 dias de edad. El -
(1timo pardmetro medido, el nimero de espinas dendriticas, mostré, en gene
ral, una reduccidn en el desnutrido a los 30 y 90 dias en las dendritas --
primarias y secundarias con respecto a los controles, a la edad de 220 --
dias ambas dendritas mostraron un incremento significativo.

La tabla IV muestra los porcentajes de aumentos y decrementos, relaciona-

dos con el factor edad, de los 11 pardmetros medidos en los tres tipos ce-
lulares estudiados, los animales control, mostraron un incremento signifi-
cativo en el eje menor de las células multipolares, entre 30 vs 90 dias y

Tas células ovoides mostraron un decremento significativo entre 90 y 220 -
dias, en ambos ejes, mayor y menor. Los animales desnutridos, presentaron
un solo decremento en el eje menor entre 90 y 220 dias de edad. Las espi-
nas somdticas, en los animales control, se incrementaron entre 30 y 90 --
dias y entre 90 y 220 dias presentaron un decremento, en las células fusi-
formes y multipolares y decrementos entre 30 y 90 dias y en las células --
ovoides entre 90 y 220 dias. Los animales desnutridos, mostraron cambios

entre 90 y 220 dias en las células fusiformes que fueron significativamen-
te decrementadas y en las ovoides incrementadas. E1 nlmero de dendritas -
en los animales control se incremento significativamente en Ta dendrita --
primaria entre 30 y 90 dias para las células fusiformes y entre 90 y 220 -
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TABLA 111

EFECTO DE UNA DIETA BAJA EN PROTEINAS 6 % DE CASEINA EN LAS CELULAS OVOIDES DEL NUCLEO RAFE DORSALIS EN RATAS DE
TRES EDADES ( 30, O~ y 220 DIAS)

NUMERO DE EJE MAYOR EJE MENOR ESPINAS NUMERO DE TOTAL OE DIAMETRO DE EXTENSION NUMERG DE ESPINAS
CELULAS (MICRAS) (MICRAS) SOMATICAS DENDRITAS DENDRITAS LAS DENDRITAS LINEAR DENDRITICAS/50 MICRAS
P S P ) S P s P ) S
30 DIAS
CONTROL 19.95 16.86 3.92 2.84 3.16 50 2.04 T 1.60 291.94 169.75 10.04 ?.04
25 +4 .84 +4,23 +3.39 +0.47 +1.28 +0.44 +0.34 +90.45 +76.56 +4.99 +4,48
EXPERIMENTAL 18.72 15.89 3.28 2.72 3.40 50 2.10 1.54 243.88 153,79 8.86 6.60
25 +4,23 +3.62 +2.44 +0.46 +1.04 +0.40 +0.39 +86.74 +66.30 +4.43 +4 .47
CONTROL VS EXPERIMENTAL )
% DE CAMBIO ~6% -6% -16% -4% +8% +3% -4% ~16%* -9% -12% w27 %xnn
90 DIAS
CONTROL 21.01 18.36 3.24 2.60 3.12 50 2.00 1.59 308.26 176.95 10.22 9.82
25 +4.19 : +4 .32 +1.27 +0.65 +0.88 +0.26 +0.39 +112.18 +81.47 +3.77 +3.93
EXPERIMENTAL 18.76 16.44 3.12 2.68 3.40 50 2.07 1.68 290,53 170.71 8,48 8.68
25 +3.21 +3.06 +1.81 +0.69 +0.91 +0.25 +0.37 + 97,50 +72.10 +4.13 +3.95
CONTROL VS EXPERIMENTAL ‘
% DE CAMBIO =-11%* -10%%* -47% +3% +9% +4% +7% -6% -2% =17 %xn ~12%
220 DIAS
CONTROL 17.84 15.18 2.24 3.12 2.84 50 2.04 1.33 274,85 250.22 .6.80 ) 6.12
25 +2.91 +3.13 +1.90 +0,60 +0.85 +0.38 +0.37  +76.26 +54.50 +2.34 +2.00
EXPERIMENTAL 19.31 17.16 4,40 2.56 2.56 50 2.01 1.82 290.52 156.82 10.88 10.74
25 +2.81 +2.31 +1.66 +0.58 +0.58 +0.11 +0.14 +83.96 +47.54 43,61 +3.03
CONTROL- VS EXPERIMENTAL ’
% DE CAMBIO +8%* +1 3 kkx 496k k% ~18% %% -10% -1% +37%kkx 6% F4AM KR FEDURkR +75%hnKk
N ‘ =

\) P=DENDRITAS PRIMARIAS S -DENDRITAS SECUNDARIAS, LOS RESULTADOS SON X * b.sS.

