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RESUMIEN

La maloutricion proteinica eronica en ratas produce cambios morfoldgicos v bloquimicos sobre el

sisterna nervioso central en desarrollo, en particular, ocasions diversas alteraciones en el fitmo

cireddico de ta conducta de consumo de agua v del ciclo suefio vigitia, que son regulados por el nicleo

supragquiasmatico (NEQ)) del hipotdlamo. El propdsito del presente

estudio fue evaluar los efectos que

produce la malnutricion hipoproteinica cronica (dieta con 6 % de caseina)  durante los petiodos pre- v

postnatal, sobre la distribucién del tracto retinohipotaldmico en el NSQ, en Ias dreas ocupadas por el

NSO, vy en sus zonas densa {rayor densidad de células 6 fibras) v en In a (fibras v odhulas

escasas), y deferminar en cads wna, fa distribucidn v el ndmero de célolas inmunoreactivas al peptido
prestinal vasoactiva (PLV), a la vasopresina (VP}, a la proteina dcida gliofibritar (PAGF), v a las filas
mmunereactivas a la serctonina y al newropéptido Y (NPY). Las comparzciones morfornétricas de

cada uno de los anticuerpos utilizados, se llevaron al cabo en secciones medizles del NSO de la rata

mache adulla, con la synda de un sistema digital de imdgenes. Las pruebas estadisticas de anova do

??é[?

wn via oy para grupos independientes fueron wsadas pars comparar diferencias entre el grupe
control y ef malnutride, el nivel de significancia se ajusté a p < 0.05. La malputricidn hipoproteinica
cronica, no atectd la distribucion de Jas fibras, las células 6 el drea ocupada por ¢l NSO, Sin embargo,
disminuyéd significativamente el nimero de céludas inmunoreactivas al PIV, ala VP, a la PAGE v a
fas fibras serotominérgicas. stos resuMados sugleren un sumento en el newropilo de los animales

malnutridos.  Ademds, [a malnutricion induce alteraciones diferenciales sobre grupos celulares v de

tibras especificas a large plazo. Por otva parte, es probable que existan mecanismos de compensacion
adaptativa involucrados  con ¢l mantenimiento de la integridad de la zona retinoreceptora,  Asi, las
alteraciones celulares especificas observadas on esle trabajo, podiian ester relacionadas con Jos

trastornos en la conducta ciredadics de consumo de agua v el ciclo suefio-vigilia reportados en suietos

miahnutridag,



SUMMARY

Chronic protein malnutrition in rats produces morphological and biochemical changes on the

developing central nervous systenn, producing several alterations in the cireadian theythim of deinking

behavior and that of the sleep-wake eyvele, that are rogulated by the suprachizsmatic nucleus (SCN) of
the bypothalamus. The purpose of this study was to evaluate the effects that produce clironic protein
malnwtrition (diet of 6% casein) during prenatal and postnatal development on the distribution of
retinchypothalamic tract inte SCN . iy the area by SCN, and in ity dense (increased number of celis ar
fibersy and  diffuse (decreased mumber of cells or fibersy  regions, and determine in each the

distribution and number of immunoreactive cells to vasoactive intestinal polypeptide (VIP), vassopresin

(VP), ghal fbrillar acid protein (GFAPY, as well as,  immuporeactive fibers io serotonin anl

newropeptide ¥ (NPY), Morphometric comparisons for each of utilized antibodies wore performed in
middle sections of the SCN of the adult male rat, using an umaging digital systemn. Statistical analysis
was made using the one-way analysis of variance (ANOVA) and the Student’s-test for independent
groups, with a significance level of p < 6.05. Chronic protein malautrition, does pot affects the
distribution fibers, cells or the area by SCN, However, produced signtficant reduction of number of
immunoreactive cells to VIP, VI and GFAP, and serotoninergic fibers. These results suppests an
merease of neuropil in malnomished animals.  Moreover, in a tong-term malnutrition produces

differential effects on the several populations of cells and fibers into SCN. On the other hand , s

possible the prosence of adaptative compensatory mechanisms involuerated  with the maintenance of

the infegrity of th retinorecipient zone. Thus, specific cellular alterations observed in this stody may be
mvelved with several disorders observed in the cireadian thythmicity of drinking bebaviar and that of

the sleep-wake cyole in the malnourished organisms.
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kD consumo adecuado y balanceado de nutrientes es importante para Ia generacién de ener pia v de
los elementos necesarios que forman y manticnen s estructra celular, Ja cual a su vez genera los

precursores de enzimas, de hormonas v de neurotransmisores peptidicos, entre otros. La organizacion

estructural de estos elementos permiten el desarrollo del individuo v el funcionamiento de diversos

sistemas metabdlicos, que ayudan al organismo a interaccionar v acoplarse con el medio.

Por otra parte, segln fa PAD (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultmen v g
Alimentacion), a mediados de la decada pasada, cerca de 512 millones de personas, aprovimadamente
et 21% de la poblacién de los paises en desarrollo padecifan desnutricidn en diversos grados (ie.
alrededor del 11% de las personas desnutridas en el mundeo s encuentra en Ardrica Lating v el
Caribey. Se ha caleulado que 20 millones de personas al affo mueren por cansas relacionadas con la
desttricion, de las cuales 14 millones son niftos, quienes son los mas susceptibles debido a guie su
cuerpo estéd en crectiniento, la evidencia fisica de Ja desnutricion es la reduceion de la talla y del peso

corporal (Orgargzacion de las Waciones Unidas, 1985,

La malnutricion es un término cunlitativo, que comprende todas las formas de nutricién msuficiente
o en excesy (constine de una diets no balanceada), mientras  que Iz desnutricion es un téeming
uantitative que incluye la reduccidn general en ¢l consumo de calorias, proteinas, carbobidratos,
tipides, vitamines o varios elementos traza,  In muchos casos, estas deficiencias ovurren en
combinacitn y se complican alin mds porgue se asocian & enfermedades y o diversos factores soctales y
cultorales (Morgane of al., 1993 Bl modelo de malnutricidn en bumanos s ifictt de estudiar, debido
a que las alteraciones provocadas no pueden ser directamente asociadas a este evento, Por esta razon,
log efectos de ba malnutricion hipoproteinica sobre ¢l sistema nervioso central (SNCY en desarrollo, se
estudian utifizando a la rata como modelo experimertal, ya gue esta especie al igual que el hombre son

organismos altriciales, en los cuales el desarrollo vy maduracion de las diversas estructuras del SNC

A



mician desde la gestacion v contintan durante ls etapa postnatal. Bl desavollo v maduracion del S17
se realiza en diferentes periodos de la ontogenia, por Jo tanto los efectos de la malnuiricién sobre el
G T

oMC en desarrollo dependen de la duracion, la severidad v el tino de insulto en relacién s los eventos

del desarrollo er el SNC (Morgane et al,, 1992),

Almismo tiempo, v debido a que la rata es un organismo awpliaments utilizade en diversos temas de

eatyrio

s conoce s Gsiologla bésiea. Por lo que ha sido empleads en estudios de malnuiricion

tel ciclo

hipoproteinica, incluyendo aquellos relacionados con la conducta circddica v 1a homeos

sucho-vigihia y conswmo de agua, entre otros.  En estas funciones gue permiten conecer Ia inte srridadd

[R5}

cional del organismo, el nicleo supraquiasmético (NSQ) desempedia un papel primordial como relof

bioldgico.

Ln el presente trabajo, se pretende conocer los posibles efectos que puede inducir Ia malontricién

hipoprotetnica crénicn durante el desarrollo pre- y postnatal, sobre la organizacion celular ¢ inervacién

ne en el WS de la rata macho adulta, analizadas por medio de téenicas inmunocitoquinicas ¥

ecvaluadas o través de tdonicas e

&



ANTECEDENTES

Pertodas criticos de desarvallo corebral
Los procesos de desarrollo v maduracion del SMO en los mamiferos altriciales, se realivan tanto en
el periodo prenatal como en el postnatal. En estas etapas hay wn periode erftico en e} que diches

procesos son susceptibles a ser alterados por agentes exdgenos como la malnutricion (Dobbing, 1972;

