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RESUMEN -

En estudios previos realizados con métodos electrofisiolégicos se han analizado

-*los estadios de vigilancia del ciclo del suerio y ia vigilia con la técnica de privacion

“total de suefio y se han estudiado los efectos de la desnutricién severa y de la
rehabilitacidn nutricional después de 24 horas de privacion total de suefio para
-determinar los niveles de serotonina en los nucleos supraquiasmético y rafe
---dorsal. En el presente trabajo se utilizaron ratas macho de 60 dias de eﬁad de la
cepa’ Sprague Dawley y se alimentaron con una dieta isocaldrica con un
contenido normal de 25% de caseina (controles) y otra can un porcentaje bajo de
proteina. 6% (malnutridos) que se administraron durante el periodo' prenatal,
iactancia y después del destete (21 dfas), o bien en el grupo rehabilitado, ia dieta
de 6% de caseina se administré durante la gestacion y la dieta 25% al nacimiento
. (6/25%), hasta los 60 dias (dia basal). A esta edad los animales fueron privados
de suefio durante 24 hrs y posteriormente se decapitaron y disecaron los nicleos,
procesando el tejido por medio de la técnica de HPLC. Se observd en los
malnutridos que la privacién de suefio provocd incrementos significativos en las
concentraciones de serotonina, en comparacién con los rehabilitados y controles,
asi como en las ratas desnutridas que no fueron privadas de suefio. En cuanto a
la concentracién del metabolito de la serotonina’ (acido 5 hidroxiindolacético) no
hubo un recambio igual al precursor en el caso de las ratas desnutridas con
privacion de suerio; en los demas grupos no hubo diferencias significativas en

este santido,



INTRODUCCION -

La desnutricién es un problema comtn y de primer orden en los paises en
desarrollo que afecta a fa poblacién de bajos recursos de un modo directo desde
s‘u base alimenticia familiar. La causa principal es la pobreza ya que una parte
significativa de la poblacién se dedica a actividades primarias, como la
agricultura, que tienen muy poco rendimiento econdmico. Por ofra parte, la
ignorancia.coadyuva a que se incremente el problema de la desnutricién sobre
iodo en Ias poblaciones latinoamericanas, del Africa septentrional y del sur de
Asia, que son pafses con grandes problemas socio-politicos y con pocos recursos
econdmicos. El efecto de estos factores se ha reflejado tanto en problemas de
salud pablica como en problemas de atencion y de aprendizaje, en particular en
los nifios.

“La desnutricién energético protelnica es un estado patolégico de etiologla
social que se presenta como consecuencia de la falta de ingestién de la cantidad
suficiente de los alimentos que contienen los nutrimentos requeridos por el
organismo para el adecuado crecimiento, desarrollo y funcionamiento de sus
érganos y sistemas" (Gonzalez-Richmond '87). Tomando como base la definicion
anterior, se conocen aiteraciones de érganos y sistemas, como es el caso del
sistema inmune y darios psicolégicos y neurolégicos entre otros.

El problema de la desnutricidn ha llevado a muchos investigadores a
estudiar estas alteraciones por medio de modelos biolégicos experimentales,
seglin ¢! &rca afectada. La desnutricion protsinica &n ratas es &l rodelo

experimental que intenta replicar los efectos de la desnutricion en los humanos.

Desnutricién en modelos bioldgicos

No fue sino hasta los estudios de Sugita en 1918 cuando se hizo un estudio
‘a4



sistemdtico sobre los efectos de la desnutricion en el desarrollo cerebral en las
ratas, aunque con algunas deficiencias metodoldgicas como el no tener un control
adecuado, ni tampoco se controlé el nimero de animales utilizados, etc. No
obstante, los resultados arrojaron nuevas indicios respecto a las alteraciones que
sufre el cerebro bajo condiciones de desnutricién, abriendo asi una nueva linea
de in\}estigacién en el campo de la morfofisiologia. Siguieron a este estudio varias
investigaciones relacionadas principalmente con la desnutricién durante el
periodo de la lactancia. Es asi como Dobbing y Sands ('71) proponen e! concepto
de "periodo critico", que se refiere al momento cuando el cerebro cursa por un
crecimiento celular rapido y es altamente vulnerable a sufrir alteraciones por
eventos externos. Esta etapa se presenta en todas ias clases de mémiferos y
eventualfnente en todo el cuerpo del animal, existiendo sin embargo diferencias
entre especies, en cuanto al momento en el que sucede el periodo critico en
relacién con la maduracién del sistema nervioso al nacimiento y que puede
corresponder a los picos de acumulacion de ADN y mielina. Lo anterior.es muy
importante ya que se establece un periodo de vulnerabilidad durante el desarrollo
del organismo. Esta idea no es nueva, ya que se basa en el fundamento de la
teratologia, puesto que el cerebro es vulnerable tanto en el desarroflo fisico como
eventualmente en el desarrollo conductual. Un ‘dafio en este periodo puede
ocasionar secuelas permanentes e irreversibles. Segun Cravioto y Arrieta('85) la
importancia de esta etapa es muy grande, porque da lugar a la consideracion de
una patologia del desarrollo cerebral en la que el momento en que actdan los
factores sticlégicos an relacién al periodo de crecimiento cerebral lendra mayor
importancia que la intensidad y duracion de la agresion. Asi se presentan durante
esta fase de aceleracion del crecimiento cerebral restricciones moderadas del
crecimiento somético, de prevalencia alta en poblaciones humanas, que dan por

resultado modificaciones estructuraies y funcionales que pueden ser
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permanentes.

Alteraciones conductuales asociadas a la desnutricién

Se ha observado que animales severamente desnutridos muestran, un
retraso en Ja aparicion y desarrollo de patrones locomotores asi como de
comportamiento. Salas y Cintra ('73), mostraror: que la desnutricién cronica afecta
la maduracién del substrato neuronal que controla al compleje neuromuscular
para los mecanismos adaptativos involucrados en el nado. Salas ('78) encontré
disminucion en las conductas exploratoria y de orientacion cuando los animales
son sometidos a un ambiente nuevo y como consecuencia, presentan efectos en
el corportamiento. También se observé un incremento en la agresividad y en la
carga emocional en respuesta a condiciones de estrés y disminucién en la
eficiencia de aprendizaje. Cabe sefialar que el aistamiento afecta més a los
animales desnutridos, en este caso a la rata; este tipo de estudios pudieran
reflejar lo que se observa en los nifios sometidos a un ambiente aislado de
estimulos sensoriales, presentando ademds una serie de deficiencias en relacién
con su entorno social, como falta de comunicacién y dificuitad para integrarse

como grupo en la sociedad (Cravioto y Arrieta '85).

Alteraciones morfolégicas y anatémicas

Son numerosos los estudios que existen en la literatura acerca de lo que ocurre
en el sistema nervioso central a nivel anatémico morfolégico por fos efectos que
preduce la desnutricidn. Scbotka y cols, ('74), en sus ssiudios sobre dssnutricion
neonatal, encontraron que {a desnutricidn perinatal provoca deficiencias a largo
plazo. Estas deficiencias han sido medidas en las alteraciones de la funcién y la
composicién quimica cerebral, e incluyen disminucién tanto de! tamafio celular

como de la mielinizacién y del crecimiento dandritico neuronal, manifestandose
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como un retardo en el desarrallo cerebral. Por otro lado Sima y Sourander ('78),
en un estudio de la desnutricién pre y posnatal sobre el crecimiento axonal y la
mielinizacion de las fibras motoras centrales, encontraron una deficiencia en el
crecimiento axonal y en 1a mielinizacion en el tracto cortical de la rata. Efectos
similares fueron reportados por Wiggins y cols ('76), en animales rehabilitados
nutricionalmente. )

Por ofro lado, el cerebelo es una de las estructuras que sufren cambios por
efecto de la desnutricion, particularmente en las células de Purkinje que muestran
reduccién de ramas y espinas dendriticas (McConell y Berry '78) (Warren y Bedi
'88), ademas la desnutricion produce reduccién del nimero de células granulares
en las capas interna y externa del cerebelo de la rata (Barnes y Altman '.73). Lewis
y cols ('75) encontraron incrementada la actividad mitética en la capa granular
externa en las ratas desnutridas de 21 dias de nacidas, prolongandose Ila sintesis
ds ADN .

Todas estas alteraciones tanto a nivel quimico como morfolégico se
manifiestan en diferentes parametros; es asi como vemos que por una parte la
desnutricién causa en algunos casos incrementos y en otros reducciones del

metabolismo del sistema nervioso central (SNC).

Neurotransmisores y desnutricion

Es indudable que la compasicién de los alimentos puede influir sobre la
sintesis de algunos neurotransmisores, esto se ha encontrado para acetilcolina
(ACh) v algunas aminas como serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y dopamina
(DA). Por lo que la mayor parte de los estudios de los efectos de la desnutricion
sobre neurotransmisores cerebrales ha estado enfocado sobre NA, DA, ACh, 5-
HT e histamina.

