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RESUMEN

En la formacién hipocémpica se identifica un circuito trisindptico que
juega un papel muy importante en procesos cognitivos como ¢} aprendizaje y la
memoria espacial en Ia rata. El primer eslabon de este circuito lo forman las
proyecciones corticales entorrinales hacia las dendritas de las células granulares del
go dentado, Estas forman un plexo axonal conocido como fibras musgosas que

cen sinapsis con las dendritas (segundo eslabén) de las neuronas piramidales del
Cornu Ammonis 3 (CA3) del hipocampo. El tercer eslabén del circuito 1o forman las
colaterales de Schaffer provenientes de estas células, que a su vez establecen
sinapsis con las dendnitas de las células piramidales del stratum radiatum del Cornu
Ammonis 1 (CA1) de la formacién hipocdmpica.

Por otra parte, se sabe que la malnutricién prenatal afecta de manera
importante la organizacion estructural de éste triple circuito, asi estudios previos
donde se ha aplicado €] mismo paradigma de desnutricién usado en el presente
trabajo, han mostrado alteraciones en €l tamafio del soma, en la densidad de las
espinas y de las ramas dendriticas (aferencias) de las células granulares del giro
dentado 'y piramidales del propio hipocampo. Sin embargo, poco se sabe acerca de
los efecfos de la mala nutricidn proteinica prenatal sobre las eferencias de las
células granulares del giro dentado. . . .

En el presente estudio se analizé el efecto de la mala nutricién proteinica
prenatal y de la subsecuente rehabilitacién nutricional postnatal, sobre las fibras
musgosas mediante el empleo de un andlisis morfométrico computarizado, con el
proposito de cuantificar los cambios morfolégicos en el 4rea ocupada por este plexo.

Se administré una dieta hipoproteinica e isocalérica (6% de caseina) a
ratas hembras de la cepa Sprague Dawley durante cinco semanas antes del
apareamiento y la gestacién. Al nacimiento, las crias fueron asignadas a madres
nodrizas alimentadas con una dieta normal (25% de caseina), estableciendo, con
ésto la rehabilitacion nutricional postnatal po 6/25). Ef grupo control fue
alimentado con una dieta normal tanto prenatalmente como postnatalmente (grugo
25/25). Los animales machos se sacrificaron a los 15, 30, 90 y 220 dias de edad. Se
extrajeron los cerebros y se procesaron con la técnica de Timm que tifie
selectivamente los axones de las células granulares y evidencia la laminaci6n de la
formacién hipocdmpica. El andlisis morfométrico se llevé a cabo en imégenes
digitalizadas del plexo musgoso en cinco niveles; desde la porcién rostral a la
caudal del hipocampo, en el grupo control (25/25) y en el malnutrido prenatalmente

(6/25).

Los resultados mostraron disminucidn significativa del area ocupada por
Ias fibras musgosas en los animales malnutridos prenatalmente a los 15 dias de edad
en los niveles 2, 3 y 4. No se encontriron diferencias estadisticamente significativas
en la edad de 30 dias. En los animales de 90 dias solamente sc presento una
reduccién en el nivel 1y en todos los niveles a los 220 dias de edad.
Estos resultados son similares a Jos obtenidos en trabajos anteriores de las células
granulares usando el mismo paradigma de desnutricién (Diaz-Cintra y col., 1991) en
el sentido de que se observan sobre todo efectos a largo Plazo en las células
granulares, origen de las fibras musgosas. Ademés indican que la desnutricién afecta
tanto a ias aierencias como a las eferencias de las células granulares del §iro
dentado. Lo que sugiere probablemente deficiencias en la informaci6n transmitida a
través de este circuito ya que las células granulares representan el primer elemento
en la cadena y son componentes complementarios de la primera y segunda sinapsis
del circuito trisindptico hipocampico, circuito que se ha involucrado en los procesos
de aprendizaje y memoria espacial en la rata.