Smart, 1991)0 En el periodo erfiico, ccurre uns tasa maxima de madiracion en diversos procesos del
SO (Fig. 1), como son fa divisidn celular (neurogénesis v ghogénesis), migracion cetular,
diferenciacion celular (creciniento del drbol dendritico, extensiones axénicas y formacion de circuitos),
mielinizacion, sinaptogduesls, sinfesis v lberacion de nevrot: arsmisores, ademdas de omuerte celular
selectiva & apoptosis (Winick y Noble, 1966; Dyson v Jones, 1976; Morgane et al, 1992), Dichos
eventos en el SNC se realizan en forma secuencial v son altamenie regulados.  Debido a que se
efectian en distintos momentos de la onftogenia en las diferentes estruciuras cerchrales, hay una
susceptibilidad temporal en relacion a los factores endépenns v ambientalos. Los efeetos del msulto
dependen de su duwracion y del periodo de desarrollo en el que se encuentre el SNC, por 1o tanto, se

afecta tanto a las estructuras que estdn en desarrollo en el momento en que ocurre la malnutricién asi

como a las que se desarrollan posteriotmente (Morgane et al., 1993),

3
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. 1. Comparacion entre las curvas de erecimiento celular v mielinizacion de los w*wil ales eventos
que sevealizan durante el desarrolto del cerebro de fa rata v el hombre. Ei}g nto méximo de cada curva
ito. (Modificado de Morgane etal | 19973,

representa el periode de méxima vulnerabilidad de cada e



Malnwotricion v desarvolio cerebral
La malputricion, en cualquiera de las efapas vulnerables del SINCL es un evento cuva etiologla es
multifactorial v por lo tanto el estudio en el hombre es complejo, Fsta puede productr trastornos Cpuie

finalmente se reflejordn en la capacidad del orpanismo para

£

Fnlos pafses
subdesarrollados la maloutriciéon se presenta de manera frecuente durante las periodos pre v postnatal,

mienteas gque en paises desarrollados es comiin la malnutricion durante Ia ctapa prenatal. El estado

nutricional de fa futiva madre es un factor imporianie para considerar log efectos de la malnutricidn

durante la etapa prevatal (Rosso, 1990).

La malnuiricion durante la etapa de la gestacidn, parece estar relacionada con disturbios Geneticos,
hipoxenma, agentes thxicos como ¢f alcohol y drogas (Fisher, 1988; Sastry, 1991), malnuiricion de la

madre ast como diversos factores sociales v culturales (Morgane et al., 16

P2y La malnutricion prenatal
provoca el tamaito reducido del feto v escasa diferenciacion de Ia phacenta  (Altman et al., 1970
Morgane et al., 1993}, esto provoca reduccidn en el fiujo sanguineo,  con lo cual disminoye ¢l
transporte de oxigeno y nutrientes hacia el feto v puede ocasionar alteraciones permanentes en as

estruciy

que presentan un desarrolfo temprano (Chase et al, 1971; Forbes ot al., 1977

Movgane et al,, 1893},

Lurante ef desarrollo heterocronico cetular del SN, este tipo de malnutricién provoca alteraciones
et la proliferacion de los diversos tinajes celulares. como es el alargarntento del ciclo celular v por
consiguiente In reduccidn permanente de la densidad de células nerviosas asi como la proporeion de

los diversos tipos celulares (Morgane et al,, 1993),

tudios anatomicos en of SNC en desarrollo, han mostrado que la malnutricion prengtal produce
reduceion det tarafio del soma, de Ias ramificaciones v espinas dendefticas sobre el desarrollo postiatal

de tas eélulas granutares del pive dentoado (DMaz-Cintra et al., 1997 by en las neuronas piramidales de los

campos CAS y CAL de la formacion hipocampiea (FH)Y (Diaz 1 19945, Be ha reportado que ia



pdnuiricion prenatal no produce cambio significativo sobre el volimen ocupado por el plexo de

o

fibras musgosas de la FH a los 30 dias de edad, mienteas que a los 15, 90 v 220 diss de edad o
disrmunuido significativamente (Cintra et al, 1997a). Por otra parte, se conoce  que las oélulas

piramidales del estrato melecular, del campo CAT de la FH, preseatan una disminucidn en ka densidad

de espinas dendriticas, miontras que en el estrato radiade hay un incremento en fa densidad de espinas
dendriticas a los 30 dias de edad v un deficit a los 90 v 220 dias de edad Fstos resultados « sugiers u

periode de adaptacion del cerebro a la malnutricion a fos 30 dias de edad (Cintra et al. , 19975

Lacmalnutricion postnatal induce  disminucion en la densidad celular de las células granulares del
cerebeto, de lag neuronas piramidales del campo CAS v células granufares del giro dentade de la FH

(Paula-Barbosa et al., 1989). Ademds, proveca disminucion en la miehnizacién de las nevronas de Iy

corteza visual (Warren y Bedi, 1982), en la proliferacion dendrftica de Ia corteza cerebeal (Salas et al
1974} v en ba densidad sindptica de las fibras musgosas de la FH (Andrade ot ol 1991y
La maloutricion perinatal produce reducciones en las células de la FEL 1) en fa densidad de Tas células

gramulares det giro dentado (Bedi 1991), v del tamafio del soma, asi como del niimero de ramificaciones
y espinas dendifiicas (Cintra et al., 1990), v 2) en las células piramidales del campo CAS del
hipocampo (CGarcla-Ruiz et al, 1993). En las células piramidales de lo corteza viswal primaria sc
reduce fa densidad de espinas dendriticas dependiendo del tiempo de fa malnutricion (Diaz-Cinta et
Ly BREG) Ademids, se conove que Ta malnutricion produce alteraciones en I concentracion de wminas
["‘}_‘5{}},‘2("!‘,!}15Elif.i.f‘?} (Stern et al., 1974, Morgane ot ab, 1978 v Chen et al., 1 9929, asi como en la sintesis de
newrotransmisores (Venero et al, 1992 especialmente en las células del vafe dopsal gue sintetizan [a

serctonina, muesiran afteracioncs on suy patrones dendriticos (Diaz-Cintra et al, 1981
La malnutricion  reduce el suefio de ondas lentas v el suefio de movimientos oculares v ipidos
produciendo un incremento en la vigitia (Forbes e T Por ofva parte, produce alteraciones del

rtmo circadico del ciclo suetio-vigiiar en la amplitud del ciclo, la acrofase, la duracién, fa Frecuencia



v la organizacion de jos ciclos de suefio (Cintra of sl | 988).  También se ha reporiado que la
malpiriclon induce alteraciones en la vitmicidad circddicn de la conducta de ingesta de agua v e ha
observado la patticidn de I actividad en dos bloques baje un ciclo de Inz-obseuridad 12:17 hrs {Hojas
et al,, 1992, 1993, Aguilar-Roblero et al., 19932), asl como el enmascaraniente on la respuesta al
fotoperiodo (Salazar 1996). Estas manifestaciones funcionales podrizn involuerar alteraciones en el

sustrato anatomico que regola diversas conductas cireddicas, ya que se conoce que el NSO e animales

malnutridos presenta alieraciones morfolégicas (Cintra et al., 1994; Pérez, 1995).

Para revertiv los efectos mencionados, se han disefiado experimentos de rehabilitacidn nutticiona]
con una dieta adecuada (Dyson v JTones, 1976) asi como estimulacidn ambiental apropiada (Morgane et
ab., 1993), ambas manipulaciones experimentales pueden restituir parcialmente la funcion, como el

efecto de recuperacion encontrado en la conducta exploratoria en la rata (Escobar Py Salas, 1987),



Ritmos bioldgicos y el niicles supraguiasmatico
Las vaviaciones periddicas en los diverses pardmetros fisiologicos son una propiedad general de 1a
materia viva, desde los organismos unicelulares hasta los pluricetulares.  Esta periodicidad desenpesia

un papel importante en fa integracion de Jos diversos proce

35 fisiologicos en los seres vivos (Brady,
1984}, 5i estas fluctuaciones se presentan a intervalos regolares se denominan ritmos biologicos
(Bunning, 1973}, v si su frecuencia se acerca a las 24 horas se les Hama circadianos (cirea:
aproximadamente, dies: dia) (Halberg, 1969) Fstos riimos representan la organizacion temporal de
fos diversos procesos fisiolégicos v conductuales para una adaptacion dptima al medio (Meije

Rietveld, 1989) Asi) el fendmeno geofisico de la rotacion de la Tierra tprovocs cambios ambientales
evidentes, con fo cual algunos procesos fisiologicos come Iz actividad y el teposo o ef consumo de
agua y alimento oseilan con una frecuencia similar al ciclo ambiental fuz-oscuridad {Mtinors v

Warterhouse, 1981

Los ribmos biologicos se ajustan a los periodos  ambientales como el viclo de luv-oseuridad Vose
maniflestan  con una periodicidad cercana a las 24 horas en un fendmens conocido como
sincronizacion, en el cual el periodo endégene v Ia fase del oscilador se apmstan al periodo v fase (hora
de ocurrencia de un evento ciclico) def estimulo ambiental, lo que permite ajustar y adecuar el tempo
biologico con el geofisico para fograr una adaptacién méxima del organismo (Granados et al., 1995),
Porotia parte, cuando a un organisino se le mantiene bajo aislamiento de sefiales ambientales como ol
ciclo de luz-oscuridad, el ritme bioldgice manifiesta su periodo endogene, a este fendmeno se o
conoce como oscilacion espontanea, o "free punning” (Meijer v Rietveld, 1989), v comprueba la

naturaleza enddgena de los ritmes circddicos (Halberg, 1969,

El sistema orgdnico capaz de generar un orden temporal en fas actividades del OFganismo, st en

ausencia de sefiales ambientales, ¥ que permite Ia interaceion adecuada del dominio ternpors] entre el

organisio y el ambiente se denoming sistema circddico, formado por sus vias aferentes Jas cuales

estan involueradas con los procesos de sineronizacion (Moore v Lenn, 1977; Moore, 1983, Aguilar-




Roblero, 1993b, Morin, 1994), el reloj bioldgico que tiene la capacidad  de oscilar con un periodo
regilar y transmitir dichas oscilaciones al organismo v ademas utiliza éatas como referenci 1 temporal

interna (Aguilar, 1993) y sus vias eferentes relacionadas con la transmisién de la vitmicidad al resto del

organismo (Watts, 1991, Aguilar, 1993b).