Morgane y cols, ('78) estudiaron el efecto de una dieta con un porcentaje
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bajo de proteinas (8% de caseina) durante los periodos de desarrollo pre y
posnatal. Analizaron las concentraciones de 5-HT, &cido 5-hidroxindolacético (5-
HIAA) y NA en el telencéfalo, en la regién del puente y médula espinal, en el
.diencéfalo, en el cerebro medio y en el cerebelo.

En general, las concentraciones mas altas para estos neurotransmisores se
encontraron en los animales desnutridos. Para 5-HT y 5-HIAA los aumentos mas
notables se observaron en el diencéfalo, en la regién puente-médula vy
telencéfalo, En cambio para NA, los cambios mas significativos ocurrieron en el
cerebro medio, en la regidén puente-médula y en el cerebelo.

El efecto de la desnutricion sobre 5-HT se pudo apreciar desde los primeros
dias posnatales. En cambio, los aumentos en [a concentracién de NA, con
excepcidn dal dia cero, se aprecian-después de los 60 dias. Se encontré ademés
que la desnutricién afect6 principalmente a los cuerpos celulares, dado que las
regiones donde ocurrieron los cambios méas importantes en las concentraciones
de 5-HT y NA fueron el cerebro medio y el tallo cerebral.

Se han estudiado también la dopamina y la histamina en relacién a la
desnutricién. Enwonwu y Worthington ('74), encontraron due en las ratas y
cobayos desnutridos después de 3-7 semanas de vida, se produce un aumento
significativo de histamina cerebral. Ramanamurthy ('77), encontré cambios de
concentracién de 5-HT, DA y NA desde el comienzo de la gestacion en ratas que
recibieron una dieta baja en calorfas y proteinas..Durante los primeros 10 dias
sélo pudieron detectar niveles medibles de DA, pero no de 5-HT o de NA. Sin
embargo, después de los 15 dias de vida posnatal se encontrd un aumento ds la
concentracién de estas aminas hasta el dia 28. Las diferéncias entre animales
desnutridos y controles sélo se encontraron desde los 14 dias de vida posnatal. A
partir de esta edad se encontré que la concentracion de las tres aminas estaba

disminuida en los animales con desnutricion, en comparacién con los grupos
]



controles. Estos hallazgos se han confirmado por los estudios de Wiggins y Enna
('84) en los que se encontrd también una disminucién de aminas biogénicas en
_ animales desnutridos. Aunque Stern y cals ('75) y Morgane et al ('78), reportaron
aumentos en las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en ratas desnutridas en
diferentes regiones cerebrales, principalmente en el diencéfalo y el tallo cerebral.

Stern y cols, ('75), concuerdan en que la desnutricion proteinica hace que las
aminas como la 5-HT, norepinefrina y el 5-HIAA, aumenten en el cerebro. La
distribucion regional del aumento de los niveles de indoles en la rata c_iesnutrida
confirman lo reportado por Scbotka y cols, ('74).

Por su parte, Hernandez ('76,'89) y Hernandez et al ("93), describen que los
cambios en la concentracion de 5-HT en los cerebros de ratas qesnutridas
pueden ser secundarios a las alteraciones en la disponibilidad de sustratos para
su sintesis. El nivel plasmatico de triptéfano determina la concentracién de
triptéfano cerebral y la sintesis de serotonina. Miller y cols, ('77a,'78b),
Shoemaker y Wurtman ('71) han reportado que [os niveles tanto de indolaminas
como de catecolaminas se encuentran incrementados en los animales desnutridos
a lo Jargo de su vida. En otros estudios en los cuales determinaron las
concentraciones totales y libres del triptéfano plasmatico en animales con
porcentajes diferentes de proteina en su dieta mostraron que el grupo desnutrido
tuvo significativamente elevado el triptdfano total al compararlo con el grupo
control.

Por su rapida degradacién es muy dificil medir las concentraciones de ACh
como tal, por lo que se ha medido a través de sus enzimas, tanto precursoras
como degradadoras, para evaluar su concentracién a partir de la cantidad de
enzima capturada. Blusztajn y Wurtman ('81), encontraron que la concentracion
cerebral de ACh aumenta con la edad. Por otro lado Rajalakshmi y cols.,('74),

encontraron que las ratas desnutridas neonatalmente no mostraron
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concentraciones alteradas de ACh cerebral a la edad del destete. Wiggins y Enna
('84), reportaron una disminucién de los niveles de ACh cerebrales por efectos de

la desnutricién.

Serotonina y desnutricion

La importancia que tiene la dieta en la produccidén del precursor de la.
serotonina, explicarfa los cambios de sus concentraciones en animales
desnutridos, los cuales pudieran deberse a alteraciones de la relacion triptéfano-
aminoécidos libres en el plasmé. Esto llevaria a un aumento del triptéfano
cerebral, precursor de 5-HT. E! cambio de la relacién triptéfano-aminoacidos
libres se ha explicado por un aumento de la insulina provocado por la ingestién de
glicidos. Esta hormona, ademés de elevar el triptéfano plasmético, estimula el
transporte de otros aminoacidos. El aumento de triptéfano cerebral Ilava a un
aumento de 5-HT cerebral ya que la triptéfano-hidroxilasa, enzima que cataliza la
hidroxilaciél;a del triptéfano a 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), no estarfa saturada
(Fernstrom y Wurtman '74)..L.a 5-HT entonces resuita de la decarboxilacién del 5-
HTP. En la dieta, se encuentran ademés los dcidos grasos no esterificados,
compuestos que compiten con el triptéfano por los mismos lugares de ligamen en ’
la molécula de alblimina, de modo que su aumento en la dieta puede inducir
aumentos del triptéfano libre (Fernstrom y Wurtman '74). Experimentalmente en
ratas desnutridas con dieta hipoproteinica se ha detectado aumento de! triptéfanc
plasmatico como resultante de un aumento en la concentracion de acidos grasos
no esterificados o por alteracion del ligamen del triptéfano a la albumina,
probablemente producido por la disminucion de la albdmina (Hernandez '89).
Aunado a la importancia que tiene (a dieta en la produccion del precursor de la
serotonina y de ésta sobre el suefio, es importante valorarla en diferentss

modelos nutricionales acoplados al estudio del suefio.
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La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido L-triptfano, que es el sustrato
primario. El triptéfano del plasma proceds principalmente de la dieta. El triptéfano
tiene una variacion ritmica diaria en su concentracién y es posible que ésta
influya en la tasa de sintesis de la serotonina cerebral (Peroutka y cols ‘80).

Siguiendo la via sintética, el triptéfano se hidroxila en la posicion 5 (Fig 1), por
medio de la enzima Triptéfano-hidroxilasa, siendo el producto intermedio el 5-
hidroxitriptéfano sobre el que actua otra enzima que es la triptéfano-
descarboxilasa, que lo convierte en 5-HT o serotonina, y por accion de la enzima
monoaminooxidasa (MAQO), se convierte la serotonina en &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) Mandell y Knapp ('77) (Fig 2).

Estudio del suefio

Tanto el suefio MOR, como el suefio de ondas lentas (SOL) y la vigilia, son
fundamentalmente estados diferentes de vigilancia, determinados por variables
electrograficas y fisiolégicas. Ademas los suefios MOR y SOL se alternan durante
{a noche.

En el electroencefalograma (EEG) se identificaron durante el estado de
vigilia ¢ alerta, ondas beta y theta de baja amplitud y alta frecuencia (13 a 35 Hz),
acompaiiadas por una alta actividad electromiogréfica (EMG) y movimientos
oculares frecuentes.

Las etapas del SOL (4 etapas en el hombre), son tranquilas y estables
fisiol6gicamente, en comparacion con los estados de vigilia y el suefio MOR. La
fase 1 estd presente en cada transicion entre la vigilia y el suefio y le
corresponde alrededor del 5% del tiempo de suefio. La fase 2 es abundante, ya
que representa mas del 50% del tiempo total de suefio; en ella, se detectan
algunas ondas delta, preludio del suefio lento y profundo. El tono muscular es

débil y no hay movimientos oculares. Esta fase corresponde al principio del suefio
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Figura 1. Estructura molecular de la serotonina
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propiamente dicho. Las fases 3 y 4 constituyen el suefio lento profundo (suefio
delta) y representan alrededor del 50% del suefio total. Estas fases se
caracterizan por |la aparicion de ondas delta, ocupando al menos, un 20% del
trazado. Cuando ia proporcion de estas ondas sobrepasa el 20% se entra en la
fase 4. En el curso de las fases 3 y 4, el tono muscular es débil y la actividad es
casi nula. Las frecuencias cardiaca y respiratoria tienden a ser mas lentas y
regulares, aunque en todas las etapas del suefio esta presente cierto grado de
tono muscular (Baker '85).

