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RESUMEN

Se investig6, en ratas (Sprague Dawley) de 30 y 90 dias de edad, los efectos que
tiene la desnutricién hipoproteinica postnatal sobre la citoarquitectura de las neuronas
piramidales del campo CA3 del hipocampo, asi como las posibles deficiencias en la
ejecucién de una prueba de prevencién pasiva. Para el primer estudio (anatémico), se

emplearon 24 ratas macho divididas en 4 grupos de 6 animales cada uno: dos grupos por-

cada condicién experimental y edad. En el segundo estudio {conductual) se emplearon
40 ratas macho divididos en 4 grupos de 10 ratas cada uno,

El estudio morfométrico se realizé en el hipocampo tefiido con el método de
Golgi-rdpido. En cortes seriados, se localizaron aquellas neuronas piramidales bien
impregnadas en el cornus ammonis 3 (CA3b) del hipocampo para medir (a través de un
sistema computarizedo de imagenes digitalizadas) los siguientes parimetros del soma
neuronal: perimetro, drea, eje mayor y eje menor, asi como de la dendrita apical su
longitud, el perimetro y &rea de la zona de excrecencias; se midieron también las
densidades dendriticas (apicales y basales), y de las espinas localizadas en la zona de
excrecencias, El estudio conductual se realizo en los 4 grupos de animales entrenados en
un paradigma de prevencidn pasiva de un solo ensayo, en el cual se registro la
adquisicion, ¢l cscape y la retencion (a las 24 y 48 horas y 7 dias post adquisicion).

La desnutricién hipoproteinica postnatal en el primer estudio, mostro reducciones
significativas en la mayoria de los parametros celulares medidos (tamafio del soma,
longitud de la dendrita apical, perimetro y 4rea de excrecencias, densidades de las
dendritas apicales y basales asi como la de las espinas). Ademas, estas reducciones son
dependientes de la edad. En el segundo estudio, se encontré que los animales de 30 dias
de edad no fueron capaces de desempefiar de manera eficiente la tarea de prevencion
pasiva en ninguna de las sesiones de retencion. Por el contrario, en los animales de 90
dias de edad ¢l aprendizaje fue bajo lo que propone la necesidad de aumentar el
reforzador para lograr un mejor desarrollo de la tarea. Esto indica que la desnutricion
postnatal deteriora los procesos de aprendizaje y memoria en animales jévenes debido a
que en esta edad ain no se ha terminado la maduracién y desarrollo cerebral (periodo
vulnerable).

Los resultados conductuales explican de algin modo que el sustrato anatémico
esta alterado por la desnutricion ya que la integracion funcional no se da de un modo
correcto, repercuticndo a su vez en fos procesos de aprendizaje y memoria de manera
més evidente en animales jovenes.



INTRODUCCION

3

Es bien conocida Ia importancia que tiene el aporte adecnado de nutrimentos
para el buen desempefio de todos los procesos fisiolégicos en los seres vivos. No
obstante, la mala alimentacién constituye un problema generalizado - en
précticamente todo el mundo, afectando principalmente a los individuos durante los
primeros afios de vida y con esto alterando su desarrollo normal. Asi, se acepta que
una buena alimentacién debe cubrir los requisitos biol6gicos, psicolégicos y sociales
de un individuo, lo que permite Ia relacién del individuo con su medio ambiente, El
desajuste de estos factores ambientales provoca alteraciones criticas en la
maduracién y el desarrollo del organismo y en particular al Sistema Nervios;)
Central (SNC) debido a que este tejido es altamente vulnerable a deficiencias en el
aporte nutricioal. Dependiendo de la naturaleza de esta deficiencia, los efectos en
los patrones del desarrollo conductual e intelectual se manifestaran también de
modo variable. Es comiin que la pobreza, la privacién socio cultural y la baja '
estimulacién sensorial sean factores agxfegados a la desnutricién y que, en suma
afecten el desarrollo intelectual del nifio aesnuhido (Galler, 1984). Es por ello que
en los Wltimos veinticinco afios se ha otorgado especial importancia a determinar el
efecto que tiene la desnutricién sobre el desarrollo dei SNC, y en especial cuando

esta ocurre entre el iltimo trimestre de la gestacién y los dos primeros afios de vida



del nifio. Durante esta etapa la desnutricién provoca alteraciones permanentes en el
desarrollo neural, en la arquitectura y en la neuroquimica cerebral, lo que trae como
consecuencia deficiencias en las funciones superiores del SN.

Por otra parte, una limitante en el estudio de la desnutricién en el hombre es

que la cantidad y variedad de factores sociales que participan en el desarrollo mental

del individuo son dificiles de controlar, por lo que se recurre a' modelos

experimentales en donde la influencia de factores sociales y nutricionales son

fiicilmente controlables.

PERIODOS CRITICOS Y DESARROLLO CEREBRAL

En todos los animales incluyendo al hombre, los procesos del desarrollo y
organizacidn cerebral ocurren durante la gestacion o durante el periodo neonatal, se
encuentran demarcados por periodos de méxima vulnerabilidad. En esta eta;pa, existe
una alta susceptibilidad a la influencia de agentes exégenos, como puede ser la
desnutricién, la cual puede provocar retraso en la maduracién celular y en el
establecimiento de la circuiteria neuronal (Dobbing, 1972; Smart, 1991). En los
periodos, identificados como criticos, ocurre un "crecimiento cerebral ripido”, es ‘
decir, una tasa méxima de proliferacién, migracién y diferenciacién celulares.
Durante el periodo perinatal los procesos de desarrollo cerebral incluyen una serie
de regulaciones y cambios celulares secuenciales entre los que pueden mencionarse

la divisién celular (neurogénesis y gliogénesis), la migracién y diferenciacién

'



neuronales. En seguida ocurre ¢l crecimiento del arbol dendritico, las extensiones
axénicas, y la formacién de circuitos. Finalmente, ocurren la mielinizacién, la
sinaptogénesis, la sintesis y liberacién de neurotransmisores, yla muerte celular
selectiva conocida como "apoptosis" ( Winick y Noble, 1966; Dyson y Jones, 1976).

Se sabe, por diversas investigaciones que el desarrollo del SNC es diferente

en los mamiferos, asi hay animales precoces que nacen con sus sistemas sensoriales

maduros, a diferencia de aquellos altricios en donde el desarrollo de las estructuras
constituyentes del SNC y sistemas sensoriales empiezan desde la gestacién y
continitan después del nacimiento. Este es el caso del hombre y la rata (Fig. 1) en
donde la heterocronia del SNC da como resultado una distribucién temporal de
vulnerabilidad a los diferentes factores ambientales (i.e, desnutricién, .fammcos,
alcohol, drogas, etc.). Entendiendo como heterocronia a la formaci(;n de las
estructuras cerebrales en diferentes momentos de la ontogenia, es comprensible que
el desarrollo cerebral puede estar afectado selectivamente en periodos prenatales y/o
posnatales quedando en directa dependencia del tiempo y duracién en el que se

presente el dafio (Morgane et al., 1993).
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Fig 1. Comparacién entre los eventos principales que ocurren en el desarrollo cercbral
de ratas y humanos. Los puntos maximos en Ias curvas corresponden = los periodos de
vulnerabilidad relacionados a estados de maduracién especificos en donde los factores endo y

ex6genos pueden afectar el desarrollo cerebral normal (Modificade de Morgane et al., 1993),
L)



Desnutricién Prenatal y Postnatal
!

La desnutricién intrauterina y la postnatal se cuentan como sitwaciones
comunes en muchas comunidades mundiales aﬁnque su etiologia es compleja y
multifactorial. La primera (i.e., 1a desnutricién intrauterina o prenatal) parece estar
relacic;nnda a diversos factores; unos relacionados con disturbios genétic;os del
embrién y otros con defectos en el desarrollo de la placenta que redundaran en un
riego sanguineo deficiente al feto y por tanto, producirén alte}aciones en el paso de
nutrientes a través de la placenta. Este tipo de malnutricién, instalada en el
desarré:llo temprano de la gestacién puede ocasionar alteraciones crénicas muy
severas en estructuras de desarrollo cerebral temprano (Chase et al,, 1971). En tanto
que, las alteraciones que produce la desnutricién postnatal sobre el tejido cerebral
inciden sobre los patrones de maduracién y sinaptogénesis del SN, (Morgane et al,,
1978; 1993; Smart 1987 y 1991) y sélo se restituye parcizlmente la funcién por
medio de una terapia nutricional oportuna (Dyson y Jones, 1976).

En el periodo perinatal la desnutricién altera 1{1 rﬁigracién de las células
desde zonas periventriculares hasta los sitios blanco donde deberan establecerse,
ocasionando laminacién indefinida, decremento en el grosor y en la densidad de
diferentes zonas del SNC (Debassio y Kemper, 1985), también en aquelias'
poblaciones neuronales (células de proyeccién Golgi tipo I) que tienen un periodo de
crecimiento y maduracién postnatal,ademds ocasiona disminucién en la proliferacién

de células gliales y en la formacién de las capas de mielina (Winick y Noble, 1966),



asf como disminuciones en la amplitud de proyecciones dendriticas y en la densidad
de espinas dendriticas (Cragg, 1972, Dyson y Jones, 1976; Morgane et al., 1978).
En ratas y ratones, Winick (1969), encontré que la desnutricion instalada durante el
periodo de lactancia provoca reduccién en el mimero de células cerbelosas de
manera permanente, Por esta razén, el periodo postnatal en la rata se identifica como
vulnerable, ya que la falta de nutrimentos provoca retraso en el patrén de
crecimiento normal.

La actividad elécirica también es considerada un indice de la integridad
func;ional neuronal, y puede ser alterada por la mala nutricién perinatal, pues se ha
reportado retardo en la maduraci6n del patrén electroencefalografico (Schulte et al.,
1972), en especial el patrén de retraso en la actividad del ritmo theta presente
durante el suefio MOR (Bronzino et al., 1983; Morgane et al., 1985). La distribucién
circddica de los patrones electroencefalograficos del ritmo suefio vigilia también se
ven alterados por la desnuiricién principalmente la distribucién de los patrones del
suefio paraddjico (Cintra et al., 1993), que muestran un-retraso de fase. Al registrar
potenciales provocados por estimulos visuales, auditivos o somatosensoriziles, se ha
encontrado aumento en la latencia y disminucién de la amplitud en los componentes

tardfos (Morgane et al.,. 1978; 1993 Salas y Cintra, 1975).



La desnutricifn y su efecto en Ia conducta y en el aprendizaje

La desnutricién postnatal interfiere sobre el desamrollo fisico, provocando
reduccién de la talla y peso corporal. 'i‘ambién retrasa la maduracién de patrones
motores reflejos resultando un retraso en la capacidad para erguir la cabeza (Altman
et al,,1971) y en la aparicién del patrén de nado (Salas, 1972). Asociado a la
desnutricién se ha observado retraso en‘ la apertura de parpado y del. condycto .
auditivo. (Biel 1939; Hall et al.,, 1979, Laughlin et al.,1984), disminucién de las
conductas exploratorias, de aseo, de ingesta de agua, y de alimento (Massaro et al.,
1977). La conducta social de las crias desnutridas se encuentra también alterada en
lo que se refiere a la constitucién de la camada ya que se observa que permanecen
més tiempo en el nido, son més dependientes de la madre, muestran wn menor
niimero de contactos sociales entre sf, siendo estos més agresivos (Frankové, 1973).
Estudios con madres que fueron desnutridas en edad temprana indican deficiencias
en su conducta materna que consisten en una construccién y mantenimiento
deficiente del nido (Wiener et al., 1977), poca atencién ¢ inadecuada manipulacién a
sus crias (Salas et al., 1984)..