EITNEC de los mamiferos, ha sido considerado como el principal reloi cireadico, relacionado con la

sincronizacton g Jos ciclos de luz ambiental v capaz de penerar ritmos cireadianos de diversos PrOCesos

[isioldgicos v conductuales (Rusak y Zuc 979).

Eas evidencias experimentales que sustentan esta afipmacion son:

a} Lalesion bilaterat del NSQ, ocasiona la supresidn de diversos ritmos cucidicos (Moske v Moore,

PHTE. Rusek vy Zucker, 1979,

bY La estimulacidn quimica y ¢léctrica de tag nevronas del NSO causan cambios de fase en los ritmos

o oseilacton espontanen (Rusak v Gross, 1982,

¢} La persistencia def ritmo circddico tanto en la actividad eléctrica del NSO despuds de Ta supresion
quirirgica de sus aferentes,  on registros 7 vive (Inouve v Kawamura, 1982) ¢ in vitro (Green kK
Gillette, T982: Newmarn v Hospod, 1986, Shibata et al, 1982) Asi como e mantenimiento del ritmo

en ta secrocion de vasopresina en explantes det ntcleo (Earnest v Sladel, 1987).

&y B transplante de tefido fotal es capaz de restavrar la ritrodeidad en animales con ablaciéon
del NSO (Drucker-Colin et ab 1984, Aguilar-Roblero et al,, 1986, Lelhiman et al., 1987), El periodo de

la ritmaicidad restanrada depende del tefido transplantade (Ralph et al., 19905,



El sistema circddico se ha considerado como multioscilatorio, debido al fendmeno de “splitting” 6
particion, que se presenta en el hdmster cuando se expone a luz continua brillanie, el cual consiste on 1a
disoctacion en dos componentes ritmicos de periodo diferente durante ia actividad locomotora, (Meijer
y Rietveld, 1989). Ademds, la lesidn unilateral del NSO en sujetos expuestos a ciclos de luz continua,
suprime une de los elementos ritmices on el fendmens de particion (Pickard v Turek, 1982), Por otra

parte, In fesion del NSG no modifica ef ritme de temperatura corporal (K

aer et al, F977), mientras

que la restriceidn en la disponibilidad de alimento induce cambios de fase on diversos fitmos circddicos
en rafas bajo un ciclo de luz-osowidad (Krieger, 1974), y no sc suprime por la lesion del NSO, por o

que se propene tanto ol ndcleo ver

tromedial como al hipotalamo fateral come oseiladores circddicos

de estos eventos (Krieger et al, 1977,

La integracidn de la informacion entre los distintos osciladores del sistema oir cadico, para ol
funcionamiento Optimo del sisterna, se realiza por medio del acoplamiento, que es la capacidad que
tene un oscilader circddico, con periodo v fase propia, para  ajustar sus pardmetros a los de otros

osciladores con los que interactiia.  Asimismo, es posible que Ia glandula pineal tenga kb funcidn de

sincronizador inferno del sistema circddico. ya que Ia administracion de melatoning a puede sincronizar

ritmos circadicos en ouscllacidn espontanes en ratas (Reedman ot al,, 1983) v en hamsters lesionados

en el NSQ y transplantados con ¢ N&O fetal (Romero et al., 1993). Por otra parte, se conoce gue la
pincalectomia facilita fa particion del blogue de actividad  de la vitmicidad circadica locomotora en

hamsters (Aguilar-Roblero v Vega-Gonzilez, 1993¢),



Localizacidén del mielen sy
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encuentra sobre el quiasma dptico, en los roedores es de forma ovolde (1 wdic et al, 1982) (Fig. 2).
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Fig. 2. Localizacidn del nicleo supraguiasmético: 3V tercer ventriculo, OO quiasma dptico, NSO,

micleo supraguiasmatico.
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Diesarroilo del nieleo supraguissmatios

En la rata, of hipotilamo se origing del epitelio germinal del diencéfalo a partiy del dia embrionario

2 iasta el dia B18, EI NS se forma del newroepitelio de Ia matriz germinal advacente al surco

ventromedial del fercer ventriculo, candal al receso Optico, {Altman v Baver, 1978a) sus newonas se

i

generan entre los dias E14-E17, con un méximo durante ef dia B15 (Altman y Bayer, 1978b), El

primordio det NSO presenta una zona ventral que darg origen a ung porcidn ventrofateral entre log dias
F15-E16 v una region dorsal que penerara la parte dorsomedial def N S entre Jos diag E16-E17

Mientras que para el dia E18 terming Ja new rogenesis (Altman y Baver 1978a).  Por otra parte, no

cotdo et periedo de generacidn de las células ghiales, células inmunoreactivas a la b proteing
acida ghio-fibrilar (PAGF).  Sin embargo, la formacién de estas células en ba matelz gernnal

probablemente continta hasta el dia B8 {Moore, 1991),

Broel dia B17, el N5G es evidente yva gue Jas newronas  peguedias se empaguetan de manera
estrecha.  Entre los dias E17 y postoatal 10 (P10), el NSO se alarga de un mode gradual y su
apariencia s stmilar 2 fa del organismo adulio. Con base en lu citoarquitectura, este micleo  se
subdivide desde el dia PO en dos regiones: una venirolateral y ofra dorsomedial, v se reflein por el
aumento en el tamatio de las neuronas asi come el incremento relativo en el newopilo, en especial en fa
poreion ventral, La regidn ventrolateral o partir del dia 219, se caracteriza por el contenido del péptido
intestinal vasoactivo (PIV) en sus neuronas (Ishikawa v Frohman, [987), mientras que fas pouronas de
la region dorsomedial presentan inmunoreactividad a la vasopresing (VP) desde ef dia P2 Asl, la

maortologia definitive del NSO se define desde el dia P10 {Moore, 16917,

ED nlimero de newronas inmunorenctivas para ambos péptidos, asi como el plexo axonal v los
procesos dendriticos se incrementan  gradualmente, tanto dentro del nificles ecome on las drens
adyacentes, de esta forma se presenta el patrdn simitlar al del sujeto aduito. Durante ef din T18 ¢l
citoplasma de  las newronas inmaduras del WSO es angosto v conserva estrecha relacion con DIDCREOS

:

de la gha radial, el pericarion contiene conos de erecimiento dendritico, ambos, evidentes hasta el dia



P4, cuamnlo las newronas parecen baber aleanzado un complemento tofal de las dendritas primarias, ba

muerte celular ocurre entre os dias BE20-P6 con un promedio del 5 % de la poblacidn neuronal v parece
ne haber una Jocalizacion regional especifice para este evento. Bl newroptlo det WSO para los dias B18

y E19, consiste de dendritas digspersas, numerosos conos de crectmiento dendritico v haces dispersos de

peguefios axones mictinicos, Mienteas que pare ¢l dia E20 s incrementan estos pardmetros, indicando
ln formacion de nuevas dendritas primariag v ramiticaciones dendriticas hasta el dia P10, A partir del
dia E21 son evidentes lus espinas dendriticas. Durante el dia B1Y son escasas las sinapsis, las del tipo

dendro-dendriticas son abundantes en la porcidn ventral del M5 Bl ndimere de sinapsis alcanya un

méasximo durante los dias PO-PIO (Moore, 1991).