El suefio MOR se caracteriza por una amplia gama de cambios fisiol6gicos.
El electromiograma (EMG), que ordinariamente se registra en los musculos
submentonianos, alcanza su nivel més bajo durante el suefio MOR. La atonfa es
mas extensa en los musculos del cuello, pero afecta todos los grupos musculares
importantes. No obstante, los musculos extraoculares no estén paralizados e
intermitentemente ocurren movimientos oculares rapidos conjugados. La
iniciacion del suefio MOR también se acomparia de algunos cambios metabdlicos,
entre ellos un aumento de la temperatura encefélica, asi como incremento del
consumo de oxigeno por estructura.

El suefio MOR ocurre tipicamente desples dé un cambio del suefio SOL de
etapas 3 6 4 a etapa 2 (Fig 3). Esta secuencia se repite durante toda la noche, en
el transcurso de la cual se pueden producir esporadicamente movimientos
corporales o despertares breves en el humano y va cambiando de acuerdo con la
edad. Cabe sefialar que a lo largo de la vida de los mamiferos, hay un cambio en
duracion en cada etapa del suefio en relacion a la vigilia (Baker '85) (Fig 4).

El estudio del suefo ha tomado una importancia relevante en las dGltimas tres
décadas, en las cuales se ha llegado a obtener un mejor conocimiento de los
mecanismos y acciones cerebrales que lo controlan; sin embargo, quedan atin

muchas incégnitas por resolver sobre sus posibles funciones. Estudios realizados
12



Fig.3 Alternancia de los estados del sueiio en el humano (modificado de Borbély

1983)
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por Gaddum en 1961 citados y retomados por Drucker-Colin ('76) indican que
existen correlaciones entre eventos bioquimicos y estados fisioldgicos. Ademas
sa han venido haciendo estudios relacionados con dichos eventos para ver los

efectos que causa la desnutricion sobre éstos (Cintra y col '86).

Importancia de la privacién de sueiio

La privacion del suefio se ha usado como una herramienta poderosa para
estudiar sus funciones y se ha basado en uno de los fundamentos de la fisiologia:
privar al cuerpo de "cierto" drgano para conocer su funcion.

Los sintomas observados mas cominmente en los estudios realizados sobre
la privacién prolongada de suefio en humanos son: fatiga, irritabilidad, delirio de
persecucion, deficiencias en la atencion y trastornos de la percepcioén. Cuando se
somete a las personas a privacién de suefio por un periodo prolongado, éstas
muestran posteriormente un aumento en la duracién de algunas fases del suefio,
efecto de "rebote” vgr. incrementos en los porcentajes de las etapas 4 del suerio
SOL ydel estado de suefio MOR (Kales y cols.,'70).

Cuando se somete a personas a privacion del suefio MOR, tienden a pasar al
MOR mas pronto durante el transcurso de la noche, y se vuslve cada vez mas
dificil prevenir su ocurrencia. Cuando se suspende la privacion del suefio MOR y
se permite a la persona un suefio ininterrumpido, ésta presenta un aumento en la
proporcion de suefio MOR o un "rebote" de suefio MOR. Este rebote con
frecuencia es intensamente fasico, con aumento de la densidad de los
movimientos oculares rapidos y puede ser descrito por la persona como sueiio
perturbado o no restaurador. La privacion selectiva de las etapas 3 y 4 del SOL,
causa rebote del suefio de ondas lentas, pero sin ofras consecuencias
importantes ( Agnew y cols.'64).

Los estudios sobre privacién del suefio en humanos han dado origen a
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algunos  procedimientos clinicos interesantes. Los estudios de privacion
prolongada de suerio MOR realizados en animatles han producido resultados mas
espectaculares, entre elios se han observado aumentos tanto del comportamiento
agresivo (Morden y cols, '68) y de la actividad sexua!l (Dement '65), como cambios
en el aprendizaje (Stern '70). En las ratas, la privacion total de suefio prolongada
causa hiperagresividad, cese del comportamiento de acicalamiento, pérdida
extrema de peso, hipotermia e hipersensibilidad a los estimulos auditivos
(Sitaram y cols '79). Estas ratas mueren después de un promedio de 13 dias de
privacion total de suefio prolongado (limites 3 a 33 dias). La privacién selectiva
del suefio MOR.tiens consecuencias similares, pero los sintomas evolucionan
gradualmente y la muerte ocurre mas tarde (de 27 a 45 dias).

El ciclo suefio-vigilia y su alternancia durante el nictémero (escala de 0 a 24
horas, en donde el cero es tomado a conveniencia del estudio) en los roedores
como la rata son bien conocidos, por lo que se ha tomado como indice de

integridad funcional.

Ritmos circadicos

Se sabe que todos los seres vivos poseen ritmicidad circadica (intervalo de
aproximadamente 24 horas) o reloj biolédgico por medio del cual se regulan
muchas de sus funciones fisiolégicas mas importantes. Esto se ha visto por
estudios realizados tanto en plantas como en animales, principalmente en
roedores y en ofras especies como son los felinos y el hombre mismo.

El ciclo del suerio y la vigilia probablemente es el resultado de mdiltiples ritmos
bioldgicos que giran en torno a un intervalo de aproximadamente veinticuatro
horas. El término circadico del latin circa= cercano, dies= dia indica un intervalo
cercano a 24 horas.

Es poco lo que se sabe acerca de las variaciones ciclicas en el hombre, pero
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se ha subrayado su importancia potencial para la medicina y para la comprension
de la conducta. Se ha demostrado en los laboratorics que los animales
reaccionan de manera diferente a drogas especificas, a temperaturas extremas, a
los rayos ultravioleta y a los rayos X segun el momento del dia en que se les
preéenten.

Las ratas, que son animales de habitos nocturnos, se usan a menudo en estos
experimentos, las horas de luz diurna son su periodo inactivo aunque la rata es
en realidad un animal policiclico en relacién al suefio que también duerme
durante ia fase obscura. Segun Borbély ('78) la rata presenta una actividad
discontinua y periodos de maxima actividad al inicio y al término de la fase de
- obscuridad (Fig 5), en tanto que al inicio de ia fase de luz encuentra su nivel
minimo de actividad motora (Borbély y Neuhaus '79 y Kleitman '63).

Segtn Borbély ('93) Hay indicaciones de que los ritmos circadianos puedan
genererse en los propios ndcleos supraquiasméticos. Siguen en pie varias
cuestiones en las cuales se discute ahora si en los mamiferos més desarrollados
hay estructuras que, aparte de los mencionados nticleos, generen ritmos o al

menos, si se estropea el relof principal, puedan actuar como relojes de remplazo.

Papel del nticleo supraquiasmético
Se ha identificado al nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo como un
oscilador importante, con funéiones de marcapasos que interviene en el control de
diversos ciclos como la secrecion de hormonas, la temperatura corporal, la
conducta alimenticia, la ingesta de agua, la actividad locomotora y la regulacién
del ciclo suefio-vigifia (Aschoff y cals, '82).
El NSQ en la rata esta situado en la posicion anterior y ventral del hipotalamo
(Fig 6), tiene una disposicién bilateral al tercer ventriculo y sobre el quiasma

optico, sequn los atlas de Paxinos y Watsan (82) y Paxinos ('85).
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Por medio de técnicas inmunocitoquimicas se ha comprobado la existencia de
algunos neurotransmisores en el NSQ como: el péptido intestinal vasoactivo
(PIV), la vasopresina (VP), la serotonina (5-HT) y o! péptido pancredtico aviar
(PPA). De acuerdo a estudios enzimaticos se ha establecido la presencia de otras
substancias bioactivas dentro del NSQ, como los receptores colinérgicos y la
enzima precursora de la acetilcolina, la colinacetiltransferasa (CAT), lo que hace
pensar que la acetilcolina (Ach) sea un neurotransmisor dentro de esta region
(Segal '78). Van den Pol y Tzujimoto ('85) por métodos inmunohistoquimicos,
demostraron la presencia en el NSQ de colecistoquinina, prolactina, sustancia P,
neurotensina, etc,

La gran cantidad de neurotransmisores localizados en el NSQ da una idea de
la organizacién compleja axonal del misro. Ademas para estudiar su ritmicidad
circadica se ha intentado determinar el mecanismo por el cual liegan los estimulos
luminosos al nlcleo y se han descrito en los roedores tres proyecciones aferentes
al NSQ. La primera y més importante, se origina en la retina y recorre los nervios
épticos hacia el quiasma éptico para llegar al NSQ, que se conoce como via
retinchipotaldmica (RHT) y la cual, segln estudios experimentales es esencial
para la sincronizacion de los ritmos circadianos (Moore ‘83~). La via RHT esta
dispuesta de manera bilateral y presenta la misma disposicién en la mayoria de
los mamiferos incluyendo al hombre, (Hendrickson y cols '72, May y cols '85).
Ademas en estudios autorradiograficos se ha identificado una proyeccién retinal
indirecta desde Ia porcion ventral del nlcleo geniculado Ilateral (NGL),
considerado como el nicleo terminal de las fibras retinales que se orientan hacia
el NSQ (Ribak y Peters '75).