PL0.05+; P<O0.01**; PLD.001*x*x PARA PRUEBAS DE "T" STUDENT Y "U" DE MANN WHITNEY



TABLA IV

PORCENTAJES DE CAMBIOS RELACIONADOS CON LA EDAD (30, 90 y 220 DIAS) DE LOS I PARAMETROS MORFOMETRIGCOS EN LOS TRES
TIPOS CELULARES DEL NUCLEO RAFE DORSAL DE RATAS TRATADAS CON DIETAS DE 6X OE CASEINA Y 25 X% DE CASEINA

TIPOS DE CELULAS EJE MAYOR EJE MENOR ESPINAS NUMERO DE DIAMETRO DE EXTENSION NUMERO DE ESPINAS
(MICRAS) (MICRAS) SOMATICAS DENDRITAS LLAS DENDRITAS LINEAR DENDRITICAS/50 MICRAS.
P s P s P s P s
FUSIFORMES
CONTROL +4% +6% +23%k  H14Zk% -9% ~2% +3% +3Y% +2% +20%* +36%x
30 vs 90
EXPERIMENTAL  +2% +5% +10% ~ 8% -8% ~8% -2% 5% +6%%  +5% +10%
CONTROL ~7% +.06% =45%*%  H2%k* RS VALY AL RS} L S 1A 4 -9% ~25%*x ~B4 YRk
90 Vs 220
EXPERIMENTAL  -2% -6% -19% +7% -10% ~-5% +12%x* +6% -7% +14%% +15%%
MULTIPOLAR
CONTROL. +3% +12%* +40%%x =37 +9% % +5% -3% +7% +15%* +38%xx
30 v§ 90 .
EXPERIMENTAL  =3% -1% 0% -7% ~12%% +.9% +15%% - +2% +52Uhh k423U % +51%x%
CONTROL . ~7% -4% ~50%k*%  49Y* +20%*% 4% —BUnkk  +24Ukk  +15%kk ~31%kk <35%x%
90 Vs 220
EXPERIMENTAL  —B%* ~10%* +9% +4% +47% ~-6% -6%  +6% ~20%*x* +11%x ~2%%
OVOIDES
CONTROL. +5% +9% ~17%* ~-8% =-1% -2% -.6% 8% +3% +2% -6%
30 vs 90
EXPERIMENTAL  +.2% +3% -5% 2% 0% -1% +9% +19%* +11%x  +11% +32%
CONTROL -15%* ~17%* =31 %kk  420%*  ~9% +2% -16%%  =11%x ~14%  =33%kx ~28%*%
90 Vs 220 .
EXPERIMENTAL  + 3% +4% +41 %4k =SY -25%* ~3% _=8% 0% -8% +11% +24%*

M= DENDRITA PRIMARIA S= DENDRITA SECUNDARIA P&~.05% PL0.01+* PLD.00T#%x* PARA LAS PRUEBTAS “T" STUDENT Y "U" DE MANN WHiTNEY
W