En el dia P2, los axones provententes del guiasma éptico penetran en la parte ventral del NSO,

Erovante kos digs PA-P1O, las fibrag provenientes de la reting hacen contacto sindptico con las dendritas

de las pewonas del NSGQ vy las fibras de origen del cuerpo geniculade lateral que contienen el

neuropéptido Y (NPY) también establecen sinapsis (Card v Moore, 1989),

Bl desarrollo del rivme funcional de fas newronas del WSQ se nicis con la vtilizacién de  glucosa
desde el dia 19 (Reppert v Schwartz 19845, v en Lo tasa de dispare durante V22, el cual al parecer,

se o sineroniza por sefiales maternas (Bhibata v Moors 198

%), Esio probablomente refleja, que ¢l
desarrollo en e ritmo sea fa expresion de la funcidn circadics individual de 1o neuronas del NRQ, que
se acoptan por mecanismos no sindpticos, debido a que en esta etapa del desavollo Ta formacion de

contactos sinapticos en ol WSC es escasa (Shibata v Moore, 1987),

Ast, entre Tos dias F10P1O se realiza un cambio g partiv de osciladores neuronales acoplados pory
mecanismos no sindplicos, gue son sincronizados por sefiales maternas v que se ntegran en una red

ared

neuronal funcional con inervacidn aterente, conecciones mtrinsecas v proyeccionegs eferentes,
scopla al oscilador cireadico con los sistemas efectores que muestran ritmo, por lo gue se suglere gue

la ritmicidad se deferming gendticamente, La expresion asinoronica en ls funcidn circadiana durante ¢l



desarrollo  postnatal temprano, probablemente rell

efectores gue muestran la

ritmicidad (Moore, 1991) (Fig, 3
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Citearguitectura del wicleo supraguissmitico

Civersos estudios realizados sobre I anatomis del N5, en da mayorfa de los mamiferos, han

mostrade que esta estructura puede ser dividida en dos regiones principales a causa de la distribucién

diferencial de sustancias neuroactivas que contienen las neuronas, asi como a la inervacion de las vias

aterentes al NSG, fas cuales son prominentes en la porcion ventrolateral.

Se ha caleulado el volumen de cada NEQ en la rata macho adulta, el cual es de proximedamente

0.068 mm v el ntmero de neuronas es alreded B, 000, La mayoria de Jas células en fa poreidn
dorsomedial son bipolares y tienen un drea aproximada de 83.5 4 4.1 pm?, mientras que en la region

seentan un dres de shededor de 1005 & ¢

ventrolateral abundan Tas neavonas de tipo multipolar gue

pr. Bl didmetro medio varfa entre 7-10 pm. (van den Pol, 1980, 1991},

Las neuronas localizadas en Ja porcion dorsomedial del N8O, producen sustancias neuvresctivas

como la VP, la somatostating, 1 anglotensine 11, la hormona liberadora de la tirotroping, la encefaling v

la nenrofising; v las newonas localizadas oo la region ventrolateral producen el PIV, el pitntido
liberador de 12 pastrina y la bombesing. (van den Pol y Tsujimote, 1985 van den Pol, 991} Ademas
el dcido gama amino butirico se localiza en todo ol NEQ (van den Pol, 1991). Los axones de las viay

ferentes al NHQ generan sustancias neuroactivas en alta densidad, come Ia serotoning (5T, el NPY,

el glutamato vy el aspartato. Ademds, otras sustancias presentes en los axones pero en menar cantidad
ncluyen a la epinefiing, la sustancia P, Ja norepinefrina, la prolacting, la dopamina v la colecistoquinina

(vann den Pol v Teujimoto, 1985),

Adevencizs al nicies supraguiasmitico
Foubes mamiferos, el NS0 se considera el marcapaso cireadico, por lo tanto, sus aferentes estin
refacionadas con los procesos de sincronizacidn. Una via visual bilateral directa al NSO, asimétrica en

la rata, estd formada por axones amiclinicos que provienen de las células gonglionares de Ja reting, los

cuales se proyectan especialmente hacia la porcidn ventral del nitcleo. Fsta provecoidn visual se conoce



como el tracto retino-hipotaldmico (RH), v es suficierde para mantencr la sincronizacion  ain en

ausencia de otras proyecciones retinales (IKlein y Moore, 1979),

Mo se ha determoinado  alghn aeurotransmisor para esta proyeccion visval, sin embargo, algunos

estudios electrofisioldgicos sugie

vern al doido glutdmico como newrotransmisor de esta via por medio de

log receptores NMIDA (MNemetil-Di-aspartato) (Kin v Dudek, 1991 Colbwell et al, 19913,

Una via visual secundaria que se proyecta sl NSQ, conoeida como el tracto geniculo-hipotalimico

(G, se originag en la hojuela intergeniculada, que es mervada por las células ganglionares de Ia retina,

Las fibras del tracto GH contienen NPY (Manivh v Kemp, 1983), que se provectan de forma simeétrie
cada N5 v ocupan especialmente su porcidn ventromedial (Moore v Card, 1993} La ablacién de la

hojuela intergentenlada produce alteraciones del dngulo de fase durante la sincronizacion asi como un
retrago en la sincronizacion después de wn cambio de fase, una ver ogue ob ritmo tecupera la fase
estable (Johnson et al., 1989), Ademas, bloguea el alargamiento del periodo circadiano asociado con la
exposicion a la luz constante (Pickard 1985} y elimina el "sphitting” (particién del blogue de actividad
circadica con separacion de [809) originado en los ritmos de actividad Jocomotors durante la
exposicion profongada a luz constante en el hdmster (Harrington y Rusak 1988).  La estimulocion

eléciricn de la holuela interpeniculada (Johnson ef al, 1989, Rasak et al., 1989) ast como la myeccidn

de NPY en el WSO mwduce cambios de fase tanto e la ritmicidad de s actividad locomotors (Albers v

Ferris 1984) como en la actividad eléetrica del NSQ (Medanic v Gillette, 1993

Por otra parte, se ha reportado que las células panglionares de la reting Heners Bbras terminates en ¢
rafe dorsal (Shen v Semba, 1994), Este nicleo  conticne neuwronas que sintetizan SHT, las cunles
inervan af NSO de manera gimilar a la del tracto GH (Moore v Card 19933 La destrucetdn de las

fikras inmunoreactivas a la SHT provoca alteractones del dngulo de fase durante la sincronizacién

{(Srale et al, 1990
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Se e considerado la participaeidn del sistema endooring en el proceso de la transmision de la sefial
oscilatoria 2l resto del organismo.  Asi, Ia produccién de la hormona de la glinduls pineal, Ia
melatonina., se reguta por el NSG (Klein y Moore, 1979); v éste presenta ademass, un gran pomero de

receptores para esta hormona (Weaver of al, 1989, lo cual supi el en la

te gue podris tener un

1 del NSQ (Moore y Card 1993): ya que se conoce que la melatoning es e paz de producly

funei

sieronizacion (Cassone 1936) v de maniener ¢ scoplamiento entre osciladores (Yanovski et al. . 1994,

Eferencias del miacleo supraguiasmatico
Las proyeceiones eferentes del NSQ se dividen en sels componentes anatdmicos cuyos blancos se

Iocalizan tante en el hipotalamo come fuera de dste (Walts, 1991),

Froveceiones intrahipotalimicas:
1) Un haz de fibras rostrales se proyectan hacia el drea predptica, especialmente hacia la parte ventral

del drea predptioa medial, al picleo periventricular anteroventral y al niicles predptico anterodorsal,

2) La mis densa de las proyecciones se localiza en el drea del hipotdlamoe anterior, desde Ia pratte
dorsal del N50Q, en direccion caudal, hasta la yegion ventral en relacian al micleo paraventricular del
hipotdlamo. Esta region se conoce como la zona subparaventricutar. Las fibras contintan caundalmente
hacla la regidn de células dispersas, medial a los nicleos ventromedial v dorsomedial v e} Gltime

retevo bacia el drea hipotalamica posterior v sl extremo rostral de la sustancia gris periacusiuctal,

3) Fibras que se proyectan caudalmende a través del drea retroguiasmatica para terminar en la regién de

celulas dispersas entre los nicleos arcuate v ventromedial,

Provececiones extrahipotalamicas:

1) Exaste una proyeceion dorsal directa a los niicleos principal e intrafascicular de los niicleos basales

/

de fn estria terminal, a el nicleo paraventneoutar del tilame v nicleo paratenial,



2} Un haz de fibias al micleo septal lateral intermedio.