En ¢t NSQ se observa una proyeccién proveniente de los nticleos del rafe que
posiblemente sea la responsable de los niveles elevados de serotonina (Saavedra

y cols '74). Ademas, Foote y cols ('78) han encontrado que el complejo del rafe,
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recibe una proyeccién retinal, y que a su vez el complejo del rafe proporciona
proyecciones serotonérgicas abundantes hacia el NSQ. Azmitia y Segal (78a),
demostraron que Ios nticleos del rafe proyectan a la porcion ventrat del NGL, por
lo que podemos decir que hay una via directa RHT y dos indirectas NGL ventral y.
nticleos del rafe (Fig 7).

Nucleo rafe dorsal

Al NRD se le identifica como el grupo B7 segln la clasificacién de Dalhstrém
y Fuxe ('64) y se extiende en su polo caudal (Fig 8) desde el complejo oculomotor
del puente. En su posicién rostral limita con la substancia gris periventricular.
Todo el NRD corre dorsal a los fasciculos longitudinales mediales del tallo
cerebral segin Azmitia ('78b) y Tork ('85).

Los estudios de fluorescencia de Dahlstrém y Fuxe ('64) indican que en el
cerebro de la rata, la serotonina se localiza en neuronas extensamente repartidas
en el tallo cerebral e identificadas como monoaminérgicas. Por medio del método
de formaidehido el cual induce fluorescencia, estos autores describen a las
células serotonérgicas como el grupo B1 a! B9 en una distribucién caudo-rostral.

Por diversos estudios réalizados en ratas, gatos y conejos, (Brodal y cols '60,
y Taber '61 y Felten y Harrigan '80) , se sabe que la 5-HT se produce en los
nticleos serotoninérgicos, cuya organizacion caudorostral se identifica como los
nticleos del rafe, siendo el nlcleo rafe dorsal (NRD) el principal productor de
serotonina en el sistema nervioso ceniral.

El NRD envia muchas fibras al diencéfalo y pocas a la corteza cerebral, qtras
descienden a la médula espinal (Fig 9), y estas Ultimas tienen la capacidad de
suprimir el delor. La ssrotonina liberada en el diencéfalo y en el cerebro
desempefia casi con seguridad un papel inhibidor esencial para producir el
suefio para el cual juega un papel muy importante.

Hay que sefalar que la serotonina no stlo se encuentra en las células
17
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nerviosas, sino que también esta localizada en las plaquetas. De hecho, sélo del

1-2 % de la serotonina corporal se encuentra en el cerebro (Cooper y cols '84).

Importancia de la serotonina en el suefio

Por diversos estudios experimentales se sabe que la serotonina se involucra en
la regu!acfén de funciones como la memoria, el aprendizaje, el suefio y el control
del movimiento, segtin Azmitia y Gannon ('86). Los estudios fluorométricos de
Bogdansky y cols ('56), mostraron distribucién heterogénea de la 5-HT en el SNC,
ademés encontraron concentraciones altas de 5-HT en el mesencéfalo y en el
hipotalamo, 1o cual les permitié suponer el posible papel del neurotransmisor
dentro del SNC. Por otra parte, las lesiones en los centros serotqninérgicos,
principalmente en el NRD, producen un pericdo de insomnio prolongade, en
experimentos en los cuales se impide la formacidn de serotonina por medio de un
inhibidor enzimético llamado paraclorofenilalanina (PCPA), el cual impide la
formacion de serotonina consiguiendo asi un prolongado insomnio en animales
(Jouvet '72), una posterior administracién del precursor 5-hidroxitriptéfano (5-HTP)
sintetizé serotonina permitiendo a los animales dormir pasajeramente.  En
experimentos realizados por Koella y cols ('74), en los cuales se inyectd 5-HTP en
gatos y conejos, observaron que se prolongd marcadamente el SOL. En el hombre,
se han administrado dosis de entre 1 y 10 g de L-triptéfano, produciendo un
incremento del tiempo de suerio, principalmente de SOL (Hartman '68). Por otro
lado, inyecciones de cantidades pequefias de serotonina (30-50 ng) en el cuarto
ventriculo en gatos indujeron una conducta electrogréfica de marcados signos de
susiio, apareciendo un periodo corto de SOL, después de un corto intervalo
aparece un segundo periodo de SOL hasta de casi la totalidad dei tiempo de
suefio (Koella '74). Las experiencias de los trabajos relacionados con serotonina

y suefo, indican que la serotonina desempefia un papel importante en la .
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regulacién .del suefio; datos neurofisiolégicos han mostrado que las células del
rafe descargan al maximo durante la vigilia y disminuyan con el suerio, alcanzando
valores minimos en el_ suefio desincronizado (MOR) Jouvet ('88). Las
concentraciones extracelulares de 5-HIAA medidas en hipotdlamo anterior y
posterior por voltametria in vivo han reportado un incremento de ésta con la vigilia
y su disminucién con el suefio (Cespuglio "90). Se ha relacionado principalmente
al NRD con el SOL, ya que se cree que el mecanismo de disparo se encuentra en
éste, en tanto que estudios in vivo han relacionado a algunos péptidos con
propiedades hipnogénicas -como el VIP o polipéptido intestinal vasoactivo y al
CLIP o péptido de corticotropina del Iébulo intermedio- en la induccién del SOL (El
Kafi y col "94), estos estudios sugieren que el NRD es un "blanqo" para la
expresion de sustancias hipnogénicas. Los resultados de estos estudios indican
que la 5-HT no media directamente la generacion del suefio, sin embargo es
necesaria para esta funcion; estos estudios soportan la hipdtesis de que ia 5-HT,
la-cual es liberada durante la vigilia, puede inducir la sintesis y liberacion de
factores hipnogénicos que podrian ser responsables secundarios de la induccion
del suefio (Imeri '94).

En lo que se refiere al suefio MOR, se ha mostrado que las estructuras
encargadas del mantenimiento de éste se encuentran en el drea de los nicleos
tegmentales colinérgicos como son el laterodorsal yel peddnculopontino ( Kayama
'92 y Shouse '92). Por otro lado Hobson propone la hipétesis de interaccién
reciproca en donde el tallo cerebral contiene dos poblaciones de neuronas; una
poblacién (colinérgica) llega a ser activa durante el suefio MOR, a la cual llama
“REM-on";, mientras la otra poblacién (células serctonérgicas y noradrenérgicas)
llega a ser de tipo inhibitoria llamandola "REM-off'; la base de esta interaccion
reciproca es la diferencia en las propiedades quimicas y eléctricas de estas

neuronas (Hobson'89). Por lo que podriamos decir que la serotonina es importante
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enla regulacién tanto del SOL como del suefio MOR.
Sueiio y desnutricion

Los estudios de los potenciales evocados como indicadores de la alteracion
nerviosa central por la desnutricidn perinatal, desarrollados por Salas y Cintra
('73), han mosirado que la desnutricidn temprana afecta el desarrollo de ambos
sistemas talamocorticales de proyeccion, especificos y no especificos.  Segun
los estudios electrocorticogréficos realizados por Forbes y cols ('77) detectaron en
registros de 24 hrs, de ratas desnutridas pre y posnatalmente con una dieta
hipoproteinica del 8%, cambios en la distribuciéon de las fases de suefio, en
especial durante la fase de oscuridad, donde aumento la duracién del suefio de
movimientos oculares rapidos (MOR).

Por su parte Salas y cols ('83), observaron que los ciclos de suefio en
animales desnutridos se interrumpen constantemente y que la fase de vigilia
aumenta, previamente se encontro también retraso en la adquisicién del patrén
adulto de la actividad eléctrica espontanea (EEG) (Salas y Cintra '75).