SUMMARY

The hippocampal trisynaptic circuit is a substrate thought to play & critical role
in learning and memory functions. The first limb of this circuit is represented by
the entorhinal cortical projection to the granule cell dendrites of the dentate gyrus.
The second limb is the granule cell axonal (mossy fiber) projection to the stratum
lucidum of the CA3 pyramidal cells and the final limb the CA3 pyramidal cell
(Schaffer collateral) projection to the stratum radiatum of the CAl pyramidal
cells.

Several studies have shown that prematal protein malnutrition produces
significant morphological alterations in cells size, complexity of spines and
dendritic branching of the pyramidal and granule cells.

The present study was undertaken to investigate the effects of prenatal protein
malnuirition and postnatal nutritional rehabilitation on development of the mossy
fiber plexus, eferences of the granule cells in rats of 15, 30 90 and 220 days old.

Sprague Dawley female rats were fed either 6% or 25% casein diet 5 weeks
before conception. Following delivery, litters born same day to 6% and 25%
casein diet rats were randomly cross-fostered to 25% casein diet dams and
mainteined on that diet until sacrificed. The brains were removed and processed
using a modification of the Timm's sulfide silver technique. The total area of the
mossy fiber plexns wes measured with e computer-assisted imaging technique,
HISTO 2000 (Biocom, France), the results were expressed as their area in square

The results show decrement of the mossy fiber plexus in the prenatally
malnourished rats on postnatal day 15 at levels 2, 3, and 4, on day 90 at level 1,
and on day 220 at all five levels.

Present findings are similar to that noted at the same four ages in prior studies of
the granule cell dendrites in morphometric Golgi studies. In these studies were
found marked effect of the diet on the granule cell dendrites in the outer two-thirds
of the molecular layer of fascia dentata. This is the site of termination of the
perforant pathway projection from the entorhinal cortex.



INTRODUCCION

FORMACION HIPOCAMPICA

La formacién hipocimpica (FH) como parte del Sistema Nervioso Central
(SNC), fue estudiada por Ramén y Cajal desde 1892 y por Lorente de N6 en
1934, ambos hicieron descripciones anatémicas detalladas de la misma. Esta
estructura forma parte del sistema limbico el cual se ha relacionado con la
integracién tanto de procesos afectivos como cognoscitivos. Su organizacion
anatémica es vinica por lo que presenta ciertas ventajas para llevar a cabo diversos
estudios histoquimicos, electrofisiolégicos y anatémicos encaminados a entender
los cambios funcionales que se presentsn durante la desnutricién y la mala
nutricién prenatal, asi como en la rehabilitacién nutricional en el SNC.

Dentro de estas ventajas se encuentran las siguientes: 1) su organizacion
anat6mica es relativamente simpie 1o cual facilita su analisis; 2) su neurofisiologia
bésica estd bien comprendida en varias especies de mam(fen:os; 3) la formacién
hipocémpica presenta un tipo neuronal caracteristico en cada una de sus partes: asi
las células granulares son tipicas en el giro dentado y las células piramidales lo
son de los campos CA1y CA3; 4) cada campo tiene una organizacién dendritica
simple que estd caracterizada por aferencias que son segregadas en capas o
laminas entre las dendritas de las neuronas de estas capas; 5) en los mamiferos, el
hipocampo es una de las estructuras que se afectan més en su desarrollo
ontogenético por factores ambientales como la desnutricién; 6) el hipocampo
parece ester involucrado ci piocesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria
y 7) las neuronas del hipocampo en especies altriciales son generadas antes y
después del nacimiento lo que permite realizar estudios del efecto de la

desnutricién sobre los procesos ontogenéticos prenatales y postnatales.
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. LOCALIZACION

En los roedores, la formacién hipocimpica sé encuentra inmersa en la corteza
medial y basal del SNC. La estructura tridimensional de la formacién hipocimpica,
es relativamente compleja, & groso modo, es una estructura elongada cuyo eje
longitudinal se dobla en forma de "C" desde el miicleo septal rostro-dorsal al I6bulo
temporal éaudo-ventral. En los roedores, la formacién hipocdmpica ocupa la mayor
parte de las paredes ventrolateral y posterior de la corteza cerebral (Amaral y
Witter, 1989) (Fig. 1). El giro dentado o fascia dentata, es una banda delgada y
estratificada que se encuentra rodeada por el resto de la formacién hipocAmpica,
por lo que rostral y caudalmente el giro dentado sigue la forma curveada de la
formacién hipocimpica, toma el aspecto de "C" abierta y se continia
posteriormente con el giro supracalloso (Fig. 1).