dias, el incremento se encontrd en las dos dendritas, primaria y secunda-
ria en las c&lulas multipolares, a estas mismas edades las células ovoi-
des, mostraron aument0§ significativos s6lo en la dendrita primaria. Los
animales desnutridos presentaron en sus- células multipolares un decremen-
' to significativo del nimero de las dendritas secundarias entre los 90 y -
90 dias, y entre 90 y 220 dias, las células ovoides mostraron este mismo
decremento en ambas dendritas. El grosor dendritico, de las células fusi
formes, de los animales control, en la primaria, se encontré incrementado,
en tanto que las dendritas presentaron decrementos, y un aumento en la --
dendrita secundaria entre 90 y 220 dias de edad. Las células multipola-
res mostraron disminucién del grosor dendritico de las ramas secundarias
entre 90 y 220 dias de edad y los animales desnutridos disminucidn entre’
entre 30 y 90 dfas de las ramas primarias y secundarias. Las células --
ovoides en los controles, mostraron decrementos de la dendrita secundaria
entre 90 y 220 dias. La extension linear, en los animales control entre
90 y 220 dias se encontré incrementada en la dendrita primaria, particu-
larmente en las células fusiformes y multipolares, ademas estas Gltimas -
células presentaron un incremento de Ta dendrita secundaria. Los anima-
les experimentales, mostraron entre los 90 y 220 dias un incremento signi
ficativo de la dendrita secundaria en las células fusiformes, en tanto --
que las células multipolares mostraron incremento significativo de la den
drita secundaria entre 90 y 220 dias de edad. Las células ovoides, pre-
sentaron incrementos de las dos ramas entre 30 y 90 dias. En el dltimo
parametro medido del nimero de espinas dendriticas, se observd que en los
controles, sus ramas primarias y secundarias, se encontraron incrementa-
das entre 30 y 90 dias en las células multipolares y fusiformes y dismi-
nuidas significativamente entre 90 y 220 dias en los tres tipos celulares:
Los animales experimentales por el contrario entre los 30 y 90 dias mostra
ron incrementos en el nimero de espinas dendriticas en ambas ramas prima-
rias y secundarias en las células multipolares y en la ovoides, entre 90
y 220 dias hubo incrementos en las dos ramas primarias y secundarias en -
las células fusiformes, en las multipolares, solo las primarias y en las
células ovoides sélo en las dendritas secundarias.
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EIE MAYOR

Bl ¥

P

Fig. 2A.- Dibujo a Camara licida de una célula multipolar del NRD. Medi-
ciones: eje mayor y menor del soma. P, dendrita primaria en su
mdxima extensién, S, dendrita secundaria. Los paréntesis indi
can las 50 micras en donde se conté el nimero de espinas y los
asteriscos muestran el sitio en donde se midio el didmetro den
dritico. A, axdn. Rata control a los 220 dias de edad 400X.
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FIGURA 1. Efecto de la dieta. 25% de casefna (barra punteada) y
de la dieta 6% de caseina (barra blanca) se aprecia una pequefia
disminu.cidn en el eje de las células multipolares en lo¢s anima
Tes desnutridos a los 90 dias de edad.

También en las células ovoides de animales desnutridos a los 90
dfas de edad, el punto mds significativo se observa a 1os 220 -
dias una disminucidn en el eje de las c8lulas multipolares y -
Qvoides.

La célutas fusiformes no mostraron cambios en las 3 edades esty
diadas los datos a 1a X + el error estandar * PL0.05.
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NUMERO DE DENDRITAS

EDAD (DIAS)

FIGURA No. 2. El1 efecto causado por la desnutricidn con dieta -
isocalorica, 6% de casefna (barras blancas) en el nimero de --
dendritas a los 30, 90 y 220 dias, se observa un decremento en
el nimera de dendritas primarias en las células ovoides. La -
b3 + el error estandar * P€Q,05. ** P{0.01 *** PL0.0Q01.
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FIGURA No. 3. Efecto de la dieta implantada de 6% de caseina
(barras blancas) en compracién a la control de 25% de casefna,
en 1a extensidn linear como se ve a los 30 dfas en las células
multipolares y fusiformes presentan un decremento significati-
vo en sus dendritas secundarias, en las células ovoides a Tos~-
30 dfas hay un decremento, a los 220 dias en las células milti
polares se aprecia un decremento en la extensibn linear de las
dendritas primarias. ,

X + error estandar *P¢0.05 **P¢0,01 ***P¢0,001.
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FIGURA No. 4. Efecto de 1a dieta baja en proteinas 6% de ca-
sefna (barras blancas) en comparacidn con la del control 25%-
de caseina (barras obscuras), las células multipolares y fusi’
formes muestran en el didmetro de las dendritas primarias un-
decremento y a los 220 dias se observa un 1ncremento en las -
ramas secundarias para los tres tipos celulares X + error es-

tandar **P¢9.01 ***P<0,001.
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FIGURA No. 5 Incremento en la denstdad de espinas dendriticas
para los tres tipos . En la gr&fica se observa el celulares a
la edad de 220 dfas en respuesta al insulto de la dieta baja
en calorias 6% de casefna (barras obscuras) X + errer estan--
dar * PL0.05 ** P{0.01 *** pP¢ps,001,
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MULTIPOLARES