Teniendo en cuenta los antecedentes y tomando al suefio como Indice de
integracién funcional en ani}nales normales y desnutridos jovenes Cintra y col en
'86 realizaron estudios de privacion total de suefio (por la téénica de locomocion
forzada) y de privacion selectiva de suefio MOR en sujetos control y desnutridos
de 30 y 60 dias de edad que correspondieron a: dia basal 1, dia 2 privacién de
suefio y 3 dias de recuperacion para analizar las fases de actividad y de reposo
de los estados de vigilanci'a y su ritmicidad circadica. En estos, se encontré que a
fos 30 dias de edad, en las ratas desnutridas con privacion total de suefio por 24
hrs, d.isminuyé la vigilia y se incremenid el SOL, tanto en fase de luz como en la
fase obscura; al dia ‘basal 1 y se incremento el suefio MOR en la fase obscura. al
dia 4 aumentd la vigilia en la fase de luz y disminuy6 en la fase de obscuridad,

aumentando el SOL en la fase obscura en tanto que el suefic MOR disminuy6 en
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la fase de luz de los dias 3 al 5, mostrando un incremento menor compensatorio o
de “rebote". A los 60 dias de edad, los animales desnutridos mostraron reduccién
de la vigilia y aumentos en el SOL y el suefio MOR en la fase de actividad, asi
como disminucién del suefio MOR en la fase de reposo. En el dia 3 se encontrd
incremento en el SOL y disminucién del sueiio MOR en las ratas desnutridas en
la fase de reposo; en el dia 5 hubo disminucion de la vigilia en la fase de
actividad. En los dias 3,4 y 5 disminuy6 el suefio MOR en la fase de reposo y
aumenté en el dia 5 en la fase de actividad. En general los valores promedio de la
amplitud del ritmo circadico de los estados de vigilancia fueron mayores en los
animales desnutridos que en los animales control. El analisis del patrén circédico
de cada uno de los estados de vigilancia, revel6 que la amplitud de cada uno de
ellos durante los momentos de cambio, alcanza sus valores méaximo 0 minimo en
un tiempo menor en los animales desnutridos que en los controles, lo que sugiere
que éstos Ultimos se anticipen a dichos cambios, aun cuando tardan mas en liegar
a su nuevo estado de vigilancia que los desnutridos (Cintra y col ‘88). Por otro
lado en experimentos hechos con privacién selectiva de suefio MOR (por el
método de la plataforma), se encontrd un patrén similar al registrado con privacion
total de suefic por la técnica de locomocién forzada. Estos trabajos sugieren que
la desnutricidn afecta la distribucién circadica de los estados de vigilancia en las
fases de actividad o de reposo, e interfiere con la cantidad promedio de cada
estado de vigilancia que se encontré durante cada una de estas fases.
Observéandose ademas cambios o inversiones de fase, tanto antes como después
de la privacion de suefio. Se ha encontrado que los animales desnutridos tienen
aumentado el SOL y el MOR durante 1a fase de actividad, por lo que se sugiere
que el mecanismo fisioldgico compensatorio de suefio MOR o "rebote" esta
reducido por la desnutricién y las ratas desnutridas requieren mas dias que las

ratas control para recuperar los valores promedio del dia basal. Estos resultados
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indican que la desnutricion quizas altere a las estructuras que controlan las
funciones homeostaticas de los estados de vigilancia y las que regulan su

ritmicidad circadica.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En base a estos estudios y conociendo los efectos de la desnutricion a
nivel estructural, nos ‘surgié la idea de conocer los cambios a nivel de los
neurotransmisores en estructuras especificas, ya que en estudios previos se han
realizado pero a nivel de areas y no de nticleos cerebrales especificos que se
reconocen como reguladores en la integracidn del ciclo sueiio-vigilia como son el
NRD, productor principal de serotonina en el cerebro y el NSQ como un oscilador
importante de los ritmos circadicos. Para dar continuidad a estos trabajos, se
hicieron mediciones de 5-HT y 5-HIAA en las estructuras antes mencionadas a los
60 dias después del nacimiento, edad en la cual se sabe que se han desarrollado
las estructuras relacionadas con el suefio. Con el fin de detectar si se revierten
los efectos de la desnutrici§5n en la concentracion de 5-HT y 5-HIAA, se trabajé
con un modelo de rehabilitacion posnatal, lo cual no se habia propuesto en

trabajos anteriores relacionados con suefio.

HIPOTESIS

1) En los animales desnutridos cuyos niveles de 5-HT se encuentran
elevados al ser privados de suefio se alteran los perfiles basales del ciclo suefio-
vigilia, asi como en la fase de recuperacion siguiente a la privacion total de 24 hrs
de sueiio, por lo tanto, la vigilancia forzada aunada a la desnutricién praducird un
efecto de potencializacién que se reflejara tanto en el aumento de la

concentracién de 5-HT como de su metabolito 5-HIAA en el NRD.
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2) 'La desnutricion ocasiona retrasos de fase en los estados de vigilancia
(vigilia,  SOL y suefic MOR) , 10 que sugiere un dafio funcional importante en
aquetlas sstructuras que regulan tanto el suefio como su ritmicidad circadica. Asf,
al evaluar en NSQ (oscilador de dichos ritmos) se encontrarén elevados en los
animales desnutridos los niveles de 5-HT y su metabolito por este retraso de fase.

3) Asi, si la desnutricion pre y posnatal produce dafios importantes en las
concentraciones de aminas biogénicas en el cerebro, entonces la rehabilitacion
nutricional posnatal revertira los niveles basales de serotonina y de su metabolito

tanto en el NRD como en el NSQ.
OBJETIVOS GENERALES

Determinar en animales control, desnutridos y rehabilitados de 60 dias de edad
las cancentraciones de serotonina y su metabolito, después de 24 hrs de
privacion total de suefio, en nicieos cerebrales especificos como son: el NSQ y el

NRD.

Establecer las comparaciones entre los nucleos rafe dorsal y supragiasmético
de las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en animales control, desnutridos y

rehabilitados.

MATERIAL Y METODOS
Animales
Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 60 dias de
edad de tres condiciones nutricionales: desnutridas (6/6% de ~caseina),

rehabilitadas (6/25%) y controles (25/25%), de las cuales se tomaron 15 animales
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de cada grupo para privacién y 15 sin privacién de suefio, para luego determinar
en ambos grupos ias concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en los nUcleos
supraquiasmaticos y rafe dorsal. v

Reproduccién

Estas ratas se obtuvieron de la cruza de 30 ratas hembras y 10 machos de
la cepa Sprague-Dawley (Fig 10). Las hembras de 90 a 100 dias de edad con un
peso de 250 a 300 g, se mantuvieron en condiciones de luz-oscuridad 1 2:12h, el
pericdo de luz inicié a las 8 a.m,, la temperatura ambiental fiuctué de 22 a 24
grados centigrados, la humedad relativa de 40 a 50% y se mantuvo a los
animales con libre acceso al agua y alimento.

Diez hembras fueron alimentadas con una dieta de 6% de caseina
{madres desnutridas), diez hembras con una dieta de 25% de caseina (madres
control) y 10 hembras nodrizas (Tabla 1), durante cinco semanas antes del
apareamiento.

Después de este periodo, se introdujo un macho en cada caja conteniendo
3 hembras a las cuales se les puso una marca con violeta de cresilo para llevar
un registro individual. Para. determinar el dia de gestacion, se efectuaron frotis
vaginales cada mafana, con el propdsito de detectar la presencia de
espermatozoides. De acuerdo a los datos registrados, todas las hembras que
presentaron froti-s positivos, fueron separadas en cajas de plastico de manera
individual respecto a la dieta correspdndiente. Todas las ratas prefiadas
continuaron consumiendo la misma dieta nutricional durante el periodo de
gestacién. Al momento del parto, las camadas nacidas en el mismo dia y de la
misma dieta nutricional fueron pesadas y sexadas, y se mezclaron entre si. Con el
fin de obtener camadas genéticamente heterogéneas, a cada hembra se le
asignaron 4 crias hembras y 4 machos, las crias descendientes de madres

desnutridas siguteron con el mismo tratemiento para obtener animales con
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(GRUPO CONTROL) (NODRIZAS) (GPO EXP)
PARTO PARTO PARTO

— HOMOGENIZADO DE CRIAS———~—~———,

! ) | |
10 CAMADAS | 10 CAMADAS 10 CAMADAS
CON 8 CRIAS CON MADRES NODRIZAS CON 8 CRIAS
- 26%C/U : 25% CON 8 CRIAS 6% C/U 6% C/U
60 DIAS

Figura 10. Diagrama del método de cruza y obtencion de las camadas hasta los
60 dias de edad .



TABLA I

Composicién Nutricional de las Dietas

Componente Dieta * Dieta * Dieta
‘ - 25% Casefna 6% Casefna

PROTEINA® 21.8 5.3 26.3
GRASA . 15.4 15.0 7.1
CARBOHIDRATO 50.9 . 68.9 42,9
SALES 4.7 a0t 3.5
VITAMINAS 1.0 10 0.3
AGUA 22 1.2 9.6
COMPONENTE NO sz 42 ©10.3
NUTRITIVO o L

Kcal/g 43 a3 3.0

* Complementacién con L-metionina (0.4%) debido a la ausencia
de éste amino4dcide esencial e la caseina.