CITOARQUITECTURA

La formacion hipocimpica estd formada por cuatro regiones relativamente
simples que incluyen: 1) el giro dentado o fascia dentata; 2) el hipocampo
propiamente dicho o Cornu Ammonis (CA), (Remén y Cajal, 1911), el cual se
compone de cuatro regiones: CAl, CA2, CA3 y CA4; 3) el complejo subicular (el
cual también se divide en fres partes: subiculum, presubiculum y parasubiculum y
4) 1a corteza entorrinal que en los roedores se divide en medial y lateral (Amaral y
Witter, 1989) (Fig. 2). Ademés, cada una de estas regiones se caracteriza por tener
un tipo particular de neuronas: 1) piramidales en los campos CAl, CA2, CA3 y
CA4 del propio hipocampo; 2) granulares que son exclusivas del giro dentado y
que forman ia cupa granuiar de éste (Fig. 2); 3) células en cesta o gabaérgicas que
se pueden encontrar en toda la formacién hipocémpica y 4) células de la regién
hiliar o polimorfas (Fig. 2).



Figura 1. En B, se muestra el cerebio de la rata en donde se ha separado la corteza
para ubicar a la formacién hipocampica (FH). La figura muestra 1a FH elongada en
forma de "C" con el eje mayor orientado de manera septo-temporal (corre desde el
nucleo septal (S) rostralmente hacia la corteza temporal (T) ventrocaudalmente) y el
eje menor orientado perpendicularmente al eje septo-temporal. Los campos
principales de la formacién hipocémpica (excepto para la corteza entorrinal se
observan en la proyeccién superior de un corte hecho aproximadamente a la mitad
del eje septo-temporal (A). GD, giro dentado; SUB Subiculum; pp; patrén
perforants; SC; coluteraies de Schaffer, mf; fibras musgosas, CAl y CA3; Cornnu
Ammonis 1y 3 respectivamente. (Tomado de Amaral y Witter, 1989).



El hipocampo propiamente dicho o Cornu Ammonis (CA) en sus cuatro
- campos presenta las' siguientes capas o strata. oriens, piramidal, radiatum,
lacunosum molecular, -y lucido en el campo CA3. Esta separado del giro dentado
por la fisura hipocimpica. En el stratum piramidal se encuentran los cuerpos o
somas de las neuronas piramidales, dentro del stratum oriens descienden las
dendritas basales de estas neuronas. La gran regién acelular superficial a la capa
piramidal, donde se localizan las dendritas apicales de estas células, se divide en
una parte profunda: el stratum radiatum y un stratum més superficial: el
lacunosum-moleculare. En el CA3, la regién justamente encima de la capa
piramidal recibe a las fibras musgosas provenientes del giro dentado a la cual se le
ha ltamado el stratum lucidum (Fig. 2).

Existen varias nomenclaturas para las porciones del giro dentado (GD),
desiguaremosb a la porcién adyacente a la fisura hipocampal como seccién
suprapiramidal o dorsal del GD; a la porcién opuesta como seccién infrapiramidal
o ventral del mismo. A la parie donde se conectan como cresta y a los axones de
las células granulares se les denomina, fibras musgosas. La. citoarquitectura. del
GD consta de tres capas o strata que son: 1) la molecular o plexiforme, 2) la
granular y 3) la hiliar o polimorfa. En la granular se encuentran los cuerpos o

_somas de las células granuleres, 1a molecular o plexiforme contiene las dendritas
terminales de las células granulares y 1a polimorfa o hiliar consta de una poblacién
celular de morfologia heterogénea cuyos axones proyectan al tercio interno de Ia
capa molecular, también en esta capa se encuentran las fibras musgosas (FM) del
GD que conectan con el primer tercio de las células pivamidales del campo CA3

(Area de excresceacias ioincadas en el siratum lucidum) (Fig. 2).