De esta manera podemos decir que las consecuencias generales producidas
por la desnutricién en animales de experimentacién se suscriben al retraso de la
aparicién de los reflejos y de las primeras conductas propias del desarrollo en estos
animales, alteraciones en el componamiehto social, ademas de menor exploracién y

una respuesta emocional exagerada (Smart y Dobbing, 1971).



En estudios realizados para determinar el desempefio de los individuos
desnutridos en tareas vinculadas con el aprendizaje y la memoria encontramos que la
discriminacién visual, la memoria espacial asi como el aprendizaje de evitacién a
estimulos nocivos son los paradigmas cstudiados més frecuentemente. Los
resuitados hasta hoy obtenidos en los diversos paradigmas de aprendizaje y memoria
relacionados con las alteraciones en la dieta, son contradictorios de manera que no
resuelven cual es el efecto de la desnutricién sobre la capacidad de aprendizaje. Lo
que si es posible notar es que existen variables cada vez mejor definidas,
dete.mlinantes de la ejecucién en.pruebas de aprendizaje y que deben ser
consideradas para evitar resultados confusos (Garcia-Ruiz et al., 1994). Alpunas de
ellas son el grado y duracién del periodo de desnutricién (en términos de periodos
criticos); edad y sexo de los animales de experimentacién debido a que la
desnutricién temprana tiene efectos més severos en el organismo joven'y el sexo
sobre to;io en hembras conduce a la presentacién de conductas aberrantes vinculadas
con el ciclo estral; Ia estimulacién temprana en muchos casos puede revertir los
efectos nocivos de la desnutricion (Frankové, 1972; Tanabe, 1972); Ias
interacciones maternas y sociales, la respuesta emocional que desarrollen, existen
evidencias (Smart et al, 1973; Stemn et 'al., 1975; Levitsky, 1979) dé que los
animales desnutridos presentan respuestas exageradas, debido a que los umbrales
para provocar estados de alerta son més bajos que en los animales c.ontrol; Ia

complejidad o dificultad de la tarea a aprender ya que los efectos de la



desnutricién son més evidentes en tareas que involucren asociaciones complejas que
en aquellas donde se intenten asociaciones simples (Levitsky, 1979; Galler y Mane,
1980; Rudy y Castro, 1990) y Ia motivacién (vista como una necesidad de obtener
més alimento), esto iltimo relacionado con una alteracién fisiolégica en Ila
asimilacién eficaz del alimento o de la glucosa ain después de la rehabilitacién
nutricional (Hsueh et al., 1974; Wapnir y Lifshtz 1977). e
* HIPOCAMPO

Organizacién anatémica de la formacién hipocdmpica

La formacién hipocAmpica estd constituida por una serie de estructuras
interconectadas y relacionadas que son responsables del establecimiento y
procesamiento de informaci6n vinculadas a la memoria. Este sistema incluye a dos
tipos de corteza: la alocorteza o corteza primitiva y la perialo corteza. En ellas se
incluye al parahipocampo cortical que rodea al hipocampo, la parte inferiolr a este es
el érea entorrinal la cual se considera la via de salida de los impulsos neocorticales
que se dirigen al hipocampo. En el vértice del parahipocampo, las capas celulares se
fusionan para constituir el presubiculo, que se modifica en una sola capa celular para
formar el subfcul;) del hipocampo y constituye la primera porcién del cdrlex..
Después del subiculo se encuentra el hipocampo (o corm: amionis) coniiguo ai
neopalio y al giro dentado (fascia dentata) y vecino a la cisura coroidea. duas éfeas
periféricas son el parasubiculo y presubiculo (Fig. 2). La formacién hipocampal estd

dispuesta formando una estructura arqueada en la parte dorsomedial del hemisferio,



que se¢ extiende desde ei agujero intraventricular hasta la parte rostral de la
prolongacién temporal del ventriculo lateral |

En mamiferos, el hipocampo esta compuesto de tres partes; el subiculo, el
cuerno de Ammon, y el giro dentado. Su localizacién anatémica sc ubica en el piso y
la pared medial de la prolongacién temporal del ventriculo lateral. En su
desplazamiento hacia el 16bulo temporal, el hipocampo se pliega en torno a la cisura
hipocémpica, lo que origina modificaciones en su estructura interna.. Al iniciarse el
desarrollo del neopalio, se establecen conexiones interhemisféricas masivas a través
de la comisura anterior y del cuerpo calloso, el cual constituye la comisura neopalial
mas importante. El desarrollo del cuerpo calloso produce modiﬁcacionés en la
formacién hipocémpica, el cual es desplazado, en parte, hacia la porcién ventral del
hilio hemisférico para quedar situado en el piso de la prolongacién del ventriculo; el
resto persiste sobre la superficie dorsal del cuerpo calloso (representado por el
indosium griseum y los tractos mediales y laterales de Lacisi) y por delante de la
l4mina terminal donde se forma el rudimento prehipocampico que constituye la parte
anterior del hipocampo primitivo (rea preolfativa).

El hipocampo ademés, se considera una estructura arquicortical prominente
que constituye un complejo neuronal extenso en el cerebro de los mamiferos y se
reconoce como una porcién del sistema limbico.. Posee una corteza trilaminar muy
primitiva a nivel del giro dentado y del asta de Ammon, pero en el subiculo hay uﬁa

zona transicional hacia la corteza neopalial de seis capas.

10
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Fig. 2 Esquema que muestra la formacién hipocampica en seccién horizontal en el cerebro de rata. Las células granulare:
neuronas que caracterizen al giro dentado, mientras que las células piramidales representan a la mayoria de los subcampos CA
del hipocampo. También se esquematiza la mayoria de las aferencias extrinsecas del giro dentado originadas en la corteza em
que proyectan hacia los dos tercios de Ia capa molecular del giro dentado. Otras aferencias importantes de naturaleza colin
originan desde el septum hasta el hipocampo y giro dentado. Otras llegan en menor cantidad desde el locus coeruleus, raphe, hi
y nticleo reuniens. Las cdlulas del giro dentado dirigen sus axones hacia el campo CA3 y CA4. Las neuronas del campo CA3
envian sus axories hacia el catopo CA1l miedtras que las CA4 proyectan de manera bilatéral hacia células granulares, inervando
restante del arbol dendritico del giro dentado ipstlateral (fibras de asociacién) y contralateral (fibras conusurales) En el extremc
se muestra una neurona tipica del campo CA3 con sus estratos caracteristicos

11



Citoarquitectura

Como todo ¢l arquipalio, el hipocampo esta organizade en una corteza
trilaminar muy primitiva presentando ﬁha zona de transicién hacia la corteza
neopalial a nivel del subiculo, constituida de seis capas (Lépez Antunez, l§86). Los
elementos celulares que constituyen a la formacién hipocémpica son prinqipalmente
tres: las células piramidales, las granulares y las interneuronas (musgosas ¥ ..
gabaérgicas). Las neuronas piramidales cuyo soma es de 20 a 40 um se enctentran
en todo el hipocampo presentando un érbol dendritico corto; o bien, largo con
algunas caracteristicas distintivas entre ellas. Los somas de las neuronas granulares
" del giro dentado miden entre de 10 a 15 pm, con una o varias dendritas y sus axones
se organizan en haces denominados fibras musgoses. Otro eclemenio constitutivo
del hipocampo son las interneuronas diseminadas en toda la formacién higocampica
consideradas como células heterogéneas que proyectan hacia todas las células del
hipocampo formando un plexo en cesta. Se consideran neuronas de circuito local o
interneuronas aunque se tiene evidencia que algunas alcanzalm dreas
extrahipocampales (ej. interneuronas del CA1 que proyectan hacia 4reas septales, al
niicleo accumbens, corteza retrosplenial e hipocampo contralateral (Laca'ille et al,,
1989). Las neuronas conocidas como células musgosas sc disiribuyen
principalmente en la regién hiliar (Amaral, 1978) y aunque su morfologia suele ser
variada han podido reconocerce dos tipos de ellas, multipolares y fusiformes

(Buckmaster et al, 1993). Otro elemento son las células gabaérgicas distribuidas



ampliamente en todo el hipocampo. Todas ellas se organizan en capas, o laminas
denominadas estratos con las siguicntes caracteristicas (Fig. 3):

a) alveus, que en su mayor parte se cohsﬁtuye de sustancia blanca por donde
cursan fibras aferentes provenienfes de otras regiones asf como axones de células

piramidales del hipocampo,

b) stratum oriens, donde ademés de fibras aferentes y eferentes se hallan .. ..

células en canasta y otras que dirigen sus axones a los estratos més profundos. Las
dendritas basales de las nenronas piramidales forman un estrato que se ‘distribuye
horizontalmente por este estrato,

c) stratum piramidale que contiene la mayor densidad neuronal formando
una capa celular de 3 a 4 hileras de neuronas piramidales. Desde los estudios de
Cajal en 1911 se sabe que este estrato podria corresponder a las capas 3 ala 5 de la
neocorteza, algo colapsada y formando una sola capa en el hipocampo, sin embargo,
Isaacson (1982) encuentra diferencias marcadas con las células piramidales de la
neocorteza, ya que las piramides del hipocampo son consideradas como piramides -
dobles debido a que presentan un doble penacho de dendritas, uno dirigido hacia el
estrato molecular y el otro hacia el alveus. Herrick (1926) propone que lasl neuronas
dobles, caracteristicas de la corteza reptiliana podrian constituir junto con el
hipocampo la herencia de ancestros reptilianos primitivos,

d) stratum radiatum €l cual concentra las arborizaciones de las dendritas

apicales de las células piramidales, contiene en realidad pocas células y muchas



fibras provenientes desde varios puntos de origen. Cajal propuso que este estrato
junto al stratum lacunosum y moleculare podia ser comparable con la capa rﬁas
externa de la neocorteza, es decir, 1a molecular,

e) stratx;m lacunosum consiste de muchas células esparcidas y un gran
niimero de fibras. Corren paquetes largos de fibras, algunas originadas desde la
regién inferior del hipocampo y que llegan al subiculo. Algunas de estas fibras son
colaterales de las células piramidales. Otras fibras de origen desconocido entran al
lacunosum desde la sustancia blanca (alveus) inferior y conducen procesos entre las
células en la capa piramidal a las células en este estrato.

f) stratum moleculare es el mis profundo y contiene las ramificaciones
terminales de las dendritas apicales de las células piramidales, intemeuronas y fibras
que llegan al hipocampo desde el subiculo y que corren paralelas y a corta distancia

en direccién de este estrato ( Lépez Antunez, 1986; Walle, 1987; Issacson, 1982).