+ Complementacién con fosfato de calcio monob4sico (0.6%) y -
carbonato de zinc (0.001%) a la mezcla de sales en ésta die
ta para mantener éstos minerales a niveles encontrados.en <

otras dietas.



desnutricion severa, las madres siguieron con una dieta de 6% de caseina. Por
otro lado para abtener animales rehabilitados, las crias con desnutricién prenatal
se asignaron a madres nodrizas con una dieta de 25% de caseina para su
‘rehabilitacion nutricional. Finalmente se obtuvieron 10 camadas desnutridas cada
una con 8 crias ,10 camadas control también con 8 crias cada una y 10 camadas
con 8 crias rehabilitadas. Se registré el peso corporal de las madres y de cada
crio cada tercer dia, hasta el destete a los 21 dias de edad. En esa edad, sé
alojaron 4 animales en cada caja, los cuales fueron separados por sexo y
condicién nutricional.
Técnica de HPLC

La Cromatografia de Liquidos de Alta Presion 6 Alta Resolucién (]-IPLC), es
una de |as herramientas de la quimica analitica que ha tenido auge en los dltimos
anos por su precision en las mediciones. Est& constituida (Fig 11) por: el
reservorio, la bomba/gradiente de elucién, la camara de inyecci6n 6 inyector,la
columna, un detector (én esle caso es un detector electroquimico), un colector y
un registrador de datos.

La cromatografia es un método de separacion; se deben degasificar los
solventes y la fase movil, con el fin de eliminar los gases disueltos, como el
oxigeno (05), para reducir las posibilidades de formacién de burbujas en la
bomba y en e! detector durante la operacién, ademds de prevenir reacciones
entre los solventes y de cualquiera de ellos con la fase estacionaria en la
columna. Para degasificar un solvente es necesario aplicar vacio con agitacion
vigorosa, o utilizar un baiio de ultrasonido; este pasc es muy importante para no
ocasionar cambios de concentracién de la muestra o romper el equilibrio de los
solventes. Para poder Ilevar a cabo la separacion por HPLC, de una muestra, el
primer paso a seguir es disolver dicha muestra en un solvente apropiado, el cual

en forma ideal deberia ser idéntico a la fase movil. A continuacion la muestra se
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Andlisis de datos

Figura 11. Principales componentes de un HPLC (modificado de la revista Pharma
1990)




introduce por medio de un mecanismo inyector en la parte superior de la columna,
La muestra se mueve dentre de la columna por un flujo continuo de fase mévil
que es impulsado por una bomba. Algunos componentes de la muestra viajan por
la columna mas lentamente que ofros; los componentes que tienen mdas afinidad
por la columna, tardan més en salir de la misma. Posteriormente pasa la muestra
por un detector, que en el caso de las aminas se recomienda que sea
electroquimico; la deteccién electroquimica se basa en la medicién de un ntimero
de electrones requeridos para oxidar o para reducir un soluto en un electrodo
segun Mefford y Barchas ('80) y Seegal y cols ('86). 4 )

Reactivos: 4cido citrico 0.1M, acetato de sodio 0.1M, metanol-agua 80:20,
metanol, etanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, acido perclérico 0.1N, k[t estandar

de referencia para serotonina.

PROCEDIMIENTO

Los animales se seleccionaron al azar para las determinac;iones por medio de
HPLC. Se utilizaron 10 animales macho de cada condicién experimental (6/6%,
6/25% y 25/25%) y de 60 dias de edad, obteniendo un total de 30 animales para
el estudio. Un grupo de 15 animales, 5 de cada condicin, sirvieron como
controles,desnutridos y rehabilitados y se les decapitd sin privarlos de suefio.
Otro grupo de 15 animales se sometieron a privacién de suefio, durante 24 horas,
al final de las cuales fueron decapitados para procesar el tejido.
Método para privacién de sueiio

El mecanismo de privacién es por locomacién forzada por medio de un cilindro
rotatorio, formado por una serie de discos de acrilico de 32 cm de didmetro
cubjertos por una malla de alambre. Un motor hace rotar al cilindro a una
velocidad de 2.5 mm/seg (Fig 12). Los animales se ponen en el cilindro que rota

lo que no les permite a las ratas dormir mientras esten en él. A este proceso se
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sometieron de 8:00 hrs a 8:00 hrs obteniendo un total de 24 hrs de privacién de
suerio. Cumplido este tiempo se sacrificaron.
Procesamiento del teiido

Para la determinacion de la actividad de la serotonina se pesaron primero los
tubos Eppendorf que se utilizaron en el experimento, para restar despuss el peso
del tubo vacio al del tubo con el tejido.

Des‘pués de las 24 hrs de privacion de suefio, por decapitacién, se les extrajo
el cerebro tanto a las ratas privadas como a las no privadas de suefio (controles)
y se les disecd el drea supradptica en la cual se encuentran los nicleos
supraquiasméticos y el nicleo rafe dorsal por medio de la técnica de Palkovits y
col ('73} y Jacobowitz ('74), que consta de localizar el area por medio qe un corte
sagital en el cerebro de aproximadamente 2 mm de grosor para el NSQ y 4 mm
para el NRD ver figura 13 y poniéndolo sobre hielo seco; al tejido se le inserta
una canula de 1mm didmetro a manera de sacabocados en el drea deseada,
para obtener en este caso el NRD (Figs 14 y 15) y NSQ (Figs 16 y 17); previa
estandarizacién de la localizacién y diseccion de los nicleos.

Posteriormente, el tejido se depositd en un tubo Eppendorf de 500 pl, con 250 p
| de acido perclorico 0.1N poniéndose a sonicar a 60 mhz por 5 segundos para
hacer un homogenado, se centrifugd durante 5 minutos a 9000 rpm en una
microcentrifuga, al cabo de los cuales se filtrd’ el homogenado con un filtro
swinnex con poro de 0.22 um, guarddndose el filtrado a -70 °C en un
ultracongelador para su posterior inyeccién al cromatégrafo cuando todas las
muestras estuvieran listas (por lo regular una semana después de ser sacrificada
la raia). Se prepararon todos los reactivos un dia antes de la medicién, en
cantidad suficiente:

- Buffer de acetatos 0.1M a un pH de 4.1 (40%de &cido citrico 0.1M / 60% de

acetato de sodio 0.1M )
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Figura 13. Metodologia empleada para el muestreo de dreas cerebrales

pequefias, mediante canulas de diferentes dimensiones de didmetro que son

utilizadas como sacabocados {modificado de Jacabowits 1974)



Figura 14. Se muestra en A el nivel del corte sagital y en B ‘el drea del NRD,

utilizado en el estudio.



Figura 15, Cortes frontales del tejido cerebral de donde se separ6 el NRD.



i

Figura 16. Localizacién de los niicleos supraquiasméaticos en el cerebro de la rata.

En A se muestra un corte sagital y en B el nivel ventral.



Figura 17. Cortes coronales del area ventral en donde se extrajeron los nucleos

supraquiasmaticos.



- Fase mévil: buffer de acetatos-metano! en una proporcién 80:20

- Acido perclérico 0.1N para fa disolucién y homogenizacién del tejido (éste en
particular, preparado antes de sacrificar g las ratas)

Para el lavado de la columna del cromatégrafo se utilizaron las soluciones en el
orden que sigue:

- Agua-metanol en proporcion de 20:80

-Metanol grado HPLC

- Agua desionizada

Mediciones

Las mediciones se llevaron & cabo en un cromatégrafo de liquidos ‘de alta
presién o de alta resolucién modelo Perkin Elmer series-3 B, con una columna de
fase reversa pBondapak C-18 125 A 10 um, Waters Millipore, con detector
electroquimico y electrodos de trabajo de carbdn-cristal y de referencia de
Ag/AgCI.

Todos los reactivos se usaron filtrados y sin gas evitando la formacién de
micraburbujas que alteran las mediciones. Al mismo tiempo, del cromatdgrafo se
extrajeron las burbujas existentes en la tuberia y se esperé a que se estabilizara
con la fase movil, poniendo el amperimetro en un rango de 0 a 20 nA con un
potencial de .600 Violts y el horno de la columna a 45 °C.

Cuando el detector del amperimetro se estabilizé en cero (cero-nA), con una
jeringa Hamilten de 50 ! se procedio a inyectar estdndares con concentraciones
conocidas de indolaminas; posteriormente las muestras de cada nucleo, se
inyectaron por duplicado en cantidad de 50 pl en un inyector con un "loop" de 20
pl, estas condiciones permitieron los registros de la cantidad de serotonina 5-HT y
su metabolito 5-HIAA cuyo tiempo de retencion fué de 6.20 minutos para la 5-HTy
8 minutos para el 5-HIAA. Estas determinaciones se fijaron en ambos nucleos de

estudio; el NSQ y el NRD.
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Andlisis estadistico

El analisis estadlistico de los datos fue llevado a cabo por medio de la prueba
de analisis de varianza de dos vias(ANOVA).
La estrategia del analisis consistit en la comparacién de los niveles de 5-HT y
5-HIAA en ambos ndcleos entre los grupos de experimentacién,
Las diferencias entre los niveles de 5-HT y 5HIAA entre los grupos para cada
niicleo se realizaron mediante contrastes independientes (prueba de ANOVA). El
nivel de significancia de error alfa correspondié a p<0.01 y fue considerado como

estadisticamente significativo.