DENSDAD DE ESPINAS SOMATICAS

FIGURA No. 6. Efecto de Ya desnutricidn al administrar la die-

ta baja en protefna 6% caselna (barras blancas) y dieta control

259 de casefna {barras obscuras) se describe claramente una ten
dencia a incrementar el nimero a los 220 dfas en los 3 tipos ce’
lulares X + error estandar ** P<0.01 *** P<0.001
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DISCUSION

A 1a luz de los resul tados, se puede interpretar que las cé-
Tulas del ndcleo rafe dorsal»(NRD); stguen patrones heterogé
‘'neos en su desarrollo cé&lular durante la vida del animal. El
modeTo experimental, uttlizado en 1a presente tesis, en ra-
tas control nutridas con 25% de casefna, y las ratas desnutri
das pre y posnatales con dieta canteniendo 6% de casefna, nos
permiten comparar, por un parte el patrdn de desarrollo nqr-
mal de las células del NRD de la rata a tres edades diferen=
tes, y por otra parte cemparar este patrén normal con aquel
mostrado por los animales desnutridas, en las mismas edades.
Los resultados se discuten en t@rminos de Ta edad y el efecto
de la desnutricidn en cada uno de los tres tipos celulares -
del niicleo, ‘

En el presente estudio hemos encantrado cambtos en la estruc
tura de las dendritas y en la denstdad de las espinas dendrf-
ticas y samdticas que rebresentaran la entrada sindptica de =
las células nerviasas,

La desnutricidn pre y pasnatal produce efectos a larga plazo

en estructuras de reciente aparicidn filegenética como, cere-
belao, corteza cerebral y particularmente en las célulag pira-
midales cuyo desarrolle diferenciacion ocurre tempranamente -
(leuba y rabinowiez 1979 a, b.) as{ como tambitén en estructu-
ras filaogendticamente mis anttguas que se sabe su maduracidn
es prenatal, como es el caso del talle cerebral, bulbo alfato
rio e hipacampo, por otra parte serfa necesarie caensiderar -
en otrq estudio si el efecto que se produce selectivamente en
‘cada tipo de celular es suyceptible de rehabilitacidn para re-
cuperar el dafie causado por este tipo de desnutricidn, se han
hecho otras estudios de las c&lulas no piramidales de 1a cor-
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teza visual de la rata, utiltzande el mismo medelo de desnu-
tricidn y de cuantificacidn neyronal, en las mismas edades y
con 8% y 6% de casefna, Dtaz-Cintral y Cael,, {comuntcacidn -
personal) han encantrade un efecto contraric en la densidad
de 1as espinas dendrfticas en las células na piramidales cor
ticales (similares a las del NRD), este hecho pudiera rela-
cionarse en términos de la tnervacidn serotonérgica en la -
carteza cerabral, preveniente del NRD, estas proyeccignes ac
tGan sobre las cé&lulas no piramidales de la corteza para su
desarrollo y maduraci{én, y presentan un patrdn de maduracidn
diferente al mostrado por las células piramidales de la mis-
ma drea cortical (Lader y Col., 1982); el incremento que tie
nen las espinas dendrfticas y somdticas en el NRD como res-
puesta a la desnutricidn padrfa relacionarse como un posible
mecanismo adaptativo y podrfamos apoyar los hallazgos de o-
tros investigadores (Resnick y Col, 1978, Morgane y Col.1978},
que afirman haber encontrado elevacidn de la seratonina en 3
nimales desnutridos, entences, prqhablemente el aumento en =~
las espinas (entrada sindptica) demande mayor produccidn de
su neurotransmisor serotonina,

Otra efecto que podemos observar en las grdficas es que la -
tendencia en los animales controles es aumentar el niimero de
espinas a los 90 dfas y decrementarlas a los 220 dfas y en ~
los animales desnutridas el incremento se dd a los 220 dfas,
esto podrfa interpretarse, como un posible desfasamtento, en
tas curvas de crecimiento de las espinas dendriticas de los
animales desnutridos para confirmar este fendmeno serd enton
ces necesaria extender el estudio hacia edades mds tardias y
poder sugerir la pasible relacidn funcianal,
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Por otra parte podr{amos supgner que si la presencia de sero-
tonina es acosta de las protefnas de los tejidos periféricos,
_con l1a consiguiente reduccidn del tamafio del cuerpo y de su ~
peso, en una porporcién del 50 al 70% en estos animales desnu
tridos con 6% de casefna (forbes, y Col,, 1977) y esto explica:
un tanto como el peso cerebral no varfa mis de 10% a un 15% -
solamente, esto hace due»en relact6n al peso cerebral y el --
corporal, los animales desnutridos presentan una relativa ma-
crocefalia, ademis explica el porqué las madres desnutridas -
presentan la misma calidad de leche pero en menor cantidad -
(Muller y Cox 1947; Perkins 1932 Lindbland y Col., 1974) con-
duciéndo a una desnutrictdn a las crfas (Shoemaker 1971); en
este sentido, la importancia de este conocimiento, nos 1levard
al establecimiento adecuado de la dieta en madres gestantes.
para mantener el carrecte desarrollo cerebral de los fetos, y
garantizar su dptima functonalidad.