GD - CA3 CA1

e WAL N/ \ , STR. Molecutare
[\ 4 /
- Tsei N
i Str. Granulare \ l.liéldzim _Str. Radiatum
: T EMC i .
- Str. Pyramlidale
; ‘ 8¢ ' _Str. Orlens
Fig. 3. Esquema que muestra los diferentes del hip po y giro di do, asf como la distribucién
del sisterna de aferencias entre ellos. SC, si de iacié jsural e ipsilateral; PPL, patrén

perforants lateral; FM, patrén de fibras musgosas y PPM, patrén perforante medial (Zimmer J. 1978).
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Subdivisiones del hipocampo

El hipocampo se ha dividido para su estudio en secciones hechas en zinéulo
recto al eje septo temporal. En cada seccién dos subdivisiones grandes pueden
gncontrarse; la regi6n superior y la inferior asf nombradas por Cajal en 1834 (citado
en Cajal, 1911) con base en sus caracteristicas estructurales y de conexi6n. Lorente
de N6 (1934) subdividi6 el asta de Ammon en varios campos llaméndolos CA en
donde se han calculado para la rata Sprague Dawley la presencia de 7.8 x 105
neuronas y 5.3 x 105 en la rata Wistar (Amaral et al., 1990). La parte superior del
hipocampo corresponde al CAl_, la regién inferior es el CA3; una regién pequefia
entre el CAly CA3 es la designada como CA2. La regién CA4 esta formada por una
érea pequefia la cual aparece en la transicién del hipocampo y el giro dentado.

Segiin Amaral et al., (1990) el CAl es un campo amplio con densidad celular
menor (4.2 x 105 ). En el humano, las células piramidales se encuentran arregladas
en dos capas, el estrato profundo y el superficial, aunque ambos se organicen por
varias hileras de pirimides separadas una de otra (Braak, 1980). El CA2 se
encuentra constitufdo por células piramidales adyacentes al CAl y que pueden ser
diferenciadas ficilmente del CA3 por la ausencia de espinas dendriticas muy
especializadas localizadas en la dendrita proximal apical de estas ltimas cdlulas. La
cantidad de neuronas calculadas para este campo en la rata es de 12.4 x 10 * células
(Cassel, 1980 en Amaral, 1990). El campo CA3 lo constituye la agrupacién bien

. organizada de células piramidales regularmente orientadas. Lorente de N6 (1934)
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dividié al CA3 en tres zonas (a, b y ¢) con base en el niimero de colaterales de
Schaffer originadas por estas células (Bayer, 1985). El niunero de células calculado
para este campo es de 3.3 x 105 (Amaral 1990). El CA4 ocupa la parte superior del
giro deﬁtado y no muesira estratos ni arreglo u orientacién definida (Break, 1980;

Altman et al,, 1973) .

Citoarquitectura del campo CA3

El campo CA3 se caracteriza por presentar neuronas piramidales crqméﬁlas y
agrupadas densamente. Forma una curva hasta el fondo de la fisura hipocdmpica
obliterada. Las dendritas apicales de las células piramidales se extienden hacia la
superficie de la pia de la fisura hipocAmpica donde la capa p]exifon;tc que la
constituye se divide en tres capas diferentes. Préxima al estrato celular, en Ia cara
inferior del estrato plexiforme se encuentra el drea de "fibras musgosas", las cuales
provienen de las células granulares del giro dentado. A dicha zona se le considera
como estrato licido. Estas células proyectan colaterales axénicas hacia el estrato
radiado (colaterales de Schaffer). Los ultimos estratos (lacunoso y moleéular) son

designados como estrato plexiforme y corresponde a la zona de terminacién de

aferencias extrinsecas de la corteza entorrinal (Zimmer J.,1978) (Fig. 3),



Conexiones del Hipocampo
Aferencias
El hipocampo recibe impulsos del érea entorrinal, de Ia regién septal, del
cingulo y del hipocampo contralateral. La fuente més importante de aferencias lo
constituye la corteza entorrinal formando asi la via perforante proveniente de la parte
lateral de la corteza entorrinal. Algunas fibras del patrén perforante entran al estrato
molecular del giro dentado directamente desde el subfculo, mientras que otras viajan
primero hacia el stratum lacunosum moleculare del CA1 y CA3. Del {;rea septal
proviene una contribucién a través del fémix. Desde la corteza del cingulo llegan
fibras a inervar al asta de Ammon y en parte a los subiculos. Las fibras
contralaterales pasan a la fimbria y después cruzan la linea media por la comisura
hipocémpica (Fig. 4).
Eferencias
El hipocampo envia su informacién a través del fémix, pasando primero por
la fimbria al llegar a Ia parte caudal del hipocampo, es decir a nivel del cuerpo
calloso. La mayoria de las fibras de la fimbria pasan a las columnas posteriores del
férnix, un pequefio niimero cruza la comisura hipocimpica y otras alcanzan la
superficie dorsal del cuerpo calloso donde se incorporan Ias estrias mediales y
laterales pera formar el fomix dorsal.

Asf, el hipocampo ademas de sus relaciones comisurales, recibe impulsos de

la corteza entorrinal, a la que le llega informacidn de la corteza olfatoria primitiva.
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Fig.4, Esquema que ilustra la mayoria bc las mnzﬁsné‘lnﬂﬁswus de la formacién h'u;o::;mp;ai aéi como la

lista de las afe ias mas imp yc d fe Las flechas curvas en el giro dentado (GD) y
en ¢l campo CA3 de! hip po indican la p la de proyecciones de asociacién, Las lineas idisconllnuas
p fe ias p i del fornix. (modificado de Paxinos 1990).

Se encuentra conectado en ambos sentidos con el cingulo (mesocértex), que le envia
fibras por el fasciculo del cingulo y recibe impulsos por medio del nicleo anterior
del t&lamo al cual el hipocampo proyecta directamente a través del fornix, o bien en

forma indirecta a través de la via férnix-cuerpo fasciculo-mamilar mémilo-taldmico.



Se relaciona en ambos sentidos con las dreas septales (a las que llega informacién de
Ia estria olfatoria medial), a través del 6rnix, y con el hipotalamo por medio de este
mismo sistema. Asimismo, tiene conexiones con la formacién reticular del tegmento
mesencefilico por via de 1a habénula o por medio del drea mamilar del hipotilamo.
En esta forma se establecen relaciones entre diferentes niveles neurales que se
consideran dentro del sistema limbico: corteza medial, hipocampo, regi6n septal,
hipotilamo y formacién reticular mesencefilica (Fig. 4). Estas relaciones
vconsﬁtuyen el sustrato en el cual se organizan correlaciones funcionales viscero-
som.éticas que se citan como base de la integracién emocional (Swanson, 1977).

En la organizacién intrinseca del hipocampo el circuito trisindptico
hipocampal ha sido implicado como un sustrato de la memoria, ya que la serie de
sinapsis secuenciales permite la trasmisién de la informacién por medio de
diferentes componentes. Este circuito comienza en la via perforante al enviar sus
proyecciones de la corteza entorrinal a las dendritas de las células granulares en las
dos terceras partes externas de la capa molecular del giro dentado. Las células
granulares, por via de las proyecciones axonales denominadas fibras musgosas,
completan el limite proximal del circuito con las proyecciones apicales (zona de
excrecencias) de las neuronas piramidales del campo CA3. Estas neuronas en turno,
por via de los axones colaterales de Schaffer, se dirigen hacia las células piramidales
CAL con las que completan el circuito trisindptico (Rosene y van Hoesen, 1991;

Braintenberg, 1983; Buhl y Dann, 1991; Fig. 2).



En la porci6n proximal de las dendritas apicales se observan espinas gruesas
formando ¢l estrato licido. Estas porciones reciben una aferencia estrictamente
ipsilateral de axones de células del giré dentado lamadas fibras musgosas, El resto
de la superficie de las dendritas del campo CA3 se relacionan con terminales
provenientes de la comisura y constituyen la via de asociacién entre el campo CAly
¢l asta de Ammon. Varias subdivisiones del campo CA3 se conectan intrinsecamente
por fibras comisurales y sus aferencias de asociacién terminan siempre en el

subcampo CA3 contralateral.

Ontogenia del hipocampo

La organizacién del hipocampo en la rata se origina por la migracién del
neuroepitelio subependimal localizado en los ventriculos laterales asi como del
tercer ventriculo (Altman, 1966). Las células muesiran una ontogenia hetérocrénica,
es decir, no todos los elementos son originados en un mismo periodo de desarrollo
embrionario. Asf tenemos que las células granulares del giro dentado empiezan a
generarse desde el dia embrionario (E) 14 y su méxima proliferacién se observa en
el dia postnatal (P) 3 y P10 prolongéndose hasta la vida adulta (Bayer y Altman,
1974). Las neuronas piramidales son originadas prenatalmente eunque los tiempos
de generaci6n para cada campo son diferentes, pero se puede decir que la generacién
de piramides ocurre desde el dfa E14 al E20. De manera paralela las células

piramidales de los campos CA3 y CA2 presentan un méximo de proliferacién entre
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el dfa E17 hasta el dia E19, Una vez que han migrado a su campo definitivo las
neuronas comienzan a expresar su arborizacién dendritica en el dia P10 y la
continuan hasta el dia P20. El patrén de generacién para las neuronas CAl es
prenatal (E18 y E19) y su expresién déndritica no se observa sino postnatalmente, en
los dias P_S, P7, P15y P20 cuando se completa su maduraci6n.

La posicién normal y definitiva de las neuronas piramidales CA3 esta sujeta a
la conexién aferente oportuna establecida con las neuronas granulares del giro
dentado aln antes de alcanzar su blanco definitivo en el campo 3 (;el cornus
aml;tonis. Esta necesidad de conexién con otras neuronas del mismo hipocampo .
quizé explique la migracién en pausas observada en estas células. Asf la migracién
de las piramides del CA3 se detiene en la zona intermedia del CA1 en donde espera
a conectarse con las aferencias del giro demado: A este fendémeno se le conoce como
migracién estacionaria (Altman y Bayer 1990). Otro de los clementos celulares

" constitutivos del hipocampo son las células gabaérgicas y las células musgosas las
cuales son generadas prenatalmente (E14 y E17) y su maduracién en el caso de las

primeras es paralela al de las neuronas piramidales (P5 y P20) y la maduracién de

las musgosas es similar al de las granulares (Seress y Ribak, 1993)

Funciones
" Al parecer, las caracteristicas de sus conexiones le dan sentido a las funciones

atribuidas al hipocampo ya que las vias de asociacién con dreas corticales asf como
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las conexiones directas e indirectas con otras estructuras limbicas (giro cingulad‘o y
nicleo septal en el hipotélamo) explican como el hipocampo parﬁcipa‘ en
regulaciones sométicas, viscerales, endécrinas sensoriales. Debido a las conexiones
neocorticales del hipocampo, desarrolladas durante la evolucién de esta estructura,
se le otorgan fumciones vinculadas intimamente con la capacidad del
almacenamiento de datos a largo plazo. Asimismo, se considera al hipocampo junto
con el sistema limbico como el coordinador determinante de la actitud del organismo
ante su ambiente (Nauta y Feirtag, 1987). No obstante, su funcién es compleja y se
recc;noce como una estructura clave en funciones de atenci6n, de comportamiento
emocional y especialmente en los procesos de memoria y aprendizaje (Jarrad, 1968;
Barnes, 1988; Cerbone et al., 1993). Por ejemplo, en experimentos donde se ha
Iesionado el hipocampo de ratas y simios se ha observado un sindome amnésico
profundo que se presenta inmediato al dafio de esta estructura ( Scoville'y Milner,
1957; Olton, 1983; Squire y Zola-Morgan, 1983; Corkin, 1984; Zola-Morgan et al.,
1986). En humanos su funcionamiento anormal revela ciertas formas de retraso
mental, incluso se ha estudiado al hipecampo como modelo (ratas, monos y otros
mamiferos) para explicar ciertas disfunciones cerebrales en el humano (;Altman et
al, 1973). La actividad eléctrica de espiga de las células del hipocampo esta
fueriemente correlacionada con muchos aspectos del comportamiento espacial de la
rata como es la posicién, direccién de movimiento y velocidad del mismo. Por estos

y otros estudios se refiere que el hipocampo forma la base neuronal de un mapa
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cognitivo (Mc Naughton et al., 1983; Muller y Kubie, 1987; O Keefe, 1979; Olton,
1989).