3} Una pequena proyeccion lateral sobre el tracto dptico v hacia ta hojuela itergeniculada del nicles

geniculado fateral,



Plantesmiento del problema

Comeo se menciond previamente, la malnutricidn es un problema de salud que se presenta a nivel

mundial, Tos niffos son Tos mds afectados debido a que estan en crecimionto, sin embarge, e modelo de

mabnutricidn en el hombre es diffcll de estudiar 2 causs de gue éste se asocia con enformedades ¥

diversos factores sociales v cultural Por o tanto, lag alteraciones sobre el SNO en desamolle
observadas en el hombre, no se pueden atribuir en su totalidad a la maloutricion, Por consigtients, la
rata constituye un modelo experimental idoneo va que es un organismo altricial, que al igual gue en el
hombre, se conoce una parte de su fisiologia general, Debido a gue el NSO se ha considerado comae el
reloj bioldgico y se conoce que Ja arquitectura del ritmo circddico de consumo de agus en ratas

malnmtridas estd alterado, en este trabajo nos enfocamos a estudiar la morfologia del NS de fa rata

macho adulta, semetida a malnutricion hipoproteinica pre- v postnatal,

HIPOTESTS

Priversos estudios han mostrado gue el NSQ del hipotdlamo, es una estructura gue funciona come
marcapaso circddico de diversos procesos fistoldgicos v conductuales como ta funcién circddica del
ciclo suetio-vigiis v la conducta de consumo de agua, los cuales son afectados por la malnutricion,

por lo tanto, s probable gue la citoarquitectura del NSO este alterada cusndo la malputricion

hipoproteinica se mstala de un modo crdnico.

ORJETIVOS

Obietive General

Walorar los efectos de fa malnutricidn hipoproteinica cronica sobre la morfologia del NSO de la vata

macho adulia a nivel de microscopia dptica.

Ohjetivos especifices

Determinar en secciones mediales del NSO de ratas macho adultas, normales v malnutridas:



a) La distribucidn de las fibras de los tractos RH, G vy serotoninér

ast coms las oélulas

imumoreactivas al PIV, la VP y Ia PAGE

Cuantiticar

b} Las dreas celulares tanto de mayor densidad (zona densa & compacta), menor densidad (zona

-

dispersa ¢ difusa), asi como el drea ocupada por ol MNEQ (zonas compacta mias dispersa), on las

b fy P

detfeociones inmunocitoguinicas para ef PIV, Ia VP v ia PAGF,
oy Bl ndmero de células inmunoreactivas al PIV, ia VP v la PAGE tanto en las zonas densa v dispersa
como en el drea ocusada por el NS

dy Elérea de mayor densidad de fibras inmunoresctivas al NPY y a ba SHT, tanto en fas zonas densa y

dispersa, asi come en el drea ocupada por of NSO, y determinar ¢f nimero de estas fibras en las tres

regiones mencionadas.
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MATERIAL Y METODOS

Amimales v tratmmiento nufricional

Se utifizaron vatas de fa cepa Sprague-Dawley: 12 hembras primiparas (250-300 g}y 4 machos
(308-350 g). Los animales fueron mantenidos en un cuarto soneamortiguade, con una termperaturs de
27 2 290 y un cicle de nzeoscuridad de 12:12 horas (luces encendidas desde  las 8:00 am}.  Se
asignaron al azar ratas de ambow sexos, gue fueron alimentadas con dietas isocaldricas {Harland-
Tekland, Madison, Wiy Al grupo confrol (6 hembras y 2 machos) se le alimentd con dieta Cuyo
contenido de caselna fue del 25%, al grupeo experimental (6 hembras v 7 machos) se le alimentd con

Yo de cascina. Tres ratas hembras se colocaron en cada caja de policarbonate, mientras gue

dicta del 6
los machos se mantuvieron de manera individual. La dietas fueron suministradas a las ratas hembras
primiparas desde 5 semanas antes del apareamiento, durante Ia gestacion v la lactancia, mient: 5 que

los machos se Jes proporciond la dietas correspondiente desde uns semana antes v durante el

APAYEANTICNL.

Para el apareamiento, una rata macho alimentada con el mismo tipo de dieta gue las ratas hembras,
se mtroduje por cada caja que contenia a las hembras. Se realizaron (rotls vaginales cada mafiana para

deterrminar cuando ocwrio el aparcamiento.

Una semana antes del parto, las hembras prefiadas fueron separadas v colocadas individualmente en

cajas de policarbonato con viruta esteritizada para la elaboracion del nido,

L dia del nacimiento, todas Tas erfas fueron redistribuidas por un procedimiento al azar, g madres

de b misma condicion nutricional que las orias, de tal forma gue cada camada se ajustd con ocho crias

(cuatro hembras v cuatro machos),



£l dia del destete (21 dias de edad) v los dias sentes, las orias se mantnvieron con la misma

dieta que sus madres. Los animales tuvieron libre acceseo al agua v alimento.

Prrocedimiente histolégics
Se utilizaron un total de 24 ratas macho entre log 9-11 meses de edad; 12 controles (75% de casef naj

v 17 malnutridas (6% de caseina),

Para visvalizar el tracto RH en el N8Q, se anestesiaron con perdobarbital sédico (40 pre/ked, seis
ratas control y seis malnutridas. Cada organismo recibid una nveccion de 5 ul (12:00-12:30 hrsy de
toxina del colera conjugada con peroxidasa de rdabano (CT-HRP, cholera toxin B-subunited. List
Biological) al 1%, disuelta en una solucion de dimetil-sulféxido al 2% en solucion saling fisiolégica,
dentro de la cdmara posterior del ojo, por medio de vwa microjerings Hamilton, periodo de
sobrevivencia de Jos organismes fue de 48 horas y posteriormente se anestesiaron con pentobarbital

sodico (40 me/ly) y se perfundieron por via intracardizca (entre Jas 12:00-15:00 horas) con solucidn

suida por una sofucidn Gjadora de paraformaldehido al 4%, 15% de solucién de dcido pior

sabing s

saturado y 2.5 % de glutaraldebide en buffer de fosfatos salino al 0.1 M con pt de 7.4, Al términe de
la pertusién, se removieron los cerebros y se postfijaron en el mismo fiador. Posteriormente, los
cerebros fueron crioprotegidos en soluciones graduales de sacarosa al 10, 20y 30%. Cada cerebro fue
seccionado a 40 pm de grosor en el plano coronal por medio de un criostato, v cada cuatro secciones
mediales del NSQ fueron procesadas para ésta téenica, El producto de veaccion de la peroxidasa fue
visuatizado con tetrametilbenziding.  Estas secciones de tejido se deshidrataron con soluciones
gracuales de acetona y se montaron en laminillas con resinag sintética. Las otras  secciones de teiido
que se colectaron, se procesaron para las detecciones inmunohistoquimicas del PIV v la VP come se

describe:

Ak cumplir Ia edad establecida, 6 ratas malnutridas con sus respectives confroles fueron anestesiadus

con pentobarbital sédico (40 mg/kg) y perfundidas por via intracardiaca (entre fas 12:00-13:00 horas)



cort solucton salina a la que siguid una solucion fHadors que contenia paraformaldehido al 4% y oI5 %
de dctdo plerico saturado, en buffer de fosfatos al 0.1 M, el pH de esta sofucion fue aiustado a 7.4. Al
términe de la perfusion, los cerebros fueron removidos v se postfijaron en el mismo fitador.
Posterionmente, los cerebros fueron erioprotegidos en sotuciones graduales de sacarosa al 10, 20 y 30%.
Al concluir este procedimiento, cada cerebro se secciond a 40 pm de grosor en el planc coronal por
medio de un ertostato, las secoiones mediales del NSO se colocaran en buffer do fosfatos (0.1 M, pH
7.6) v se formaron 4 grupos por cada NSO para immunehistoquimica.  Cada grupo  de muestras
{incluyendo las secciones colecladas en el procedimiente anterior) fueron mcubadas con diluciones de

1000 de los siguientes anticuerpos primarios: PIV, VB, PAGE, SHT v NPY (Incstary, en bulfer de

tosfatos saline con suero de eabra al 1% v Triton-X-100 al 0.5%.

Después de la incubacidn con el anticuerpo primario, las secciones de tejido se processron de
acuerdo con el método de avidina-biotina {antiperoxidase rabbit IgG, Vectastain) v se revelaron con
draminobenziding. Las secciones de tejido fueron deshidratadas en soluciones graduales de alcohol,

weharadas con xilot v montadas con resina sintética,

Tode el procedimiento histolégico e mmunohistoquimico se realizé siempre a la par, tanto con un
sujeto control como con un malnutrido. De cada sujeto, se selecciond una laminitla de la seccion

medial del Nu( y se codificaron con nluneros al azar para gue las mediciones fueran realizad

i éwi( aaNi)

y evitar sespos en fa inferpretacion de resultados.