CELULAS GRANULARES Y FIBRAS MUSGOSAS (FM) -

Los axcnes de las células granulares conocidos como FM forman la
proyeccién principal hacia las células piramidales en el stratum  Jucidurm del
CA3, y representan la via principal aferente de tipo excitatoria intrinseca que
conecta el GD con el hipocampo (Anderson y col., 1971). El plexo de FM esta
compuesto de axones finos no mielinizados con botones terminales gigantes
(Haug, 1967, West y col., 1982; Blackstad y Kjaerheim, 1961) por lo que Cajal
los Namé "fibras musgosas” (Ramén y Cajal, 1968). Estas terminales sinfipticas
contienen niveles altos de zinc (Haug, 1967; Danscher y col., 1976; Frederickson
y Danscher, 1990).

Este plexo es demostrado o evidenciado con la técnica histoquimica de
sulfuro-de plata o "Timm" (Swanson y col.,, 1978; West y col,, 1981; West y
Hodges-Savola, 1983). Este marcador es usado ampliamente en la deteccién de
cambios en los sistemas aferentes principales de Ia formacién hipocampica debido
al patrén de timcidn caracteristico que coincide con la distribucién de la
laminacién terminal de estas aferencias. Las fibrag musgosas temunﬂn (via el haz
suprapiramidal) en el stratum lucido de 1a regi6n inferior del hipocampo sobre las
dendritas epicales de las células piramidales. Las fibras musgosas infrapiramidales
en el hipocampo se extienden totalmente en la regién inferior a una regién celular
piramidal designada por Lorente de N6 (1934) como subcampo CA3c (érea de las

excrescencias torneadas en el stratum lucidum) (Fig. 2).

CONEXIONES Y CIRCUITO TRISINAPTICO HIPOCAMPICO

Las concxiones bésicas de fa formacién hipochmpica fueron determinadas
desde los estudios clésicos de Ramén y Cajal (1892) y Lorente de N6 (1934), y
forman un circuito intrinseco que se ha definido como el circuito trisiniptico

hipocémpico (Figs. 2 y 3). Se inicia con las neuronss piramidales en la corteza
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Figura 3. Esquema del circuito trisindptico hipociémpico y las principales
conexiones de esta estructura, PP, patrén perforante; Scom, sistema comisural que
conecta ei hipocampo de los 2 hemisferios; FM, fibras musgosas; Fp, fornix
precomisural; CSc, colaterales de Schaffer; INT, Circuitos locales inhibitorios
recurrentes mediados por células gabaérgicas. Eslabones 1: células granulares, 2:
células piramidales del CA3 y 3: células piramidales del CAl del circuito
trisinéptico hipocidmpico.



entorrinal que proyectan a la capa molecular de! GD del hipocampo (via el patrén
perforante), estas fibras, continfian por la substancia blanca y forman un paquete
relativamente compacto, al que Ramén y Cajal llamé "haz angular™. Las fibras de
la via perforante viajan dorsalmentc y se doblan en el plano transversal,
perforando la capa piramidal del subiculum a lo largo de su eje longitudinal y
entran al GD, cruzan la fisura hipocémpica en la regién de la cresta, se bifurcan y
se extienden dentro de las l4minas dorsal y ventral de la capa molecular del GD
haciendo sinapsis con las dendritas apicales de las neuronas granulares de esta
capa. Las ramas paralelas llegan al stratum lacunosum-moleculare del propio
hipocampo (Steward, 1976; Amaral y Witter, 1989). Asi, las células del GD son el
receptor principal de las proyecciones de la via perforante provenientes de la
corteza entorrinal y constituyen el primer relevo en la entrada de informacién al
circuito trisindptico del hipocampo. A su vez, las células granulares dentadas dan
origen a axones conocidos como fibras musgosas, los cuales se ramifican
ampliamsente en la capa polimoria antes de entrar al CA3 donde forman sinapsis
en passant sobre las dendritos apicales (excrecencias torneadas) de las células
piramidales, formando de esta manera las principales eferencias a la regién CA3,
integrando asi el segundo relevo en el circuito trisindptico hipocdmpico. A su vez
lIas neuronas piramidales del CA3 prescntan saxones altamente ramificados
conocidos como colaterales de Schaffer que terminan principalmente en el stratum
radiatum del CA1l donde hacen sinapsis con las dendritas de las neuronas
piramidales de este campo (tercer relevo sindptico), dando lugar a la principal
proyeccién al CA1 (Fig. 3).