Otra funcién vinculada con e} hipocampo proviene de los estudios realizados
a partir de la estimulacién repetida de alta frecuencia de una via aferente a una
neurona induciendo asf cambios a largo plazo en la comunicacién sindptica. Esta
caracterfstica propia del hipocampo se ha considerado como una forma de
plasticidad llamada potenciacién a largo plazo (LTP) y ha sido propuesta como el
mecanismo de almacenamiento de informacién en el cerebro del mamifero
(Aﬁdersen y Hvalby, 1986; Brown et al., 1988) apoyando atin mas la propuesta de
que el hipocampo participa en los procesos de aprendizaje y memoria (Douglas y

Goddard, 1975; Teyler y DiScenna, 1987; Barnes 1988).

EL HIPOCAMPO COMO MODELO DE SISTEMA CEREBRAL

Debido a que el hipocampo es una estructura cerebral involucrada en la
integracién de funciones cerebrales complejas ha sido objeto de estudios fisiolégicos
anatémicos, bioquimicos y de plasticidad neural. Las ventajas que ofrece el
hipocampo sobre otras regiones cerebrales para ser considerado un modelo de
estudio neural en la rata desnutrida, son de manera general las siguientes: la
estructura laminar bien conocida que facilita su estudio anatémico, sus conexiones
con otras éreas cerebrales, las relaciones sinapticas localizadas geométricamente, la

morfologfa, localizacién y contenido de neurotransmisores de los diferentes

23



componentes neuronales que presenta y que facilitan su clasificacién, y por altimo la
heterocronia en su ontogenia de los diferentes tipos celulares que lo forman, alguﬁos

de los cuales son generados prenatal y ofros postnatalmente (Sloviter 1989).

HIPOCAMPO Y DESNUTRICION :

Existen investigaciones donde se evaluan caracteristicas fisiolégicas y
conductuales en relacién con el hipocampo y en los diferentes momentos del
desgn'ollo cerebral, su vulnerabilidad asl como la consecuencia que tiene sobre ellos
la desnutricién (Balazs et al., 1979; Lewis et al., 1979; Austin et al., 19862 Castro et
al,, 1989; Kats y Davies 1983; Bronzino et al., 1991; Morgane et al., 1992;). Como
ya lo mencionamos, el hipocampo es un compone;ue clave en la circuiterfa cerebral
enlazando dreas neocorticales y del tallo cerebral inferior. Asimismo, el hipocampo
posee un grado notable de desarrollo, plasticidad restaurativa y adaptativa, siendo
estas razones suficientes para considerarlo como una estructura importante para el
estudio de procesos cerebrales.

En estudios realizados con malnutricién prenatal valorando especificamente
al hipocampo se han encontrado disminuciones de su capacidad plistica,
especificamente en el giro dentado (Bronzino et. al.,, 1991; Cintra et. al,, 1990 y
Diaz-Cintra et al., 1991). Las células granulares son elementos de adaptacién debido
a que cuando se interfiere con su maduracién, se reduce la capacidad de adaptacién

del animal a situaciones de estrés, por lo que es posible observar alteraciones en
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respuestas conductuales de individuos sometidos a desnutricién perinatal (Altman,
1987).

Asf, las elteraciones en la organizacién anatémica se les puede correlacionar
con deficiencias en el aprendizaje y la memoria espacial provocadas tanto por
desnutricién instalada en los periodos pre como postnatales (Jodan et al., 1982).

En trabajos desarrollados en el laboratorio, se ha encontrado que la
desnutricién hipoproteinica prenatal en ratas reduce el 4rea de los estratos molecular,
granular y polimérfico del giro dentado, ademds de ocasionar alteracio.nes en la
orgﬁzacién citoarquiteciural de los campos CAl y CA3 del hipocampo de ratas
expuestas a desnutricién crénica y rehabilitacién nutricional postnatal (Garcia-Ruiz
et al., 1993; Diaz-Cintra et al., 1994). Estas investigaciones indican que el efecto de
la desnutricién sobre la formacién hipocampal reduce la complejidad de Ia
arborizacién dendritica y altera el niimero de espinas y por lo tanto la conectividad
sindptica (Cintra et al., 1990). La actividad celular en la produccién de
neurotrasmisores también ha se ha valorado y en relacién a la concenfracién de
serotonina en el hipocampo se han encontrado incrementos del 100% en animales
expuestos a desnuiricién prenatal (Chen et al., 1992; Smart et al., 1976, Fuenmayor
and Garcia, 1984.). Més aiin, en estudios electrofisiolégicos y de concentracién de
acurotransiisores, se ha sugerido un incremento de la actividad inhibitoria del
sistema modulador de las células del giro dentado por una desnutricién prenatal,

posiblemente originada por incremento én la actividad funcional de las interneuronas
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gabaérgicas, que pudiera ser resultado de alteraciones en los mecm;ismos de
recaptura del GABA, o modificaciones en la actividad modulatoria extra-hipocampal
 sinéiptica en las intemeuronas gabaérgicas (Morgane et al., 1993), Proponiendo otra
posibilidad los estudios de marcaje inmunocitoquimico y de distribucién de células
gabaérg_icas, han mostrado alteraciones significativas en la densidad de estas células
especialmente cuando se instala desnutricién hipoproteinica crénica (Aguilar et al,
1994.),

Dada la participacién que tiene el hipocampo en la adquisicién y analisis de
informacién sensorial (discriminacién olfatoria y visual ademdas de localizacién de
sefiales medio ambientales), se han desarrollado paradigmas de aprendizaje en donde
se sabe el hipocampo esta relacionado (Barmes, 1988, O'Keefe, 1983, Macrides et
al., 1983). Cuando la desnutricién es impuesta crénicamente se alteran los procesos
de atencién provocando una inhabilidad relativa para procesar Ia informacién del
medio ambiente (Hobson y Schmajuk 1988; Lynch y Cotman, 1975). Con la
utilizacién de seilales distales en el laberinto de navegacién de Morris, en la
discriminacién espacial, en memoria a corto plazo (Castro y Rudy 1987 y Goodlett
et al, 1986), asf como con el condicionamiento Pavloviano (Smaxt, 1979)
encontramos modelos de estudio importantes que nos ayudan en el conocimiento del
hipocampo y la desnutricién. Los resultados muestran rendimientos inferiores en
animales desnutridos pero sin descartar la posibilidad de la influencia de otras

variables que pudieran conjugarse con la desnutricién y conducir a interpretaciones
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confusas. Dentro del aprendizaje de evitacién a estimulos nocivos tenemos el de
prevencién pasiva (Frankovd y Barnes, 1968; Smart y Dobbing, 1972; Lynlch, 1976;
Garcfa-Ruiz et al., 1994; Quirarte, 1995). En este modelo de aprendizaje,
encontramos diversas caracteristicas que lo sitian como un método adecuado para
evaluar procesos de almacenamierito y aprendizaje no sélo en el hipocampo sino
también en otras estructuras cerebrales, sin (_:ontamina: los resultados por efecto
sobre sistemas sensoriales, motores y motivacionales de indole apetitive. Otras de
sus caracteristicas es que permite el establecimiento del aprendizaje en un tiempo
definido, asi como el estudio de diferentes etapas del proceso de aprendizaje y

memoria. (Prado-Alcala y Quirarte, 1993).

Por todo lo expuesto anteriormente, se ha escogido para este trabajo un
paradipma de desnutricion tal que permite privar sélo de protefna a los individuos
conservando en cantidade; normales los otros macronutrientes con lo que depuramos
de variables nuestro modelo. La secuencia de interés en esta investigacién se
circunscribe a un periodo donde la circuiteria y maduracién neuronal se establece y
afina, i.e., periodo postnatal (30 dfas) y ademés, prolongando dicha condicién
alimentaria hasta una edad considerada en la rata como adulto (90 dias). Para la
consccuci6n de esle trabajo se consideré al campo CA3 del hipocampo para conocer
Ios efectos de la dieta hipoproteinica sobre algunos parémetros celulares capaces de

indicar Ia magnitud del cambio citoarquitectural en este campo, asi como por la
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funcién atribuida al CA3 como principal integrador de la actividad hipotampica. Al
mismo tiempo y considerando que el hipocampo es uno de los sustratos neuronales
subyacentes al aprendizaje y memoria espacial =n la rata, se trabajé con el modelo
de prevencién pasiva el cual reune las condiciones metodolégicas necesarias para
adjudicar el cambio en el aprendizaje a los cambios citoarquitecurales del CA3 como

producto de la alteracién en la dieta,

HIPOTESIS

Si una dieta hipoproteinica instalada en el pericdo postnatal produce
alteraciones sobre el desarrollo de los substratos anatomicos hipocdmpicos, entonces
algunas funciones inherentes a esta estructura tales como el aprendizaje y la

memoria se veran deteriorados
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. OBJETIVO GENERAL

Valorar morfométrica y conductualmente el efecto de la desnutricién

postnatal sobre la formacién hipocédmpica en ratas de 30 y 90 dfas de edad.”
ESPECIFICOS

1) Determinar los cambios morfométricos en las células piramjdales del
Cornus Ammonis 3 (CA3) del hipocampo en ratas de 30 y 90 dias sometidas a una
dieta hipoproteinica durante el periodo postnatal,

2) Evaluar la capacidad de aprendizaje en ratas malnutridas postnatalmente
mediante la aplicacién de una prueba conductual de prevencién pasiva en las edades

ya mencionadas.
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MATERIALES Y METODOS
Animales
Se utilizaron ratas hembra y macho de la cepa Sprague Dawley de 250 a 300g
de peso, criadas en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Se
mantuvieron en condiciones de oscuridad-luz 12:12 horas, con temperatura de 22 a
24 °C, 1a humedad entre 40 a 50 %, comida y agua ad libitum. Las hemb;'as fueron
divididas en 2 grapos, uno alimentado con dieta hipoproteinica de 6% de caseina
_ (de;nutridas), y el otro con dieta estdndar (Purina Chow) de 25% de 'la misma
proteina -control- (Tabla I} durante 5 semanas antes del apareamiento para lograr
una adaptacién metabélica a la nueva dieta. Los machos empleados ‘para este
apareamiento fueron alimentados con dieta estndar (25% de caseina).

TABLA I

COMPOSICION DE LA DIETA (g/Kg)

6% 25%
CASEINA 60.0 250.0
L-METIONINA 3.7 3.7
SUCROSA . 51L74 381.72.
FECULA DE MAiz, 153.52 11452
ACEITE DE MA{Z 1518 150.0
CELULOSA (FIBRA) 67.16 50.0
MEZCLA MINERAL 350 35.00
FOSFATO DE CALCIO DIBASICO (c.m, ) 6.02 eeen
CARBONATO DE CALCIO (CaCO;) 0.73 5.06
MEZCLA DE VITAMINAS 100 - 10.0
COLOR PARA LA COMIDA 0.33

Las dietas son formuladas como isocaléricas (4:4 Kcal/g) por adicién de carbohidratos cn la dieta baja en

4.

protefna. La caseina por ser baja en aminoicidos sulfatados, es supl con L:

PI
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Después de 5 semanas de adaptacién a la nueva dieta, un macho alimentado
con dieta estindar fue introducido a una caja de acrilico por cada 3 hembras. Los
machos consumieron la dieta correspondiente al grupo al cual fueron vasignados
durante todo el periodo de apareamiento (10 dias).