Instribucidn de las fibras de los tractos RE, serofoninérgice y GH, v oflulas inmunoresctivas al
PEV, Ja VP y la PAGE on el NS,
Die cada animal, se evalud una seccion medial del N8O, Be observaron las laminillas v se realizé

una comparacion visual de fa distribucion tanto de las fibras de los tractos RH, GH vy serctoninérgico



asi come de las células gue contienen el PIV, Ja VP v ia PAGE en el K5O La de

ripetdn se realizd de

manera upilateral, excepto, en ol tracto RH el cual se considerd como estructura bilateral,

Aopalisis morfomdétrion

Pre cada animal, se evalud ef NG unilateral en unas seccion medial, por medio de un sistema de

andlisis digital de imagenes, con el programa Histo 2000 de Birocorm, Tos pardmetros analizados fueron

los siguicntes:

Ay Bl drea celular ocupada por Ias células inmunoreactivas al PIV, la VP v s PAGYE (zona compacta)
veldreas ogupada por kas Hbras gue contienen el PIV v la VP & donde ta densidad de las eélulas

punereactivas al PIV, Ta VP vy Ta PAGE fue menor (zona disporsa),

Ll drea ocupada por el NESG en las detecciones inmunohistoguimicas para el PIV, Ja VP, fa PAGE,

Ja ST v el NPY. Ambos procedinmientos se realizaron a un aurnento de 2000

YA mayor aumenta (400X, se determind el nomero de cdlulas inmunoreactivas al PIV, fa VP y a

PACGE en lus zonas compacta v dispersa, asi como en el area que ocupa et NSO

DY) Se determinaron a un avmento de 200X, las dreas ocupadas por las fibras inmunoreactivas a la

”

SHT v oal NIPY. Se considerd el dren densa de fibras (zoma compacta) v el drea  de  fibras

dispersas (zona dispersa), asi como el drea que contiene al M5

Para detorminar o densidad de Sbras inmunoreactivas a Lo SHT v ol NPY, se procedid a generar por
medio de wpa computadora una serie de curvas semicirenlares (sinvsoides) paralelas, para  que

funcionaran como reticula.  Este patron no esta influide por la organizacion isotropica de los axones

(van den Pol v Tsujimoto, 1985}, éﬁe%a‘:l:;.x iterseccidn de una fbra con la cwrva fue contada como fa



presencin de una fibta. Bate procediniento se realizd a traves de la camara lucida a un aumento de

600X, Con este método se evaluaron las tres regiones anfes mencionadas.

Annlisis estadistico

Fos resultados obtenidos se representan como I media Ly se compararon estadisticamente a

o

fravés de fa prueba de andlisis de varianza de una via y con la prueba de "t pata grupos independientes.

Bl nivel de significancia fue ajustade con p < 0.05.
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MIESULTADOS

- OBSERVACIONES CUALITATIVAS

Ay Bistribucion de las fibras del tracto RH, en seeclones mediales del NS5O de Ia rata macho

aduiin

La figura 4, muestra secciones del NSQ de la rata macho adulta, en la que se pueden observar la
distribucion de las fibras del tracto RH en el NSO, Haotre ambos grupes experimentales, control ¥
malnutride, no se encondraron diferencias aparentes en la distribucion de las fibras del tracto RH. Gue
se caracteriza por su distribucion asimétrica, el tracto es mids robusto en el nicleo contralateral, en
retacion al sitio de la inyeccidn de s toxina del cdlera conjugada con peroxidasa de rabano, en el cual
aproximadamente dos tercios def nicleo son ocupados por las fibras provenientes de la reting, Cuando
se considera una distibucion anatémica desde la regidn ventral hacia la porcidn dorsal, mientras que en
el tercio restante {porcidn dorsal) Ja inervacién es escasa. En el nicleo ipsilateral fa inervacion es
menos densa v ocupa aproximadamente el 40% del NSO en donde también la porcidn dorsal presenta

Uig inervacion cscass.

1) Distribucion de las fibras del tracto serotoninérgico v GH, en seeciones mediales del NSO de In

rake macho aduita,

En Lo figura 5A, se observa tanto la distribueidn de las fibras del tracto serotoninérgics, que tienen

sieoorigen e el rafe, ast como las Gibras inmunoreactivas al NPY, que  provienen de la hojuela

nlergenicalada, (Fig. 5B, en secciones mediales del NSO de fa rata macho adulta, Tanto en el grupo

control come en el maloutrido, la distribucion de ambos tractos en el NSO aparentemente fue simila

estos se proyectan al parccer, de manera simdlrica sobre cada nlicleo. Aproximadamente tres cuartos

del N5C son inervados densamentie por estas fbras, especialmente desde 1o parte ventral hacia la



medial, & la que Hamamos zona densa, mientras que  la porcion dorsal ¢ zona difusa, presenta

nervacion esoasa.

GRUPO

L MEATLWNUTRIDO

CONTI

ﬁxé
i

AMNTREIRIOR

P

i

MIEEIEAL

POSTERIONR

Fig 4. Distribueion de Jas fibras del tracto retinohipotatimico en ef nicleo supraquiasmatico de fa rata
macho adults, definido por la inyeceidn de toxina del oolera conjug da con peroxidasa de rdbano dentro

de Iz camara posterior def ojo. Mo se observaron diferencias evidentes en su distribucidn entre ambos

i

upos. HIK.




GRUPO

COMTROL, MALNUTRIDO

G, Cortes coronales de In regidn medial del nicleo f‘;m’}'ﬁ”gz-m:gui;‘z?&-:ﬂ‘i";.x%?:.'ia:a";- de la rata macho adulta, con
s e zi{\ inmmunoreactivas a la serotonina (A) v al I';a}.s.;z”'"g:iéné%d{) Y (13). Entre ambos YOG

1
expertmentales no s observaron diferencins aparentes en su distribucton, 125X,




) Digtribucidn de las cdlulas inmuooreactivas al PIV, a la VP y a la PAGE, en secciones mediales
del NSO de la rata macho aduplta,

Las células inmunoreaciivas al PIV se localizaron especialmente en la porcidn ventesl & zona
densa del NS, para este tipo celular, mientras que en la poreidn dorsal & zona difusa estas ofbulas son

escasas, y aparentemente no bay diferencia en su distribucion entre los grupos control v malnutride,

como se aprecia en ia figura 64, Hstas células presentan una disposicion que se traslapa con los fibras

de log tractos B, GH v serotomnérgica, por lo tanto, rectben informacton fética directa a través del

tragto RH e indirecta por medio de las fibras provenior a hojuela infergeniculada v del rafe,

Fiatas eélutas ocupan aproxtmadamente el 50 % del drea del NEQ.

La dstribucion de ias células mmounoreactivas a In VP, entre los grupos control v malnutrido,

parece ser similar, come seomuestra en la figura 683, Las células e localizan en la porcidn dorsomadial

{} & zona densa, y ocupan aproximadamente el 50% de éste, mientras que hacia la porcidn
ventral son eseasas Crona difusa), Por lo tanto, la ervacidns visual directa por el racto R e indirecta

por el aporte de las fibras de los tractos GH v del rafe en ef NS(, es escasa en la region ocupada por Jas

celulas inmonoreactivas a la VP

B ba figurs 60, se observa la distribucion de los astrocilos (células inmunoreactivas a la PAGEF), en

seceiones mediales del WSO de o rata macheo adulta, entre los grupos control v malnutride la cual

aparentemente  fue similar. Bstas edtulas ocupan un drea aproximada del 60% del NS, desde su

porcion ventral hacia la medial (zona compacta), mientras que en la porcion dorsal fa poblacidn

celular disminuye (zona dispers:
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Fig 6. Distribueidn de
ina dcida gliofibrilar (0), en secal
Bley se obs

as células fmonoreactivas al péptido intestinal vasoactive {4}, a 1o vasopresing
25 mediales del nlcleo supraguiasmaéatico de la rata
es on su tocalizacidn entre ambos gropos, 125%.

ervaron diferoncias aparent




HEe ANALISES MORFOMETRICO

A} Tracta serotonindrgics, en sevciones mediates del MEC} de In ruta macho adulia.

En la tabla | y grafica 1, se muesira que Ta malnutricién lipoproteinica ordnica produce un escaso

aumento det 0.4%, sin diferencia estadistica, en el drea ocupada por el NECG. Mientras que la densidad

o

de fxbras inmunoreactivas a la STTT en esla drea, se reduce significativaments en wn 8.4 % (tabla 1,

grafica 2).

En los sujetos malmutridos, e drea de la zona densa fue 2.6% m wyor v o densidad de fbrag

mmunoresciivas a lo 1 fue menor en un 6.4%, sin diferencia ¢ significativa en ambos casos {talbda |

*

grificas 1 y 2). Ademds, fa malnutricién produce una disminucion tanto en el drea de la zona difusa

"

{(4.6%), sin diferencia significativa (tabla |, gréfica ), come en el mimero de Sbias inmunoreactivas o

la SHT en esta zona (27.9%), con diferencia significativa {(tabla I, grafica 7).

B} Tracto GH, con fibras inmunoreactivas al NPV, en secciones mediales del | NS de Ia ratn

mracho adulis

Lo da tabla Ty prafica 1, se puede observar que la malnutricion hipoproteinica crénica no prodoce
ehectos estadisticamente significativos sobre el drea ocupada por el NS, ni en la densidad de fibu

inmunoreactivas & el NFY en esta regidn (tabla 1, grafica 2), sin embargo, en los swietos mainutridos

hay una ligera tendencis a la reduccidn en ambos pardmetros del 0.6 % v 0.1%, respectivamente.