Las células piiainidaies de este campo proyectan de una manera columnar a
la corteza subicular adyacente, ademés, otra pequeiia proyeccién se dirige hacia
las partes profundas de la corteza entorrinal. Por otro lado, las fibras del
subiculum proyectan tanto a la corteza entorrinal como al pre y para subiculum,
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Figura 4. Esquema de un corte frontal de la formacién hipocdmpica en el que se
muestran las vias aferentes y eferentes de esta estructura. CA1l, CA2, CA3 y
CA4 Cornu ammonis 1, 2 3 y 4 respectivamente; GD, giro dentado; PP, patrén
perforante; FM, fibras musgosas; CS, colaierales de Schaifer; C, fibras
comisurales; SEP, septum; LC, Locus coeruleus, R, Raphe dorsalis; S, nicleo
septal; Gr, células granulares; P, células piramidales; B, céluas en cesta.



los que a su vez dan lugar a una proyeccion hacia las capas Il y II
-respectivamente de la corteza entorrinal cerrando de esta forma el circuito de
retroalimentacién hacia las céiulas de origen del patrén perforante. Las células de
la capa polimérfica dan lugar a sistemas de asociacién que terminan dentro del
giro dentado (Amarai y Witter, 1989), (Figs. 2, 3 y 4).

DESARROLLO DEL HIPOCAMPO

Estudios previos han indicado que en el dia embrionario (E) 14, el
neuroepitelio en la pared dorsal del telencéfalo comienza a curvearse hacia el
interior del ventriculo lateral. Esta curvatura se hace més pronunciada entre fos
dias E15 y E16, y es un rasgo caracteristico de la extensién cortical a la que se
identifica como primordio hipocimpico del cual se formarén el subiculum, el
Cornnu Ammonis y el giro dentado (Altman y Bayer, 1990a).

Aunque el giro dentedo es la iiltima estructura en aparecer, su origen puede
ser seguido desde estados tempranos del desarrollo. En el dia E16 las células
migran desde el neuroepitelio al drea subpial en la concavidad formada por el
neuroepitelio del Cormu Ammonis y el subiculum, este flujo migratorio es més
evidente en el dia E17. Durante los dias E18 y E19, las células se acumulan en
una masa subpial en forma de pelota formando el primordio dentado. Las células
granulares que forman al GD, tienen un tiempo de generacién muy largo, lo que es
tipico de poblaciones formadas por matrices germinales secundarias.
Tempranamente en el hipocampo en desarrollo las células migran desde el
neuroepitelio cercano a la regién del crecimiento fimbrial dentro del primordio
dentado v establece una nucva zona germinal, ia cual permanece activa més alld
del dia 18 postnatal (P) hasta el periodo adulto (Altman, 1966; Bayer y Altman,
1974; Bayer, 1980b). El hecho de que la actividad mitética postnatal de las células
granulares continiia hasta el adulto fue reconocido primeramente por Altman, en
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1963 y desde entonces, estos resultados han sido confirmados por Altman y Das
(1965), Bayer (1982) y Bayer y Yackel (1982), entre otros.