Una semana antes del nacimicnto de las crias, las hembras prefiadas fueron
colocadas en cajas de acrilico con material adecuado para la elaboracién del nido.
Veintricﬁatro horas después del parto, las crias fueron redistribuidas aleatoriamente
intercambiando las crias nacidas de madres alimentadas con dieta estdndar y
aqu;:llas nacidas de madres desnutridas, para ajustar un total de 8 crias con cada
madre, 4 hembras y 4 machos. Otro grupo de crias nacidas de hembras control
(25%) permanecieron en la misma camada, ajustindose estas también a 8 crias. El
destete sc realizd a los 21 dfas postparto y las crfas continuaron consumiendo la
dieta correspondiente a su Jote hasta el término del experimento (30 y 90 dias).

Asf se lograron crias de dos condiciones, una de desnutricién prenngal (6/25) -
animales destinados para otro experimento- y otra con desnutricién postnatal (25/6)
que fue la condicién empleada en este estudio-, ademds de un lote control

alimentado con dieta estandar (25/25; Fig. 5).
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12 HEMBRAS
25% CASEINA

12 HEMBRAS GESTANTES
CONTROL 25%

18 HEMBRAS

Sprague Dawley |

PARTO

6 HEMBRAS |
6% CASEINA

6 HEMBRAS GESTANTES 6%
NODRIZAS Y DESNUTRIDAS

3

6 CAMADAS CON CRIAS 25%

ALIMENTADAS POR NODRIZAS 6%

6 CAMADAS CON MADRES 25%
CON CRIAS 25%

20D

30D

(-7 —{ DISTRIBUCION DE CRIAS

f__/

6 CAMADAS CON CREAS 6%
ALIMENTADAS CON NODRIZAS 25%

Fig. 5 Protocolo que incluye a los animales 25/25, 25/6 y 6/25 estos dltimos no empleados en este

estudio.
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Procedimiento histolégico

Al término de las edades establecidas de 30 y 90 dias de edad, un total de 6
machos de cada una de las condiciones experimentales 25/6 y 6 controles (25/25)
fueron pesados, anestesiados con pentobarbital (55mg/kg de peso) y perfundidos via
intracardiaca con formol al 10% neutro. Los cerebros fueron disecados al dia
siguiente de la perfusién y rabanados en secciones frontales de 4 mm de espesor
aproximﬁamente, incluyendo la totalidad del hipocampo. El método  de
impregnacién fue el modificado para Golgi répido por Diaz-Cintra et al., (1981). Las
secciones fueron embebidas en nitrocelulosa de diferentes concentraciones (5, 10, 15
y 30 %) durante 24 horas en cada cambio. Para su corte al microtomo de
deslizamiento los bloques embebidos en nitrocelulosa al 30%fueron fijados a la
platim; con vapores de cloroformo por 12 horas. El plano de corte se realizé en
sentido septo temporal, a 120 pm de espesor cuidando la seriacién de los cortes
obtenidos. Cada preparacién histoldgica de las diferentes edades y disefios
experimentales fueron etiquetadas y codificadas con un mimero al azar col; el fin de
que las mediciones se Bicieran a ciegas y de esta manera evitar sesgos de
interpretacién. De cada corte se eligieroﬁ neuronas piramidales del C;A3
impreganadas completamente cuidando que el 4rea de ubicacion de estas células no
saliera de los dos tercios anteriores del regio inferior conocido como subcampo

CA3b, lo cual fue posible reconociendo Ia estructura morfoldgica privativa de estas
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células en lo que se llama zona de excrecencias o de espimas torneadas de las
dendritas apicales (Fig. 8). El total de neuronas observadas por cada animal fue de 6
en cada condicién experimental y en cada una de las dos edades estudiadas, lo que

hizo un total de 144 células observadas.

Andlisis Morfométrico
De cada neurona CA3 bien impregnada y con la ayuda de un sistema digital

de imégenes se obtuvieron las siguientes mediciones:

1) El perimetro, 4rea, eje mayor y menor del soma, tomadas en un microscopio de

campo claro Nikon Optiphot-2 y con un objetivo planapocromético de 40X (Fig. 6

A)

2) El érea de excrecencias (delimitado en toda la extensién de Ia dendrita primaria y

en la bifurcacién) con objetivo planapocromético 40X (Fig. 6 A). .

3) El nimero deldendritas apicales y basales para lo cual se elaboré una maqueta de

10 circulos concéntricos separados 38 pm uno de otro con el sistema de imigenes,

disefiados con base al método de Sholl (1956). Usando un objetivo

planapocromético de 253( se determiné el nimero de dendritas que cruzaba cada

circulo concéntrico (Fig 6 B).

4) La longitud de la dendrita apical principal. Este pardmetro fue tomado desde el

origen de la dendrita apical principal signiendo su trayectoria bajo el objetivo

planapocromatico de 40X (Fig. 7).
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5) El nimero de las espinas dendriticas fue medido en tres segmentos de.so um de
didmetro generados en una magquecta en el procesamiento de imégenes. Los
segmentos se ubicaron en Ia regién proximal de la dendrita apical con el dbjetivé de
40X, la que ademés fue dividida en tres secciones. La seccién S1 correspondi6 al
nitmero de espinas localizadas en el estrato liicido en donde hacen sinapsis la mayor
parte de fibras musgosas, las secciones S2 y S3 en cada uno de los brazos del é{bol
dendritico ambos ubicados en la zona mas externa del mismo estrato (Fig. 8). El
tamafio del soma, la longitud de la dendrita apical y 1a zona de excrecencias de las
células piramidales fue delineado en el monitor de la computadora y con la ayuda
del microscopio usando el cursor del analisis morfomélricd. Todas las mediciones se
obtuvieron digitalizando las imégenes y procesindolas con el programa ad hoc de

Histo 2000 de Biocom.
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Fig 6 . Imig laser de células pir CA3. A, muestra la demarcacién del perimetro
del soma (S) asi como la zona de excrecencias (Ex). FM, fibras musgosas (40 x). B, neurona
CA3 sefialando el método a través del cual fue cuantificada la densidad de dendritas apicales
y baséles 20x.
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Fig 7. Se muestra la medicion de Ia lon,

gitud de la dendrita apical (Da) realizada a través del
sistema de imégenes (20 %).
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- La densidad de espinas dendriticas de la neurona CA3 se obtuvo contando las espinas consideradas ep segmentos de 50 pm ca
1,82y 83 (40x). .



Entrenamiento en la tarea de prevencién pasiva

La condicién de desnutricién explicada anteriormente fue la misma para los
animales destinados para la prueba de aprendizaje. Se utilizaron un total de 20
animales macho de la edad de 30 diss (10 malnutridos postnatalmente y 10
alimentados con dieta normal) y un total de 20 de la edad de 90 dfas (siguiendo la
misma proporcién que en la edad anterior), Una vez destetados los animales (a los
21 dias de edad) fueron colocados por sepafado, en una caja de acrilico y
alimentados con la dieta correspondiente a su condicién experimental hasta allcanzar
las edades de 30 6 90 dias.

El entrenamiento en la atrea de prevencién pasiva se efectud tanto a los
animales desnutridos como a los controles. En esta prueba, el sujeto aprende a
evitar un estimulo desagradable nociceptiva dejando de hacer algo. La conducta se
adquiere en un solo ensayo. El entrenamiento se realiza en una cdmara de dos
compartimientos separados por una puerta deslizable. Uno de ellos se conoce como
compartimiento de "seguridad®, el cual ademds de ester més ilumim.ado, las
caracteristicas del piso son diferentes a las del otro compartimiento llamado de
“castigo” que es oscuro. El piso de este iiltimo ﬁene 2 placas metélicas colocadas en
forma de V por donde puede pasarse corriente eléctrica.

Para iniciar la tnica sesién de enirenamiento se colocd al animal en el
compartimiento de seguridad durante 10 segundos; una vez transcurridos se abrié la

compuerta que separa ambos espacios. Dada la conducta exploratoria de las ratas
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que las lleva a explorar nuevos ambientes, ademés de ser fotofébicas (Prado-Alcala
et al,, 1993), estas tienden a pasar al otro compartimiento; el tiempo que tardan en
hacerlo fue registrado y es el parAmetro llamado latencia de adquisicién. Una vez
que ha pasado, se cierra la compuerta y se apﬁca a través de las placas metélicas
electrificado un choque eléetrico de 2 mA durante 5 segundos en las patas,
inmediatamente después se abre de nuevo la puerta, permitiendo huir a la rata al
compartimiento de seguridad y el tiempo que tarda en regresar al espacio dc;
seguridad fue registrado como latencia de huida. En este espacio iluminado
permanece 30 segundos con el fin de que asocie este lugar como un sitio que lo
mantiene protegido del eventa nocivo (Fig. 9). De ahi la rata se trasladé a su jaula de
estancia.

Después de 24 y 48 horas y 7 dfas de 1a sesién de adquisicion se efectuaron
las pruebas de retencién. En esta prueba de retencién se colocé a la rata en el
compartimiento de seguridad y transcurridos 10 segundos, se abrié Ia ;:ompuena
para permitir el acceso al compartimiento de castigo. El tiempo que emplearon cada
uno de los animales en pasar a este compartimiento fue cronometrado. Si después de
600 segundos el animal no pasaba al compartimiento de castigo se daba por
concluida la sesién y el sujeto era devuelto a su caja de estancia, considerandose, en

este caso como tarea aprendida.
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Fig. 9 Camara de condicionamiento de prevencidn pasiva. El compartimiento de seguridad
se encuentra en el lado izquierdo del esquema y el estimulador a la derecha.

Andlisis estadistico

Estudios neuroanatémicos

Una vez ierminados los estudios neuroanatémicos se aplicaron las siguientes

prucbas:
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a) Un ANOVA de un factor para determinar las posibles variaciones entre los
grpos.

b) Una prueba de Tukey para discernir cuales pares de grupos difirieron
significativamente y

¢) Un ANOVA de dos factores con el objetivo de averiguar si hay un efecto
combinado por la dicta y 1a edad. Los niveles de significancia empleados' fueron a
una probabilidad <0.05, <0.01 y <0.001.

Entrenamiento en prevencion pasiva.

4 Para la tarea de prevenciéﬁ pasiva se realizé un anélisis estadistico con
pruebas no paramétricas. Se compararon Jlas medianas de las latencias de
adquisicién, de escape, asi como las de retencién a las 24, 48 horas y 7 dias después
de Ia adquisicién a través de analisis de varianza de Kruskal-Wallis y para conocer
las diferencias entre parejas de grupos se utilizé la prueba de U de Mann:Withney,
con un nivel de significancia de p<0.05. La prueba de Friedman se aplicé para
explorar las posibles diferencias entre las latencias a través de las diferentes sesiones
de retencién de cada grupo (grupos corrclacionados), seguido de la prueba de
Wilcoxon para establecer las diferencias significativas entre pares de grupos

correlacionados.
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RESULTADOS

Peso _corporal y cerebral

En la tabla IT se muestran los pesos corporal y cerebral de los' animales
controles y desnutridos de 30 y 90 dias de edad. La desnutricién postnatal produjo
las reducciones significalivas (p<0.05) del 70% en el peso corporal en los animales
de 30 dias y del 83% (p<0.05) en los animales de 90 dius. El peso cercbral se
redujo también significativamente (p<0.05) en un 19% en los animales de,30 dias y
en un 30 % en los animales de 90 dfas de edad en relacién a su control.