Porotra parte, se observé en los animales malnuiridos, tendencias tanto a la reduecion en ol dren de
la zona densa del 2.5 % (tabla 1, gréfica 1), asf come un aumento del 4.3% en el mwimero de fhrag

imunoreactivas al NPY en esta regidn, aungue sin diferencias signiticativas (Tabla 1, gréfica 2).
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Grvdfica 1. Blectos de la maloutnicion hipoprotetnics orbnies sobre el drea ocupada por ef wicleo
rasmdtico (NS ast como en las zonas densa y di aié%‘:%,(“ﬂ:ﬁ‘?éﬁ%?'mff‘lﬁ‘ii”fﬁﬁF"ii'%?it;%m{'ﬁ al neuropéptido
YY1 v oa la serotoning (SHTY, en secciones mediales del NSO de Ja rata macho adulta.
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relacidn al drea de la zona difusa en los sujetos malnutridos, hubo un aumento del 2 2 A% {(Tab
grafica 1), odentras que fa densidad de fibras inmunereactivas al NPY fie HIENOr €0 esla 7oma en v
F8.3%, sin embargo, no se detectaron diferencias estadistioas significativas en estos pardmetros (Tabla

l, gréfica 2).

} Células inmuncreactivas al PIV, en secciones mediales del HWESC de Ia pata mache adulta,
r .

Fin la tabla 2 v gréfica 3. se aprecia que la maloniricidn hi poproteinica cronics, Induce wn es

RN

aumento del 1.2% sobre ¢l drea ccupada ¢ por el NEG, sin diferencin significativa,  Sin erpbargo, o

densidad de células inmunoreactivas al PIV en esta region, se encontrd redicida significativamente en

2, prafica 4).

Los sujetos malnutridos presentaron reducciones significativas, tanto en el 4rea de la zona densa

¥

(12.2%, tabla 2, gréfica 3), como en el ndmero de células inmunoreactivas al TIV en esta regién

(24.9%, tabla 2, prafica 4).

Como se puede observar en la tabla 2, by malnutricién produce un aumento del 18.6% en ol dren de

fa zona difusa (prafice 3), v una reduccion del 24.3% en Iz densidad de células nunereactivey al PIV

(grafica 4}, ambas con diferencia significativa.

13y Células inmunereactivas a la VP, en sceciones mediales del NSO de Ua rata macho adulia,

En o tabla 2 se observe que los animales malnuteidos presentan una ligera disminucion del 2.0% en

el arca ocupada por el NSO {grafica 3, la cual no fue estadisticmmente sionif cativa, sin embargo, la

densidad de células vipérgicas en dicha vegidn fue reducida en un 14.9% 7o {grafica 4), con diferencia
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Grafica 3. Electos de la maloutricién hipoproteinica erdnica sobre el drea ccupada por ef niicleo
supraguiasmatico (NSQ) ast como en las zonas densa v difusa, con intmunoreactividad al péptido
mtestingl vasoactive (PIV) v a la vagsopresing (VI), en secciones mediales del NSO de la rata macho
adulta,
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atadisticamente s ignificativa,

Encrelacion al dres de la zona densa, on la tabla 2 se muestra que los sujetos maloutridos presentan

un escaso avmento del 1.8% (prafica 3) sin diferencia significativa, v una reduceldn del 16% (grafica

4y en el pdmers de células bmvunoreactivas g la VP en la region antes mencionada, con diferenc

eatadisticamente s dpnificativa,

Fo la tabla 2 se puede observar que Jos animales malnutridos presentan reduccidn en el drea de i
zona difusa del 5.0% (grédfica 3), v avmento en la densidad de células vipérgicas del 6.9% (grafica 4),

arnbas s diterencia estadistica,

Ey Células omunoreactivas g Is PAGE, en secclones mediales del MHC de ba rats wache adulta,
g

Los sujetos maloutridos presentan wna ligern roducién del 0.6% on el drea ocupada por el WNEO,
(tabla 2, grifiea 5) sin diferencia significative, mientras que el ntimero de células inmunorsactivas a Ia

PAGE se redujo signilicativamente en un 26.4% (tabla 2, grafics 6),

=

El drea de la zona densa de Jos sujetos malnutridos, presentd una tendencia 2 la reduccion del | 4%

(tabla 2, grdfica 5), aungue sin diferencia significativa.  Mientras que el nimero de células

se redujo significativamente en un 25.7% (tabla 2, préfica 6).

mmnoreactivas a la PAGE en esta vepids

En fa tabla 2 y grafics 5 se observa que la malmutricion hipoproteinica erdnica induce una escaso
awmento o significative del 0.7%  sobre el drea de fa zong difusa, Bn sontraste, el wnere de

tivamente en un 32.9% (tabla 2, grafica 6).

astrocitoy se redujo signifi
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DYSCUSION

La distribucion anatdmica de tas vias aferentes (tractos R, GH v serotoninérgico), ast como de Jos
diversos tipos eolulares analizados en el NSQ (células inmunoreactivas al PIV, ha VI y la PAGE), fue
similar en ambos grupos. Esto suglere que el NSG def sujeto en la etapa adulta, aparenternente no esta
afectado de manera significativa en su citoarquitectura por la malnutricion.

Se ha reportado que la supresion del tracto RH,  puede producir nn crecindento de las fibras de la
reting hacia el hipotdlamo anterior (Johmson ot al, 1988). La maloutricidn wstalada duwrante el
desmrollo del BNC, es capaz de nducir alteraciones permanentes en Jos procesos neutonales y de
conectividad (Ear-Cintra et al, 1991, Escobar v Salas, 1993, lo cual sugiere gue la mainutricion
podifa provocar un desarrollo anormal det tracto R En este sentido, se ba reportado mcremento en
el niimero de neuronas gue responden a pulsos de Tuz on el hipotdlamo adyacente al NS en sujetos

malnutrides (Granados et al,, 1995).

B odos andmales malnutridos, o nidmero de las Sbras imunoreactivas g la S5HT,  presentan uva

disminucion estadisticamente signifl

ativa en la zona difusa (regidn no retinoreceptora) (27.9%) y en

el drea ocupada por el NSQ (8.4%), mientras que en la zona densa (poreién retinoreceptora) hubo una

disminucién, aungue no significetiva, del 6.4%.  Por obra parte, en los st Hetos malnutridos no se
detectaron diferencias significativas en el nimero de fibrag inmpunoreactivas al NPY en las zonas

analizadas,

51 hubo une tendencia a aumentar (43%) en ls zona  densa de fibras (regior
etinoreceptora), v de disminucién  (18.3%) en Ja zona difusa (porcidn no retinoreceptora).  Sin

ermbarge, o) mimero total de fibras en el drea ocupada por el WSO fue similar en ambos grupos.
Las diferencias en los porcentajes del mimero de fibias de los tractos serotoninérgico y G,

presentes en el NSO, probablemente representan que Ja malfricion afecta diterencialmente diversas

eotructuras del SO, la asineroniz en los procesos del desarrollo normal de estas fibras y/o de sus
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sitios blanco (N8Q)), & quizés estén relacionados con Ia existencia de mecanismos de COMpEnsacion
adaptativa jnvolucrados con el mantenimicnto de la conectividad en la zona retinoreceptors (regidn

ventromedial).  Adeomds,  sugieren una mavor susceptibilidad al insulto nutricional de lag fibras

gorotoning Uu s,

se comoce que los plexos serotoninérgico y GH estdn involucrados en los mecanismos de ajuste de

fase de la ritmicidad circddica (Johnson et al, 1989, Smale et al, 1990). Se ha reportado que los

sujetos malnutridos presentan alteraciones en este pardmetro en la conducta circadica de consumo de
agua (Rojas et al, 1992, Apuoilar-Roblero et al,, 19934, Salazar, 1996), es posible gue las alteraciones

morfométricas en estas fhras estén fnvoluoradas en dicho evento

Erel campo CAS de T FH de andmales malnutnrides, se ha encontrado una disminneion cualitativa
en el drea ocupada por las fibras que contienen SHT v en los receptores postsindpticos. Sin embargo, el

contenido de SHT es similar tanto en los animales del grupo makiutrido como en los del gropo control,

lo cual probablemente se debe a que los sujetos malnuiridos presentan un aumento en la produceidn y
Iiberacion de serotonina. Se ha sugerido que la deficiencia en el plexo serotoninérgico podria provocar

Ja disminueidn en la inhibicion del circuito GABArgico de ta FH, v resultar en el aumento total en la

inhibicion que suprimiria la accidn excitatoria del glutamato, provecando un efecto inbibitorio de la
actividad de ta FH (Blatt et al., 1994). Es probable que este mecanismoe pueda estar involucrado en Ia

integracidn funcional del WSO en animales maloutridos.