Dentro de la formacién hipocimpica las neuronas en cada regién se originan
superponiéndose, pero cada una tiene una curva de generacién diferente. Asi, Ia
neurogénesis de la corteza entorrinal se lleva a cabo entre los dias E15 al E17; la
del para- y presubiculum entre los dias E16 al E19; Ia del subiculum entre los dias
El6 al El8; la de las células gabaédrgicas en los estrata oriens, radiatum,
lacunosum-moleculare de los campos CA en los dfas E15 al E17; y las células
piramidales entre los dias E14 al E19. Las células piramidales del campo CAl se
generan después de aquellas localizadas en el campo CA3, colocéndose en su
posicién final antes que las del campo CA3 (Altman y Bayer, 1990b). De acuerdo
a Schlessinger y col. (1978) todas las neuronas de los campos se generan en ¢l dia
El4 y las del CA4 se generan desde el dia E14 &l E17. Las de los campos CA 1, 2
y 3 se generan hasta el dia E20. El pico de proliferacién en los CA 2,3 y 4 se
1leva a cabo en el dia E17 v en el CAl existcn dos picos, uno mayor al dia E17 y
uno pequeiio al dia E19, (Zimmer 1978). La generacién de las células granulares
se inicia en el dia E14 (Schlessinger y Cowan, 1975) y del 15 al 20% se generan al
momento del nacimiento y del 80-85% se generan postnatalmente, el 45% durante
la primera semana, y sélo entre el 5 al 10% de las células se forman después del
dia P18, Asi, el periodo de generacidn més activo es desde el nacimiento al dia
P15, con un extraordinario iﬁcremento entre el dia P8 y el P15 (Altman y Dass,
1965; Bayer y Altman, 1974; Bayer 1980a) (Fig. 5). Las células gabaérgicas de la
regién hiliar del GD y de la capa molecular dentada se generan entre los dias E15
y el E19,

Los estudios autorradiograficos de la formacién hipocimpica han mostrado

la existencia de varios gradientes neurogenéticos y morfogenéticos:
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Figura 5. Curvas de generacién de las diferentes estructuras que comprende la
formacién hipocampica. CE, corteza entorrinal; PRE-PARA, pre y parasubiculum;
S, subiculum; GD, giro dentado; CAl, 2 3 y 4, Cornu Ammonis 1, 2, 3 y 4,
respectivamente.



1) Gradiente radial desde el interior al exterior (profundo-superficial). de la
formacién hipocémpica. Este gradiente se inicia con la generacién de las células
profundas seguidas de las superficiales, asf las células localizadas en el strawum
‘oriens son generadas antes que las piramidales en los diferentes campos. En el
stratum piramidal, 1as células son generadas también intralaminarmente desde la
parte profunda a la superficial. En el giro dentado las células hiliares se forman
antes que las granulares.

2) Gradiente rinal a dentado. Existe un gradiente rinal-dentado con respecto
al orden cronolégico de genmeracién entre las estructuras de la formacién
hipocédmpica. Asi, los grupos de células cercanas a la fisura rinal son formadas
antes que las que se encuentran més lejanas, la primera en originarse es la corteza
entorringl, le sigue el subiculum, despﬁés el campo CA3, y finalmente el giro
dentado. Dos estructuras son la excepcién a este gradiente, el para- y
presubiculum que se forman después que el subiculum y el campo CA1 que se
forma despuds que el caiupo CA3.

3) Gradiente en “sandwich”. Las iltimas células'en fonnz}rse son flanqueadas
por células superficiales y profundas que se forman tempranamente. Asi en la
corteza entorrinal, las células de Ia capa III se originan después de las capas 'y
IV, y en los CA las células piramidales son flanqueadas por células que se forman
tempranamente en los estrata oriens, radiatum y lacunosum-moleculare, de
manera similar las células granulares en el giro dentado estdn rodeadas por células
que se forman tempranamente en el hilio y en la capa molecular.

4) Gradiente eje temporal-septal. El parasubiculum y la capa granular tienen
un gradicate desde ei borde al centro donde la citogénesis en el nivel dorsal

(septal) y ventral (temporal) precede a la de los niveles mediales (Bayer, 1980b).
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- Por otro lado, ! examen de la localizacién fina! de las células granulares a
diferentes estados revela tres gradientes distintos neurogenéticos en el giro
dentado:

1) Las células en el labio dorsal del giro dentado tienden a ser formadas
antes que las del labio ventral. .