TABLA II

Pesos corporal y cerebral de ratas Sprague Dawley
control {C) y desnutrido (D)

* p<0,05
30 dias 90 dilas
C D C D -
Peso corporal 7408 220g * 256.0g :4.0 8
Peso cerebral 168 13 g* 23g :.6 8
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Morfometria

En Ia Tabla 1N se concentran los resultados analizados con el ANOVA de dos
factores tanto de aquellas mediciones que resultan significativamente afectadas por
1a dieta, como por la edad o por la interaccién de ambas variables.

El ANOVA no marcé diferencia significativa ni por la edad ni por la dieta,
sin embargo, se encontré interaccién significativa entre los dos factofes, enel
perimetro, érea y el gje menor del soma. Por lo que respecta a la influencia que la
edad produce sobre la morfologia celular de las células piramidales del CA3 se
obsérvarén cambios significativos en la longitud de la dendrita apical, en el drea de
la zona de excrecencias y en la densidad de ramas dendriticas apicales en los
circulos 3, 4, 5. del 7-al 10y de las dendritas basales en el circulo 3. El efecto que
1a dieta produce en estos parimetros celulares se localizaron en: la longitud de la
dendrita apical, en el perfmetro y 4rea de excrecencias, en la densidad de las ramas
apicales entre los circulos 2, 5 al 10 y en dendritas basales en los circulos 1 al 6, El
efecto significativo de las interacciones entre estos dos factores (dieta y edad) se
ubicé en el perimetro, éres, eje menor del soma, la longitud de la dendrita apical, en
el perimetro y 4rea de la zona de excrecencias, en la densidad de las'dendritas
apicales en los circulos 6 al 9.

En relacion con el nimero de las espinas dendriticas se observé un efecto

tanto por la edad, por la dieta y por la influencia de ambas siendo altamente

significativa dicha interacci6n (p<0.001).
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TABLA 111

Andlisis estadistico de lag células piramidales CA3 del hipocampo en edadeg de 30 y

90 dias, d

tridos prenatal

te.

ANOVA de dos factores (condicién nutricional y edad)
*p<0,03, *p<00ly ***p<0,00L

Edad Dicta Interaccién

dr(1,131) df (1,131} ar{1,131)
Soma
Perimetro .03 0.02 3.10¢
Arca .0.21 0.33 6.53°
Ejoma .46 0.002 341
Ejemenor .83 1.40 6.10%
Tong, dendrita apical 12.35%%¢ 3.97° 6§95 &
Excrescencias
Perimetro 042 37.64 ¢** 004¢
Area 264000 13,77 3¢ 35.03 ***
Dendritas aplcales (intersecciones)
Circulos
138 097 110 0.673
2 (76 pm) 0.8 4.93¢ “0.067
3(114 pm)_ AT .25 0201
4 (152 pm) 13.50 %¢¢ 3.25 146
5. (190 pm) 26.68%%* 56.24%* 0.361
6 (228 pm) 3154 62.61 4975°
7 (266 yun) 27.84 **0* 91.78¢¢* 15.914 9%
8304 pm) 13,03 *** 35.82%¢° 11,885 s¢
9(342 7.118.¢» 39.65%¢¢ 6.863 2
10330 39¢ 252100 2.351
Dendritas basales (interacciones)
Clroulos
1(38 pm) 0.03 11.73% 2.04
276 pm) 147 14.03%°* .273
3(114 pm) 13.60%¢% 21,38 885
4(152 um) 2.13 18.49%¢¢ 365
3190 pm) 0.5% 11.90°* 0.907
6(228 pm) 0.29 5.12* 0.00
7(266 jum) 1.53 1.16 0.350
Eaplnas
segmenta 1 (50 pun) 16.75 ** 458.01%%* 533
scgmento 2 (30 prm) 16.52%¢¢ 311.39 #*¢ 13.20 ***
mo:’ ‘50 um) 6.12% 359,13 e°* 630 %

En la tabla TV se muestra el ANOVA de una via y la comparacién entre

edades con la prueba de Tukey de los efectos por la dieta.

Las diferencias

sipnificativas se observarén en parfmetros celulares relacionados con el

establecimiento normal de las caracteristicas funcionales de estas células, ‘como son
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la sinaptogénesis (cspinas dendriticas y #&rea de excrecencias) y la longitud de Ia

dendrita apical.

TABLA 1V
Anflisis estadistico del efecto de la malnutricién postnatal en las neuronas piramidales
CA3 ( ANOVA de un factor / Prueba de Tukey).
Comparacién entre edades p < 0,05.

Sélo se indica el porcentaje de cambio en ¢l caso de existir significancia

30ve. 9 c 30vs.90d_

Somsa

“{ Long, dendrita apical -27.55%"°

Perimetro

oy IR
Dendritas apleales (intersecciiones) :
Circulog

Dendritas basales (intersecciones)
Circulos

138 pm)
2(76 pm)
3 (114 pm)
4(152 pm)
3 (190 pm)
6 (228 wn)
7 (266 yum)
Esplnas :
¢4 1(s0 . -14.5%

segnento 2 (30 _jum) L -18%
segmenta 3 (SO jum) -12%

Al comparar estadisticamente las edades en términos de porcentaje de cambio

(ANOVA de un factor y prueba de Tukey con p<0.05), observamos (Tabla IV) que
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las mediciones correspondientes al soma, perimetro, 4rea, eje mayor y menor, no son
diferentes tanto en el grupo control como en el desnutrido.

Se observaron disminuciones det 11% (p<0.05) en el érea celular (Fig. 10) en
los animales desnutridos de 30 dias de edad y en el eje menor (Fig. 11) ;'educcién
del 8% (p<0.05). La longitud de la dendrita apical (Fig. 12) se redujo en un 25% en
relaci6n a su control a la edad de 90 dias. La zona de excrecencias exp‘resada en
términos del perimetro (Fig. 13) disminuyé en animales malnutridos de 30 dias en
un ?4% y en los animales de 90 dias en un 19% al ser comparados con sus
respectivos controles. La zona de excrecencias expresada en é&rea (Fig. 13) mostré
reducciones del 46% en animales desnufridos de 30 dias y del 61% para los
desnutridos de 90 dias.

La densidad de dendritas apicalés se muestra en la figura 14 en donde se
pueden obsesvar decrementos significativos (p<0.05, 0.01 y 0.001) desde un 20 a un
89% en el mimero de intersecciones en animales malnutridos de 30 dias de edad a
partir del circulo 5 (p<0.001). Estos decrementos fueron en los circulos 5, 6, 7, 8, 9
y 10 del 38%, 56%, 76%, 88% y 89% respectivamente. En el circulo 2 observamos
un incremento significativo de! 88% . En animales de 90 dias de edad observamos
sélo un incremento del 34% en el grupo malnutrido esto en el circulo 2, pero esta
situacién se invirtio a partir del circulo 4 hasta el 10, estos decrementos

corresponden al 24%, 55%, 72%, 82%, 84%, 86%y del 94% respectivamente.
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Fig. 10.Mediciones de perimetro y Arca de neuronas piramidales dcl campo CA3 cn donde la diferencia
significativa (p<0.05) sc observa en el 4rea de animales de 30 dias, 30C, ratas comrql de 30 dias; 30 D, ratas
’ desnutridas de 30 dfas; 90 C, ratas conirol de 90 dias y 90 D, ratas desnutridas de 90 dias.
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Fig11.

Mediciones de! eje mayor y menor de las neuronas CA3. Solo existe diferencia significativa en el eje
‘menor de ratas de 30 dias desnutridas (p<0.05).
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Fig. 12, La longitud de la dendrita apical se observa afectada por Ia desnutricidn postnatal sélo en los
animales de 90 dfas de edad (p<0.05).
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Fig. 13 La zona de excrecencias se observa disminufda en el perfmctro y el drea de las dos edadés estudiadas
(p<0.05).
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Fig. 14. La densidad de dendritas apicales se observa disminulda por la desnutricién postnatal especialmente
en los itltimos 5 circulos concéntricos en ambas edades (p<0.05). Sin embargo, ¢l circulo 2 mostrd
incremento en ambas edades.
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Las dendritas basales (Fig. 15) del grupo de 30 dias malnutrido mostré
reducciones significativas (p<0.05 y p< 0.001) en los circulos 3, al 5 del 17%, 33%
y 41%, respectivamente. Las mismas intersecciones dendriticas en los animales de
90 dfas malnutridos (Fig. 15) muestran disminuciones (p<0.01 y 0.00.1) en los
circulos 1,al 3 del 38%, 27% y 30%, respectivamente.

El niimero de espinas dendriticas fue medido en tres segmentos de la dendrita
apical de la neurona piramidal CA3 correspondiente a la zona conocida como de
excrecencias, El efecto que tiene la desnutricién sobre el nimero de espinas
dem'iﬂticas puede verse en la tabla IIl en donde observamos que la dieta, la edad y
1a interaccidn resultaron altamente significativos (p<0.001). Al comparar el grupo
de animales de 30 contra el de 90 dias, los cambios por la edad (ANO\./A de un
factor y prueba de Tukey con p<0.05) indicaron incrementos en e! nimero de las
espinas dendriticas del 15%, 18% y 12% en los segmentos 1, 2 y 3 respectivamente
(Tabla IV). E! grupo desnutrido no mostré diferencia significativa en la densidad de
espinas en ningﬁno de los 3 segmentos estudiados. La desnutricién produjo
decrementos en la densidad de espinas dendfticas en las 2 edades estudiadas en los
3 segmentos de la dendrita apical (Fig. 16), estos fueron: en el segmento 1 del 51%
en 30 dias y 54% en 90 dias; en el segmento 2 del 43% y 53% respectivamente y en

el segmento 3, las reducciones fueron del 44%y 51% respectivamente,
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Fig. 16 b. La desnutricién postnatal afecta la densidad dendritica basal sélo en los circulos 3 al 5 que
corresponde principalmente al estrato oriens (p<.0.05) a Ia edad de 30 dias y a la de 90 dias en los circulos
1 al 3, afeciando principalmente el estrato alveus.
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Fig. 17, El efecto de la desnutricién posinatal sobre las espinas dendslticas de la zona de excrecencias se
observa significativamente disminuido en més dcl 44% (p<0.05) en los 3 segmentos analizados,
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Entrenamiento por prevencidn pasiva’

»

Los resultados de la prucba de prevencién pasiva expresados en latencias de
adquisicién, huida y retenci6n a las 24 y 48 horas y 7 dias se muestran graficador en

medianas.

Adqulsicidn
En la latencia de adquisicién observamos diferencia significativa (p<0.05)
entre los grupos control de 30 dfas vs. 90 dias y en el grupo desnutrido de 30 dias vs.

el control de 90 (p<0.005). El resto de las comparaciones resulto sin diferencia

significativa.(Fig. 17).
Hulda

El resultado de la prueba de Kruskal-Wallis nos indicé diferencia
significativa en la latencia de huida (Fig. 17). Con la prueba de Mann-Whitney
encontramos que estas diferencias se encontraban entre los pares de grupos control
de 30 dias vs. desnutrido de 30 dias (p<0.05); entre el grupo control de 30 dfas vs.

control de 90 dias (p<0.05)y desnutrido de 30 dias vs. control de 90 dias (p<0.005).
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Fig. 18 Latencias de adquisicién y huida de animalcs de 30 y 90 dias control y desnutridos postnatalmente.