Fos amimales mabwtridos mostravon reducion significativa tanto en el ndmero de células

mmunoreactivas al FIV como en el drea de fa zona densa (regidn ventromedial) para este tipo celular.
En consceuencia, se encontrd un aumento significativo sobre el drea de fa zona difusa, avngue con In
reduccion significativa del nlmero de células inmunoreactivas af PIV en esta regidn,  Sin embargo,

aungue el area ocupada por el NHQ (zona densa mas zona dif

numere de oflulas se redujo significativamente en los sujetos malnutridos, representando ésto que la

]
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malnuiricion crdnices induce reduccion de este tipo neuronal en edades avanzadas. Debido » que ol area
ovupada por el NSQ es similar en ambos grupos, es probable que la deficiencia celular proveque en Jog

sujetos malnutridos alteraciones en los chrouitos internos v externos del nicleo, asi como en Ia

weoduccion v osecrecidn de sustancias neurosctivas reflejdndose quizds en alteraciones funcionales,
o ¥ 3

como en ef ajuste de fase durante la sincronizacion (Rojas et al., 1993, Aguilar-Roblero et al., 19932) va
que las aferentes  del NSQ (plexos RIL, GH v serotoninérgico) inervan preferencialmente la zona
ventrolateral, donde la mayoria de Ins células que producen el PIV estin presentes. Se conoce qie

estas células contienen ademds del PIV, el péptido histidina-isoleucing  (Nishizawa et al., 10§ 84y v el

peptido liberador de Ja gastrina (Okanvura et al, 1986). La administracidn de estos tres péptidos en
conjunto, mimetizan los efectos de retraso de fase por la luz, sin embargo, no inducen adelantos de
fase, probablemente a causa de Ia proporcion de cada vno de fos péptidos administrados (Albers, of al,

1597y,

Con respecto a las oélolas mmumoreactivas a la VP, se encontrd una reduccidn significativa en el
pimero de céiulas tanto en la zong densa (porcidn dovsolateral) como en el drea ocupada por e NS,
sin embargo, hay un aumento en el nimero de ofhulas (6.9%), aungue no significative, en ja zona
difusa {porcion ventrolateral, regién retinoreceptora). Esto sugiere que la malnutriciédn probablemente

=ry e oflulas en ol

attera jos procesos de desarrollo del NSO, resultando en alteraciones en el nd
seganisme adulto. Por ofra parte, se conoce que la deficiencia en las oélulas que producen VP en el

MBSO de ratas dinbéticas, no produce alteraciones significativas en In sincronizacidn & resincronizacion

g un camblo de fage de 6 horas, anngue presentan vn periodo enddgeno mavor, esto Glthmo  sugiere
que las edlulas mmunoreactivas a la VP en of NEQ interfiere en la expresion de las oscilaciones de alta
frecuencia y gue estas células no son orfticas para la generacién de los ritmos clrcadianos, pero poddan

tener un papel importante en su regulacién (Groblewskd et al,, 1981,




elacidn al nimero de oélulas Dvnunorcactivas a la PAGE, se encontrds ung disminucién

stgnificativa en el ndmero de astrocitos en la fres iones analizadas del NEQ (un cambios
significativos en ol dvea), de sujetos malnutrides, en relacidn al grupo control.

Se conoce que las células ghales son particularmente vulnevables a la maloutricion (Clos et al,,
1977}, v se ha sugerido que los astrocitos podrian tener un papel bmportante en la funcidn del NSO,
debido a gque este tipo celular en el SNC expresa receptores para diversos neurotransmisores v

staato, SHT, PLV, VP, NPY (Lavialle y Serviere, 1993), v melatoning

ptidos como al g

b ab, 1990) Ademds, la aplicacidn de octanol en el NSO, es capaz de bloguear las uniones

"GAPRT de los astrocitos det WS, lo cual produce animales conductualmente arritrnicos (Prosser et al.,

F994),

cro de ceiulas inmunoreactivas al PEY,

En el presente trabajo se determind la disminueion en el nie
B VP vl PAGE. Bin embargo, se ha repovtado gue iz malnuteicidn hipoprotefnica crdrdces produce un
aumento en el numere de células, detectadas con téonicas de ruting (Nissh), a los 30 v 60 dias de edad

{(Perez, 1995, v wna reduccidn en el tamafio del soma, principalmente a log 30 v 90 dins de edad,

mientras gue a los 220 dias de odad se reduce la diferencia en el tamafio (Cintra et al,, 1994),
sugiere gue la malnutnicidn hipoproteinica crénice, altera el patron de desarrollo normal de las célolas
del WSGQ, mostrado por Jos animales control v que existe un proceso de crecimiento del soma que
persiste en esta region del cerebro, gue permite compensar de forma pavcinl las alteraciones en el
neurodesarrollo, stmilar al gue ocurre en otras regiones del SNC (DHaz-Cintra ¢t al,, 1990). Esto

probablemente representa un mecanisme de compensacidn adaptativo o de plasticidad restavrativa, Por

otrg patte, también es factible que la reduccidn en el mimero de células detectadas con tdenicas
mmunohistoquimicas, en ol presente trabajo, represente vra baja concenfracion miracefular de los
peptidos y proteinas localizados en estas oélulas, los cuales podrian no ser detectados con las téonicas

inmunehistoquinmicas,
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La malnutricion hipoproteinics créniea, produce a largo plazo, una disminucidn significativa tanto
en ol niimere de oélulas inprunoreactivas a Ia VP (14.9 %), af PIV (24.8 %) v a lo PAGE (26.4 %),

como en el ntmero de fibras inmunoreactivas # la SHT ( 8.4 %), en el drea ocupada por el NSO, la cual

no es atectada. Esto sugiere que la deficiencia celular podefa ser compensada con un avmento en el

pewroptio, como ha sido reportado previamente (Altman et al, 1970, Morgane ef al,, 1967 b, v oque

diversas estructuras v lipos eelulares en una mis estructura anatdmica del SNC son afectados

diferencialmente por la mabrutricion

be ha sugerido que la hormona de In glandola pinest, la melatoning, tiene una funcidn como
sincronizador ntemno del sistema cireddico, a causa de que Ja adiministracion de esta hormona, puede
sincronizar ritmos de actividad locomotora en oscilacidn espontinen (Reedman et al, | Y83y, v al
parecer actia sobre el NSO, debido a que la administracién de melatonina  en la noche subjetiva
produce la reduceion de Ja actividad metabdlics en el NSQ (Cassone et al, 198%), e induce cambios de
fase en la actividad eléctrica del NG i vitro (McAxthur of al,, 1991). Ademids, e NSO presenta
abundantes receptores a ta mwelatoning (Weaver of al, 1989), en particular en los astrocitos (Cassone et

al., 1996)

Be ha veporiade que los sujetos malnutridos presenten una disminueidn en el contenido de
metatoning en la plindula pineal asf como on retrazo en su acrofase (Hebert v Reiter, 1981), estos
trastornos podiian ser relacionadas con altoraciones en In capacidad de acoplamiento que presciatan los
sujetos malnutridos v que se reflejan en la particion del blogue de actividad de la conducta circadica de
consume de agua, en un clcle de luz-oscuridad de 12:12 b (Rojas et al, 1993, Aguilar-Roblero et al,
(9930, Satazar, 1996), v gue podrian involucrar a los astrocitos, debido a que se han detectado
receptores & la melatoning en estas células (Cassone et all, 1996), asi como de otros neurotransmisores
presentes en el NSO (Lavialle v Serviere, 1993), v a la disminucidn en el nfimere de astrocitos

encontrado en el presente estudio,
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NOCLUSTONES
Lo resultados del presente estudio sugieren que la maloutreidn hipoproteinica crépica:
- Mo afecta de manera evidente la orgamzacidn morfoldgica del NEG de la rata macho adulta,

- Produce o targo plaze efectos severos sobre las fibras inmuonoreactivas a la 5HT en
comparacion con bas fibras inmunoreactivas al NPY.

- Las células hpunoreactivas & la VP son menos  alectadas por fa sealnutricdn que las
fas células ipmunoreactivas al PIV y a la PAGY,

nimero de células en el NEQ, probablemente ocasions
metementc en el neuvropilo,

- e disminueidn en el

Las alteraciones provocadas por la malnutricion sobre el NSO, ewvidenciadas con enjons
morfomdtricas, podeian ser ¢l sustrato anatdnico rel ado con las alieraciones se

ciclo suefio-vigilia v la conducta circadica de consumo de agua reportados en
makntridaos,
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