RESULTADOS
El andlisis de varianza de 2 factores mostré que Ia nutricién y la privacion
de suefio ejercieron una influencia significativa sobre los niveles de la 5-HT y el 5-
HIAA medidos en el NSQ y en el NRD (tabla 2).
NUCLEOQO RAFE DORSAL

En la figura 18A se puede observar que los sujetos desnutridos antes de la

privacién de suefio, preseniaron un aumento significativo (p<0.001) del 40% de
5-HT en el nucleo rafe dorsal, con respecto al grupo control. El grupe de
desnutridos con privacién de suefio (des/p), presenté aumento significativo
(p<0.001) del 388% de 5-HT al ser comparado con el grupo control privado de
suefio (con/p), lo cual demuestra que la desnutricion aunada a la privacion de
susfio produce un efecto sinérgico en la concentracién de 5-HT. La comparacion
entre los grupos control y control con privacidén de suefio, muestra que la
privacién de suéﬁo provoca un incremento del 47% en la concentracién de 5-HT
(Fig 19A).

La figura 18B muestra los niveles de 5-HIAA del ntcleo rafe dorsal. Los

animales desnutricos presentaron un incremento significativo (p<0.001) del 42%
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con respecto a sus controles, lo que también sucedio en los grupos desnutridos
con privacion de suefo (des/p) que presentaron un aumento significativo
(p<0.001) del 20% de S5-HIAA ai ser comparados con sus controles. La
comparacion entre grupos (Fig 19B) no mostrd diferencia significativa.

En la figura 18C se observd que los animales rehabilitados presentaron
decremento significativo (p<0.001) del 23% de 5-HT con respecto al grupo
control; también los rehabilitados con privacién de suefio (reh/p), presentaron una
disminucién significativa (p<0.001) del 50% de 5-HT con respecto al grupo
control. En la figura 19C se observd que no hubo diferencias signiﬁcati.vas en el
grupo rehabilitado con privacién de suefio (reh/p) con respecto a la concentracion
de 5-HT. Al comparar los grupos control contra los rehabilitados se presenté una
disminucién significativa (p<0.001) del 25% en los niveles de 5-HIAA .(Fig 18D),
también se observé una disminucién significativa (p<0.001) del 23% en los niveles
de 5-HIAA en los rehabilitados con privacion de suefio (reh/p). En la figura 18C
se observé un aumento significativo (p<0.001) del 22% de 5-HIAA en el grupo

rehabilitado con privacién de suefio.

NUCLEQ SUPRAQUIASMATICO

Respecto al nicleo supraquiasmético (Fig 20A) también se observd que los

animales desnutridos presentaron niveles significativamente elevados {p<0.001)
del 50% de~5-HT, con respecto al grupo control; del mismo modo la privaciéon de
sdeﬁo aunada a la desnutricién incrementé en 276% los niveles de 5-HT,
mostandose nuevamente el efecto de sinergismo entre ambos factores. En la
figura 21A se hizo la comparacién entre grupos control, observadndose que la
privacion de suefio provocd un incremento significativo (p<0.001) del 77% de 5-
HT.

En el nlcleo supraquiasmatico (Fig 20B) se observo que el grupo desnutrido
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tuvo un incremento significativo (p<0.001) del 250% de 5-HIAA con respecto al
grupo control, sin embargo, no sucede lo mismo con el grupo desnutrido con
privacion de suefio (des/p), ef cual presentd un decremento significativo (p<0.001)
del 21% de 5-HIAA con respecto al grupo control con privacién (con/p). La
comparacién entre grupos mostrd que la privacion de suerio no altera los niveles
de 5-HIAA en los animales desnutridos (Fig 21B).

En la figura 20C no se observaron diferencias significativas entre el grupo
rehabilitado y su control, sin embargo después de la privacion de suefio, se
observd un decremento significativo (p<0.001) del 50% de 5-HT en los
rehabilitados. No hubo diferencias significativas entre los grupos rehabilitados,
aun después de la privacion de suefio {Fig 21C).

En Ia figura 20D se puede observar que existe un incremento significativo -
(p<0.001) def 200% de 5-HIAA del grupo rehabilitado comparado con su control.
La privacion del suefio produjo una disminucion significativa (p<0.001) del 50% de
5-HIAA en los rehabilitados (reh/p), respecto a su control {con/p). La comparacién
entre grupos mostré que la privacién de suefio produjc una disminucién

significativa (p<0.001) del 16% en los rehabilitados {Fig 21C).
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TABLA I

ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS VALORES DE 5-HT Y 5HIAA OBTENIDOS
DEL NSQ Y NRD, CONSIDERANDO DOS FACTORES: NUTRICION Y

PRIVACION DE SUENO.
NSQ-SHT

Fuentes de Varianza grados de libertad. valores de F probabilidad (F)

1 Factor A 2 348.46 <0.001
2 Factor B 1 427.45 <0.001
3 interaccion A X B 2 255.34 <0.001
NRD-5HT

Fuentes de Varianza grados de libertad. valores de F probabilidad (F)

1 Factor A 2 225:14 <0.001
2 Factor B 1 409.21 <0.001
3 Interaccion A X B 2 180.55 <0.001
NSQ-5HIAA

Fuentes de Varianza grados de libertad. valoresde F probabilidad (F)

1 Factor A 2 128.06 <0.001
2 Factor B 1 27.25 <0.001
3 Interaccidn A X B 2 244.28 <0.001

NRD-SHIAA

Fuentes de Varianza grados de libertad. valoresde F probabilidad (F)

1 Factor A 2 10.32 <0.003
2 Factor B 1 127.69 <0.001
3 Interaccidn A X B 2 4.36 <0.017

* FACTOR A : NUTRICIOM N
* FACTOR B : PRIVACION DE SUENO
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DISCUSION

Eq el presente trabajo se analizd el ‘efecto que tiene la desnutricién
hipoproteinica durante los periodos pre y posnatal del 6% de caseina, o solo
durante el periodo prenatal 6/25, en ratas de 60 dias de edad. Dado que los
animales desnutridos presentan elevados los niveles de aminas biogénicas, las
cualéé'paiﬁdpan en los mecanismos integradores (NRD-NSQ) del suefio, en et
pres_entées(ﬁdio, aunado al efecto de la dieta, se analiz6 la privacion de suefio
sobre los nivelas de serotonina {5-HT) y su metabolito &cido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA), en dos &reas del cerebro: nicleo rafe dorsal (NRD) y los ntcleos
supraquigsmaticos (NSQ).

E! procedimiento empleado por medio de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucin (HPLC) resultd ser un método rdpido, confiable y sencillo para la
cuantificasion de estas monoaminas (Reinhard y cols'80).

Los resultados obtenidos mostraron que tanto la dieta como la privacién de
suefio, tienen efecto sobre las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA, en estas
estructuras estudiadas, NRD y NSQ.

Antes de entrar en el andlisis de los grupos experimentales, cabe sefialar el
efecto que tuvo la privacién de suefio sobre las ratas control con y sin privacién
de suefio en ambos nlcleos. En efecto, vemos que los mecanismos
serotonérgicos juegan un papel central en la regulacién del suefio y que el NSQ '
s el oscilador principal de éstos; Tsuchiya y cols('69) reportaron que habfa un
incremanio de 5-HT después de una privacion de suefio por un periodo corto, por
otro lado, Borbély y cols('80) reportaron un aumento de suefio de ondas lentas y
suefio MOR, y encontraron incremento de 5-HT y de 5-HIAA después de una

privacién de 24 hrs en el -cerebro de roedores. En el presente estudio, la técnica
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utilizada para la privacion total de suefio fue en los animales desnutridos 6/6; 6/25
y en el grupo control, por medio de locomocion forzada utilizando un cilindro
rotatorio.

Los resultados obtenidos en el grupo control concuerdan con tos hallazgos
previos, ya que tanto en el NRD como en et NSQ encontramos un incremento en
los niveles de 5-HT en las ratas control sometidas a privacién de suefio. El
aumento en los niveles de 5-HT que nosotros encontramos puede ser resultado
de una recaptura de triptéfano cerebral, lo cual ha sido reportado por Toru y cols
('75), después de una privacion de suefio menos severa. Por lo que podemos
concluir con base a lo anterior que la privacion de suefio afecta de manera
importante los niveles de 5-HT y su metabolito.

En los grupos desnutridos (6/6 y 6/25), encontramos un incremento importante
en las concentraciones de 5-HT en ambos nlcleos (NRD y NSQ), lo que no se
observo en los otros dos grupos. Por lo que respecta a la concentracién del
metabolito (5-HIAA) no se observd incremento en el grupo desnutrido con
privacion de suefio.