De acuerdo can Dobbing y Col., (1971-1973), el crecimiento -
mayor del cerebro de la rata es esencialmente posnatal y coin
cide con el perfodo de lactancfa. En el hombre, el crecimien
to y maduracifn cerebral, ocurren durante el tercer trimestre
de gestacidn y termina al final de los dos afies de vida. AsfT,
la desnutricidn de la rata, es comparable con la desnutricidn
durante los dos primeros trimestres de gestacidn en el hombre.
La desnutricidn durante la lactancia, en la rata, es compara-
ble con la desnutricidn al final del Gltimo trimestre de ges-
tacién y los das primevros afios de vida en el hombre. De esta
manera, la deficiencia, especialmente de proteina durante el
primero y segundo trimestre en la gestacidn en el hombre po-
drfa seriamente dafiar el desarrollo cerebral posnatal. Por

1o tanto, estos efectos nocivos de la desnutricidn en el hom-
bre, pudieran prevenirse a través de un adecuado aporte de -
protefnas durante este perfode de Ta gestacidn.
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_ ‘CO‘NCLUS IONES

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis,
se puede concluir lo siguiente'

II.

IT1.

IV,

E1 modelo de desnutricifn utilizado para el estudio se
implantd crénicamente (pre y posnatalmente) y es capiz
de modificar los patrones de desarrollo de las neuronas
en diferente forma y por tanto provocar cambios indivi-
duales en las diferentes poblaciones celulares.

Fué posible observar los cambios anatémicos por la des-
nutricidn en el ndclea rafe dorsal del tallo cerebral -
de la rata y considerar que las células de esta regidn
presentaron un patrdn de desarrollo diferente de las --
tres edades estudiadas; lo cual probablemente indique -
un desfasamiento en 1a maduracidn anatfmica del nicleo
y las neuronas que la configuran, faltarfa extender el
estudio a edades mds tempranas y mds tardfas para com--
probar estos resultados a la largo de toda la vida del
animal,

Las modificaciones en alguynos de los pardmetros no son
muy claros, en té&rminos de la entrada de informacidn, -
para el establecimtente de las diferencias del desarro-
110 entre animales control y desnutridos con el fin de
comprender la plasticidad del SNC y sus mecanismos de ~
adaptacidn-compensacidn para las diferentes fases de ma
durez cerebral.

En general los tpres tipes celulares del NRD presentaron
efectos heterogéneas y esto padrfa confirmar la posible
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subdivtstdn del mismo niclea, la cual se encuentra apo-
yado par trabajos de diferentes autores (Dahlstrom y =«
Fuxe 1964, Felten y Cummins 1979, Felten y Herrigan 198Q,
Steinbusch y Col, 1981, Descarries y Col, 1982) quienes
aftrman que existen subconjuntes celulares, en estes -
términos, podrfa hablarse de una diferencia anatdmica y
Functonal de las neuronas en el ststema,

Finalmente, en base a la compostcidn de elementos neurg
nales con diferente produccidn de neurotransmistones en
el NRD, pademos dectr que postblemente las alteraciones
anatémicas pueden acase correlacionarse con estudios -
neuroquimicos y fistoldgicos, ya que al observar los re
syltadas podemos notar que los efectos mds marcados se
presentaron en las células fusiformes y multipolares de
las que se tiene la certeza preducen naoradrenalina y sg
rotonina respectivamente y debido a que las células -~
ovoides no presentan cambios tan dramiticos, podemos apg
yar la tesis que dice, que estas neuronas sen funcional
mente interneurenas, '
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