’
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Retenciones
La prucba de Kruskal-Wallis nos indicé diferencia significativa entre ias
latencias de retencién a las 24 y 48 horas, asi como a los 7 dias de la adquisicion.
La aplicacién de la prueba de Mann-Whitney nos indicé que los pares de grupos con
diferencia significativa en la retencién a las 24 horas (Fig. 18) son el grppo de 30
dias control vs. el desnutrido de Ia misma edad (p<0.05); el grupo de 90 dias control
vs. ¢l desnutrido de 90 dias (p<0.05); y el grupo de 30 dias desnutrido vs. el control
de 90 (p<0.05) asf como con el desnutrido de 90 dias (p<0.05). En la retencién a las
48 horas los pares de grupos con diferencia significativa fueron el grupo control de
30 dias vs. el desnutrido de la misma edad (p<0.05); también entre el des{mtrido de
30 dias desnutrido vs. el conirol de 90 dias (p<0.005) y finalmente entre el
desnutrido de 30 dias contra el desnutrido de 90 dias (p<0.05). La retencién a los 7
dias muestra diferencias significativas entre el grupo de 30 dias control vs. el
denutrido de la misma edad (p<0.05), entre el grupo desnutrido de 30 dias vs. el
control de 90 dias (p<0.05) y entre el desnutrido de 30 dias vs. el desnutrido de 50

dias (p<0.05)
Las prucbas estadisticas de grupos comelacionados (Prueba de Friedman y
Wilcoxon) nos mostraron cambios significativos en el grupo de animales de 90 dias
control, en donde se encontré que la latencia a las 24 horas es significativamente
- diferente a la de 48 horas y 7 dias después de Ja prueba de adquisicién (p<0.02 y

p<0.014).
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Fig. 19, Retenciones obtenidas a las 24, 48 horas y 7 dias después de Ia sesion de adquisicién de animales
control y desnutridos de 30 y 90 dfas de edad.
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DISCUSION

Peso corporal y cerebral

La desnutricion hipoprotefnica, instalada desde el momento del nacimiento
hasta los 30 y 90 dfas de edad produce reducciones importantes tanto en el peso
corporal como en el cerebral. Cuando se compararon los pesos entre los 30 y 90 dias
se encontré aumento directamente proporcional en los animales bien nutridos
mientras que en aquellos malnutridos el incremento fue inferior (p<0.05) en ambas
edades estudiadas.. Existen multiples investigaciones que muestran claros efectos
sobre el peso corporal y cerebral al imponer una desnutricién postnatall, pero la
manera de explicar esta diferencia generalmente se basa en tres puntos diferentes, 1.-
Al instalarse una desnutricidn postnatal en la rata aparentemente ésta no es capaz de
afectar la poblacién celular diferenciada antes del nacimiento, pero sf puede alterary
distorsionar el proceso normal de maduracién celular, lo que se traduce en
modificaciones en la organizacié;l y complejidad citoarquitectural cerebral
(Dobbing, 1984; Cragg, 1972). 2. Otra propuesta contempla los estudios con
desnutricién temprana donde se observan claramente disminuciones en el nimero de
neuronas en regiones cerebrales especificas que tienen desarrollo celular tardio
como el cerebelo y la formacién hipocampal (Paula-Barbosa et al, 1989; Bedi,
1991; Ahmed et al., 1987; Lewis et al., 1979). La pérdida en 1a densidad celular se
reflejaria tanto en el peso cerebral de regiones especificas como en la totalidad del

peso cerebral, 3.- La siguiente posibilidad implica a otro elemento constitutivo del
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tejido nervioso, la glia que en un porcentaje elevado forma parte del tejido cerebral,
asf, aunque el nimero total de neuronas no decrece, sf el mimero de células gliales
(Leathweod, 1976 ). De un modo adicional, si esta deficiencia glial implica a los
oligodendrocitos, entonces las alteraciones se traducen en la mielinogénesis asociada
a la cantidad y cualidad de la mielina (Winick, 1970; Krigman y Hogan, 1976,
Wiggins et al.,, 1976), siendo vulnerable durante el periodo perinatal por tener

influencia directa sobre la organizacién normal del tejido nervioso (Krigman y

Hogan , 1976; Dobbing, 1964).

Neuroanatomia

Se sabe que los cambios en la estructura cerebral dependen de la duracién y
1a intensidad del dafio nutricional, asf como del estado de desarrollo cerebral en el
cual es instalado el dafio. Asimis‘mo, el SNC es el mas afectado por la deficiencia
nutricional cuando este se relaciona al periodo de desarrollo cerebral répido.

Asi, en este. irabajo, los resultados en las mediciones neuroanatémicas
muestran efectos en la organizacién y desarrollo provocados por una malnutricién
postnatal especificamente sobre el factor de forma celular mostrando una célula
piramidal CA3 més pequeiia y alargada a los 30 dias de edad, lo anterior es apoyado
por las mediciones en el drea y en el eje menor. Sin embargo, a la edad de 90 dias,
1a célula piramidal CA3 no presenta alteraciones en su morfologia por efecto de la

dieta lo que nos sugiere que el soma alcanza cierta recuperacién desencadenada por
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una plasticidad nenronal que iguala a Ias dimensiones normales del soma a los 90
dfas.

El patrén de desarrollo neuronal también resuita alterado por la malnutricién
postnatal, ya que los animales de 90 dfas de edad mostraron disminuciones del 28%
en la longitud de la dendrita apical, lo cual tiene relacién con la edad y el tipo de
desnutricién a la que fueron sometidos estos animales, segiin el ANOVA de dos
vias, ademés de que la interaccién entre estos factores parece sumarse.y afectar
dicho patrén de desarrollo. Al valorar que los patrones temporales de neurogénesis
son ﬁntecedentes valiosos para el establecimiento de interconexiones en el desarrollo
cerebral (aner, 1985) la dendrita apical a los 90 dias después de la desnutricidn
postnatal no alcanza la maduracién esperada y promovida por la llegada de
aferencias (fibras septales, comisurales y musgosas) o bien por aquellos factores de
crecimiento neural encargados de promover el desarrollo y elongacién normal de la
dendrita apical. Esta situacién no se observa en trabajos donde se emplea
desnutricién crénica y en la rehabilitacién nutricional postnatal donde la exposicién
de esta parte del desarrollo y maduracién celular se muestra refractaria hasta los 90
dfas de edad (Garcfa-Ruiz et al., 1993; Diaz-Cintra et al., 1994). Asf, las diferencias
en la longitud de la dendrita apical podrian obedecer a la presencia de u‘n periodo
erflico postnatal y que al imponerse una desnutricién en este periodo se impide una
estabilizacién y compensacién dc;l sistema celular, Al ser conservada la misma

condicién hasta los 90 dias de edad no sélo se consigue una alteracién funcional,
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sino que puede estar relacionado con deficiencias en el desarrollo, repercutiendo en
aspectos Bioquimicos y anatdmicos deficientes cuyas consccuencias son
directamente fancionales en aquellas vias de conexi6n que quizdé también se
encuentren desarrolladas pobremente (aferencias entorrinales y septales que deben
Hegar a la dendrita apical de la célula CA3 y establecer contacto sinéptico):

El 4rea de excrecencias, representa la comunicacién sindptica entre las
células granulares del giro dentado y las neuronas piramidales CA3 por medio de los
axones conocidos como fibras musgosas con lo que se constituye la 2° sindpsis del
kicﬁcuito hipocAmpico, Las disminuciones observadas tanto en el perimetro como
en el Area de esta zona sugieren alteraciones en la calidad postsindptica de dichas
conexiones axodendriticas, La relevancia fisiologica del cambio morfolégico
localizado en esta zona propone que la base anatémica de la funcién postsiniptica
entre el giro dentado y el campo CA3 encuentra su periodo critico después del
nacimiento y durante toda la lactancia en la rata (Bayer, 1985). Estos fesultados
contrastan con los encontrados en animales desnutridos cronicamente y rehabilitados
postnatalmente (Garcia-Ruiz et al.,, 1993, Diaz-Cintra et al.,, 1994) en donde no
existen diferencias significativas en las edades de 30 y 90 dias, no asi en animales de
220 dias que fueron desnutridos crénicamente en donde sf se observan reducciones
en este pardmetro celular (Garcia-Ruiz et al., 1993) . Por diversas investigaciones
(Amaral et al., 1990) se sabe que la sinaptogénesis normal del CA3 tiene como

promotor principal la llegada de axones de las células granulares del giro dentado
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(fibras musgosas) y que estas a su vez inducen al desarrollo de la zona dev
excrecencias. Asi, seria posible esperar que la disminucién en cl perimetro.y area de
excrecencias debido a Ia desnutricién postnatal se relacione con una reducci6n en el
plexo de fibras musgosas. Esta reduccién del plexo de fibras nerviosas ha sido
reportado en animales desnutridos prenatalmente y rehabilitados postnatalmente en
esta misma estructura (Galvén et al.,1993),

De los parémetros més afectados considerados en este estudio, son el niimero
de dendritas apicales y basales. Esta densidad dendritica se observé disminuida en
las aos edades consideradas (30 y 90 dias). Este decremento en el mimero de
ramificaciones apicales fue observado desde el circulo 5 al 10 afectando su
organizacién desde el stratum radiado al molecular. En esta zona la neurona recibe
informacién proveniente tanto de otras células CA3 ipsilaterales, como de la corteza
entorrinal (via perforante) ademés del septo. Esta consideracién es impc;nante ya
que se ha sugerido al campo CA3 como el principal integrador de la actividad
hipocdmpica (Swanson y Cowan, 1977). Por tanto, las alteraciones morfolégicas
observadas en esta zona de la neurona implicarén posibles cambios en la integracién
de Ia informacién de manera importante en el animal desnutrido. En apoyo a lo
anterior existen estudios previos en donde se ha reportado que la malnutricién pre y
postnatal en ratas provoca decrementos significativos en el niimere de dendritas en
1a corteza cerebral (Dyson y Jones, 1976), en la corteza visual -drea 17- (Diaz-Cintra

et al,, 1990), en el giro dentado (Cintra et al., 1990), el locus coeruleus (Diaz-Cintra
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et al, 1984) y en el niicleo raphe dorsal (Dfaz-Cintra et al., 1981). En relaci6n a los
incrementos observados en las dendritas apicales en animales desnutridos de ambas
edades (circulo 2), se observa que el patrén de maduracién dendritica se encuen&a
alterado pues la curva de densidad dendritica se aprecia desplazada con respecto a
los controles.

Las dendritas basales se distribuyen en todo el stratum oriens extendiéndose
hasta los circulos 6 y 7 en animales de 30 y 90 dias de edad respectivamente. El
efecto de la desnutricién postnatal es diferente a la edad de 30 dias que a los 90, ya
que la reduccién en el nimero de dendritas basales en la edad de 30 dias se observd
desde el circulo 3 al 5, es decir solo parte del stratum oriens y propiamente el drea
inervada por las eferencias dirigidas hacia el fornix precomisural (stratum alveus).
En animales de 90 dias de edad la densidad dendritica distribuida en el stratum
oriens, fue afectada en los cfrculos 1, 2 y 3 que constituye la informacién
proveniente de fibras comisurales y septales.