En este estudio vemos due la desnutricidn incrementa de manera significativa
los niveles de 5-HT. Esto ya se ha reportado en trabajos pravios, en los cuales
vemos que la desnutricién durante la etapa temprana de! desarrolio del SNC
produce una aceleracién de la cadena biosintética de la 5-HT cerebral. Segun
Hernandez ('73), Stern y cols ('75), Hernandez ('89) y Manjarrez ('88), existe un
aumento de! neurotransmisor {5-HT) que depende de la elevacién de su precursor
plasmatico L-Triptéfano por fo que, en la rata desnutrida, se observa una
elevacién cn la aciividad de fa enzima limitante, la Triptdfano 5-hidroxifasa. Por
otro lado, hay un aumento de la concentracion cerebral de L-Triptdfano en la rata
desnutrida durante la gestacién; este aumento del sustrato es menor ‘a la

constante de afinidad observada en las ratas desnutridas (Manjarrez '93). Por lo

. 34



que se puede afirmar que {a Triptéfano 5-Hidroxilasa durante las primeras etapas
del desarrolio cerebral, mantiene su papel de enzima limitante, tal como se ha
demostrado en el cerebro de la rata adulta normal (Grahame-Smith'64).

El aumento de Ia afinidad de la Triptéfano 5-Hidroxilasa por el L-Triptéfano, nos
explicaria el aumento de la actividad enzimatica en la rata desnutrida; sin
embargo el hecho de que la enzima en condiciones de fosforitacién es mucho
mas activa, nos da un indicio de que el mecanismo enzimatico esta implicito en la
activacidén de la sintesis del neurotransmisor. Esto nos lieva a pensar que el
aumento de la afinidad de la enzima y su mayor capacidad de fosforilacion que
suceden durante la desnutricién instalada en los periodos criticos del desarrollo
cerebral, producen un cambio estructural de! complejo enzimatico de Ia.Triptéfano
S-Hidroxilasa, lo cual es una parte fundamental del mecanismo de la sintesis de la
serotonina. )

Lo anterior nos podria dar una posible explicacién al incremento significativo de
5-HT que enconiramos tanto en el NRD como en el NSQ, en las ratas
desnutridas. Por otro lado, segln Hernandez ('76), la desnutricion temprana
provoca un aumento de serotonina, de acuerdo con el hecho de que la
maduracién de ésta ocurre entre la tercera y cuarta semana en la rata. Esto
._implica cierta vulnerabilidad en el metabolismo de las monoaminas en este
'periodo, es decir que el nivel plasméatico de L-Triptéfano determina la
concentracion de Triptéfano cerebral y la sintesis de serotonina, por lo que la
desnutricion cronica induce cambios, que se manifiestan como incrementos en la
sintesis de serotonina cerebral.

Las altas concentracicnes ds serotonina en tos animales desnutridos que se
describen antes, se acopla a los estudios realizados par Growdon y Wurtrman
('79) y Wurtman ('82), que dan una explicacion con base a experimentos en

modelos animales y humanos. Segin éstos autores la carga de hidratos de
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carbgno en exceso que reciben los animales desnutridos, como consecuencia de
una dieta hipoproteinica-isocalérica para inducir desnutricién proteinica, estimula
la liberacién de insulina, mecanismo que no sélo permite el aprovechamiento a
nivel celular de la glucosa, sino también de los aminodcidos para fines de sintesis
proteinica, favoreciendo la liberacién de puntos de transporte en las proteinas
plasméticas para el Triptéfano, el cual compite con ofros aminoacidos neutros
como por ejemplo Leucina, lsoleucina, Tirosina, Fenilalanina y Valina. De esta
manera existe una libertad en el transporte del Triptdfano y por lo tanto mayor
disponibilidad en plasma para el SNC. Para comprobar esta hipotesis se
suministraron cargas de hidratos de carbono a ratas bien nutridas, obteniendo
como resultado un aumento en la concentracion plasmatica de Triptéfano unido a
proteina y mayor concentracion de este aminoécido en el encéfalo Manjarrez '88 .
Por otro lado se administrd insulina a ratas bien nutridas, obteniendose un
aumento en la concentracion de Triptofano plasmatico y encefélico. Estos trabajos
de Wurtman '82 y Ferstrom '83, fueron los primeros estudios que dieron como
indicio que una hormona, aunque de manera indirecta, interviene en la
concentracion del neurotran'smisor {serotonina) en el SNC.

Con las evidencias anteriores podemos decir hasta’ el momento, que
posiblemente los resultados obtenidos en este trabajo en lo que se refiere a la
desnutricién, queden explicados por medio del mecanismo que produce altas
concentraciones de 5-HT en la desnutricién cronica, que es debida a una mayor
disponibilidad de Triptéfano a nivel plasmatico y por lo tante existe una alta
incorporacion del amino&cido en el SNC. Esto es de vital importancia ya que
donde choonifanios mayor concentracion de serotonina es en el NRD, principal
productor de serotonina en el cerebro cuyas aferencias se interconectan con el
cerebro anterior. Ademds, el sistema serotonégrico, se conecta al hipotalamo en

donde se locatiza ventralmente el NSQ que, como ya vimos anteriormente, es uno
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de los osciladores més importantes del cerebro y que tiene que ver con la
regulacién- del ciclo suefio-vigilia. Cabe sefalar que el NSQ también tuvo un
aumento significativo en las concentraciones de serotonina aunque en menor
grado que el NRD,

Aunado al efecto que presentd la desnutricién estd acoplado el efecto de la
privacibn de suefio que como vimos al principio de la discusién, incrementa
también de manera importante los niveles de las indolaminas. Se ha encontrado
que durante el suerio los niveles de 5-HT son bajos y estos se incrementan
durante la vigilia, ésto sugiere que Ia vigilia forzada durante 24 hrs, produzca
estos efectos (Héry y cols '72).

En trabajos previos (Galvan '93), en donde se observa que las ratas con
desnutricion cronica muastran un claro retraso en la maduracién de los estados
de vigilancia y una cantidad mayor de suefio de ondas lentas y MOR que los
animales control, se muestra que la desnutricion produce alteracicnes en las
estructuras que -controlan las funciones homeostétices de los estados de
vigilancia y las que regulan su ritmicidad circddica, o cual es otro punto que
apoya nuestros resuitados.

Esto nos da una base para proponer que la desnutricidén, aunada a la privacion
de suefio produce un efecto sinérgico, el cual se ve reflejado en las altas
concentraciones de 5-HT en ambas estructuras (NRD y NSQ). Sin embargo esta
concentracién no se ve reflejada en su metabolito ya que el 5-HIAA no se
encuentra incrementado de igual forma que el precursor. Esto nos lleva a pensar
en dos hipbtesis: una en la que se establece que el sistema enzimatico esta
actuando de manera normal en lo que se refiere a la enzima degradadora, la
Monoamincoxidasa (MAQ), la cual se satura de tal forma que al llegar a su fimite
no incrementa su accién, acumuléndose la 5-HT en tal forma que no cainciden

sus indices de produccién con el de degradacion. Otra hipétesis nos levaria a un
37



estudio posterior en el cual se analizarian 10s cinco pasos que sigue fa 5-HT los
que incluyen sintesis, almacenamiento-liberacién, interaccion con los receptores,
recaptura y degradacion por la MAQ, subrayando que el punto de estudio seria la
racaptacion. La hipétesis planteada seria que la desnutricion podria tener un
efecto que alterara este paso. Este efecto se ha visto con el uso de ciertas drogas
como el LSD estudiados por Freedman y Halaris ('78), los cuales demostraron
que una disminucién de 5-HIAA se acompaiia de elevacién en la 5-HT, este
efecto fue interpretado como indicador de una disminucin temporal en Ia tasa de
desintegracion de la serotonina.

Por lo que respecta a las ratas rehabilitadas nutricionalmente después del
nacimiento, hay un efecto positivo ya que su comportamiento a nivel
serotonérgico como de su metabolito nos da indicios de recuperacién metabdlica,

aunque no similar a los grupos control .

- La desnutricion es un factor que incrementa los niveles de 5-HT con respecto a
los controles y rehabilitados en ambos niicleos.

- La privacién de suefio tiené efectos sobre los niveles de 5-HT y 5-HIAA, tanto en
los animales control como en los desnutridos crénicamente.

-La desnutricién aunada a la privacién de suerio presenta un efecto sinérgico ef
cual eleva de una forma muy significativa los niveles de 5-HT en ambos nlcleos.
-El comportamiento de los grupos rehabilitados con y sin privacién de suefio es
similar a los grupos controles con y sin privacién de suefio en el NRD y diferentes
en el NSQ con respecto a la 5-HT.

-El comportamisiito del 5-HIAA en fos grupos desnutridos con y sin privacion de
suefio no corresponde a la concentracion del precursor 5-HT.

-El indice producto-sustrato se encuentra elevado en todos los grupos a

excepcion de los desnutridos y aun méds evidente en los desnutridos privados de
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. suefio el cual se encuentra significativamente muy reducido.
-La actividad del metabolito no se ve incrementada significativamente a pesar de
que el precursor se encuentra muy elevado en los animales desnutridos lo que

nos indicaria que el sistema enzimatico no se ve forzado a incrementar su
actividad.
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