Uno de los sustratos anatémicos mas importantes para la integracién de la
funcién neural es la espina dendritica ademés de constituir una caracteristica celular
estudiada es un indice de superficie sindptica neuronal, por esta razén se éstudia en
¢l modelo de privaci6n nutricional (Diaz-Cintra et al., 1981; Paula-Barbosa et al.,
1989; Cintra el al., 1990; Diaz-Cintra et al., 1991; Brock y Prasad, 1992). En este
studio se evalué este sustrato anatémico y el efecto que tiene la desnutricién

hipoprotefnica postnatal en porciones dendriticas importantes de integracién de
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informacién del campo CA3, en la zona donde hacen sinapsis las ﬁbras'musgosas
provenientes del giro dentado en el segmento 1 (stratum hicidum), y de fibras
comisurales y septales en los segmentos 2 y 3 (straum litcidum 'y stratum radiatum).
en las ratas de 30 y 90 dias de edad

Como fie mostrado en la Tabla 11, la reduccién en el niumero de espinas
dendriticas se ve influenciada por la dieta, por la edad y por la interaccién de ambas
variables. La edad es un factor que per se influye en el patrén de desarrollo descrito
en estas células piramidales v que al sumarse con la falta de proteina en la dieta
ejer;:en un efecto sinérgico en el patrén de maduracidn celular. Este mismo efecto
ha sido descrito en otros trabajos en desnutricién temprana (West y Kem;)er, 1976;

- Salas et al,, 1974; Warren y Bedi, 1981) y en desnuiricion crénica (Garcia-Ruiz et
al., 1993).

Cuando se compararon la dieta y la edad se encontraron decrementos en el
mamero de las espinas dendriticas en los tres segmentos medidos en las células
piramidales del CA3 (Tabla IV). En animales de 90 dias alimentados con dieta
esténdar se encontrd un incremento atribuido a la madurez del sistema nervioso. En
¢l segmento 1, la diferencia fue del 14% en el nimero de espinas dendriticas lo cual
obedece a que la formacién de sinapsis axodendriticas (zona de excrecenciasj
exciusivas de estas neuronas piramidales, se efectua en el periodo posinatal (Pg a
Py4) enla rata (Bayer, 1985). Los segmentos 2 y 3 muestran diferencias del 18%y

12% respectivamente, no obstante dichas espinas se desarrollan en el periodo
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prenatal (E1 y E17) (Bayer, 1985) su maduracién se efectua posmataixnente de
manera normal aumentando la complejidad de conexién a los 90 dias de edad.
Cuando se comparan las edades en animales desnutridos postnatalmente vemos que
la densidad de espinas dendriticas se mantiene constante desde los 30 dias por lo que
la complejidad de conexiones no aumenta en relacién con la edad. En estudios con
desnutricién postnatal en ratas se observé que la desnutricién retarda el proceso
normal de maduracion celular sin eliminar a la poblacién celular formada antes del
nacimiento (Dobbing et al., 1971; Cragg, 1972). Asi podemos pensar que én nuestro
paradigma de desnutricién los posibles dafios provocados por 1a carencia de proteina
- en la dieta conduzcan a un alentamiento en el establecimiento de los pr;)cesos de
comunicacién sindptica; por lo tanto, podria resultar interesante seguir evaluando
dichas estructuras celulares en edades posteriores a las consideradas en este estudio.
Lo anterior esta fundamentado en estudios con desnutricién crénica y rehabilitacién
nutricional postnatal en donde se pudo observar cierta recuperacién en el nimero de
.espinas dendriticas en los segmentos 1 y 3 en animales de 220 dias de edad (Diaz-
Cintra et al., 1994).

Cuando comparamos el niimero de espinas dendriticas entre las diferentes
condiciones nutricionales observamos decrementos del 50% en los tres segmentos
medidos en ambas edades (Fig. 16). Con lo anterior podemos suponer que la
posibilidad de conexi6n con sus aferencias extra e intrahipocampales se encuentra

'
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limitada a la mitad en relacién con el animal bien nutrido quedando reducida tanto la

eficacia como el funcionamiento neuronal,

Prevencién pasiva

Un propésito del presente trabajo fue comprender el daiio que ejercia una
dieta pobre en proteinas sobre las funciones cerebrales valoradas a través de una
prueba conductual donde se sabe el hipocampo participa activamente (Frankova y
Barmes, 1968; Altman et al., 1973; Lynch, 1976; Jarrad 1993). Asi, los datos
obtenidos de la prueba de prevencién pasiva nos revelan algunos posibles efectos
significativos en los procesos de aprendizaje y memoria vinculadqs con el
hipocampo; atribuidos a una historia nutricional hipoprotefca; postnatal.

Los resnltados obtenidos de la latencia de adquisicién registrada durante la
prueba de prevencién pasiva nos sugieren que la conducta de exploracién a un
espacio novedoso es similar entre los pares de cada grupo, es decir la exploracién es
igual entre el grupo control y desnutrido de 30 dias y también los es entre el par de
90 dfas contro! y desnutrido. Asimismo, se observé que otras comparaciones nos
proponen que la edad puede modificar significativamente la capacidad exploratoria
de los individuos en individuos adultos haciendola con una finalida mas clara.

La latencia de escape muestra que los animales jévenes escgpan mds
répidamente a un estimulo aversivo que los adultos de 90 dias. Mas aiin, aquellos

que han sido desnutridos postnatalmente escapan significativamente mas ripido que
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sus respectivos controles en la edad de 30 dias. Por lo que se sugiere que la
desnutricién temprana tiene efectos més drésticos en los organismos jtgvenes en
desarrollo que en los adultos en lo referente a escapar de un evento desagradable.
Ademds, se ha propuesto que e! umbral de respuesta a un choque puede encontrarse
disminufdo por la influencia de una desnutricién temprana (Stern et al., 1975).

Las sesiones de retencién a las 24 y 48 horas nos proporcionan informacién
relacionada con la memoria a largo plazo en la rata. Los individuos desnutridos de
30 dias ejecutaron deficientemente la tarea de prevencién pasiva ya que las ratas no
lograron asociar el espacio oscuro con el evento nocivo impuesto durante la sesién
de adquisicién. Sin embargo, con respecto a este punto no nos es posible distinguir
si el animal no logré asociar las caracteristicas del espacio oscuro (de castigo) con el
choque eléctrico, o bien no lo recordaron, es decir, durante el proceso de aprendizaje
Jfoe daflada la adquisicidn o la memoria del animal desnutrido?. La Sesién de
retenci6n a los 7 dias nos dio informaci6n del proceso de extincién del aprendizaje y
en el grupo de animales control de 30 dias, si bien disminuyé la latencia, esta
disminucién no es significativa para poder reconocerla como extincién pero si la
distingue significativamente de la mostrada por los desnutidos de la misma edad.ya
que en este grupo (desnutrido de30 dfas) Ia latencia de retencion a los 7 dias después
de la sesién de adquisicién se observé significativamente inferior. Lo anterior
propone que estos animales nunca aprendieron o recordaron la tarea de- evitacién

pasiva v que el efecto ‘de la desnutricién postnatal durante la vida temprana es de
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deterioro de la habilidad de la rata para integrar aspectos del medio ambiente asf
como el asociar estimulos mocivos que pueden poner en ricsgo su seguridad
(Levisiky, 1979).

A la edad de 90 dfas los animales bien nutruidos ejecutaron de manera exitosa
la tarea evitando pasar al compartimento de castigo, lo anterior se observé en la
retencién a las 24 horas. Sin embargo, esta experiencia les permite aprender nuevas

PR
caracteristicas del espacio de castigo que se reflejan en un decremento significativo
de la 'retencién a las 48 horas, por lo que podemos afirmar que el proceso de
extincién normal de este aprendizaje es claro una vez alcanzada cierta madurez. La
retencién 7 dfas después de la adquisicién, aunque tiende a disminuir no logra ser
significativamente diferente a la inmediata anterior, lo que nos sugiere que el
proceso completo de extincién de este aprendizaje requiere de exponer al s;xjeto aun
niimero mayor de veces a esta experiencia.

La retencién a las 24 horas en el grupo de animales desnutridos de 90 dias
. mostré de nuevo el fracaso en la gjecucién correcta de la tarea pues su latencia es
significativamente inferior a la mostrada por su control aunque, este aprendizaje es
superior al desarrollado por los animales desnutridos de 30 dias durante la misma
gesibri. Esto nos hace pensar que el aprendizaje en los animales desnutridos
postnatalmente, se estructura de manera diferente lo que propicia cierta ventaja en
aquellos individuos méas maduros (90 dias), esto se refleja como un aprcnd‘izaje muy

bajo pero significativamente superior en relacién con los individuos jévenes.
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Al comparar de manera correlacionada al grupo desnutrido de 90 dias
encontramos que la retencidn no es diferente en las tres sesiones por lo que la
capacidad de extinguir su respuesta, o bien, de modificar su primer aprendizaje, de
por si deficiente, es muy baja,

Con todos estos datos podemos afirmar que la rata & los 90 dias de edad ha
desarrollado cierta reorganizacioén neural que le permite procesar cierta cantidad de
informacién como aprendizaje deficiente (dados los valores de las retenciones) percl)
que en definitiva los sita en una posicién de ventaja ante un animal més joven en
donde la organizacién y desarrollo de sus conexiones no ha finalizado. Asimismo,
queda la posibilidad de que para obtener un aprendizaje mas satisfactorio por parte
de animales desnutridos postnatalmente, se realice un mayor entrenamiento, ésto es,

%
més sesiones de adquisicién en las que.este presente el estimulo nociceptivd.

Estos resultados conductuales apoyan los hallazgos morfolégicos en donde se
encuentra un dafio severo en la citoarquitectura del campo CA3 que incluye
decrementos en proyecciones dendriticas, asi como en la densidad de espinas
dendriticas lo que implica pobre conectividad de este campo con otras é‘reas de la
formacién hipocampica. Al parecer un animal que ha sido desnutrido
postnatalmente tiene pocas posibilidades de compensar exitosamente ¢l desarreglo
funcional que le implica una alimentacién limitada en proteinas, sobre todo en
periodos reconocidos como altamente vulnerables (la lactancia y el destete). Durante

estos periodos se puede afectar la organizacién neuronal en términos de desarrollo y
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maduracién produciendo secuelas hasta la edad adulta de 90 dias y por tanto se

alteran los eventos normales de procesamiento y almacenamiento de informacién.
CONCLUSIONES

La desnutricién hipoprotefca padecida en el periodo postnatal produce un
daflo severo sobre el patron de maduracién de las neuronas piramidales CA3 del
hipocampo tanto como lo ya reportado en la desnutricién pre y postnatal.

Las alteraciones més drésticas se producen sobre la densidad de dendritas y
espinas dendriticas, es decir, en los sitios de recepcién de informacién de la neurona
que repercuten en la maduracion de Ja neurona piramidal CA3.

Las conexiones en el campo CA3 se alteran por efecto de la desnutricién
postnatal lo cual limita la comunicacién intra como extrahipocémpica.

La desnutricion postnatal, causa alteraciones en los procesos de aprendizaje y
memoria tanto en animales jévenes como en los maduros, aunque en estos Gltimos el
daifio es menos severo. s

Por tltimo, la desnutricién postnatal en la edad adulta puede causar pérdida

en la flexibilidad de las estrategias conductuales de respuesta ante una experiencia

nociva.
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