2) Las células en las porciones mas caudales (polo temporal) del giro
dentado son generadas antes que en regiones mas rostrales (polo septal).

3) En todas las regiones de la capa granular las neuronas més superficiales
en el estrato granuloso se forman antes que las de las partes profundas, Dentro de
Ia capa de células granulares, las células formadas primeramente toman una
posicién superficial, las tltimas células formadas son agregadas en la parte
profunda de ésta (Altman y Das, 1965; Bayer y Altman, 1974; Schlessinger y
Cowan, 1975; Ziramer, 1978).

La morfogénesis de la capa granular sigue el patrén de neurogénesis,
aparece en el dig E20 en los dos extremos del giro dentado y se completa en el dia
E22 (Bayer, 1980a). En el dia E20, el labio dorsal (limbo ectal) de la capa
granular aparece superficial al hilio en el giro dentado anterior y posterior pero no
en las zonas intermedias horizontales y coronales. En los dias E21 y E22, el limbo
ectal de la capa granular se hace més aparente en el giro dentado, el labio ventral
(limbo endal) es pequefio pero se desarrolla ripidamente en los primeros dias
después del nacimiento. La tasa de crecimiento més ripida (392%) de la capa
granular ocurre entre los dfas E20-E21, sin embargo la tasa de crecimiento
permanece alta en el periodo postnatal con el 50% y 21% de incremento
volumétrics diario cnire los dias P21-P27, y P7-P21 respectivamente (Bayer,
1980b).

El desarrollo de los axones de las células granulares y de las fibras musgosas
del hipocampo, han sido estudiadas con l.as tinciones de Golgi, y Timm asf como
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su ultraestructura. Las células granulares formadas tempranamente empiezan a
formar fibras musgosas prenatalmente, ya sea durante el periodo largo relativo de
migracién a la capa granular o inmediatamente después de su arribo. Sin embargo,
la mayoria de las células granulares son derivadas de un centro proliferativo
secundario en el hilio y estas empiezan a producir fibras musgosas postnatalmente
después de amrivar a la capa granular. Las fibras musgosas se producen en una
secuencia que estd relacionada a !a posicién final de las células de origen dentro
de la capa granular. Esta secuencia también procede de una forma gradual desde
un aspecto lateral a medial y de superficial a profundo de la capa granular. En el
inicio, las fibras se elongan relativemente répido. Alrededor dei nacimiento Ia
zona de fibras musgosas teftida con Timm ocupa la parte anterolateral del hilio y
la parte adyacente suprapiramidal de la regién inferior (Gaarskjaer, 1985). Con la
tincién de Tixﬁm se identifican las fibras musgosas en el hilio del giro dentado y
en el stratum It;cidum incipiente del CA3 en el dia P1 ( Zimmer, 1978; Amaral y
Dent, 1981). Dentro de] hilio 1a tincién aparece tempranamente en la parte lateral
y en los dos polog, temporal y septal (Zimmer y Haug, 1978; Zimmer, 1978).
Después un incremento subsecuente en la densidad de la tincién, en el tamafio y
en el maimero de particulas individuales (botones) y en el grosor de la capa, se
observa entre los dfas P5 al P12. Con esta tincién en el dia P18 el patrén de
tincién maduro esta en principio establecido. De acuerdo a Amaral y Dent (1981),
este plexo es substancialmente maduro al dia P21, pero continia mostrando
incrementos en el drea y densidad de las particulas tefiidas en el adulto. Hasta el
dia P420, aunque el tamafio de los botones de las fibras musgosas no parece
incrementarse, sn mitmero, do acucido a la densidad de Ia tincién y una gran 4rea
cubierta por precipitados, parece haberse incrementado (Amaral y Dent, 198 I).I

La tincién de Timm muestra tres gradientes en el desarrollo de las fibras

musgosas:
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1) La porcién suprapiramidal del hilio se tific antes que el hilio
infrapiramidal. El hilio y el stratum lucidum del hipocampo temporal se tifien
antes que las mismas dreas a niveles més septales,

2) El stratum licidum distal a el frea dentada se tifle intensamente antes que
la porcién proximal.

3) Las fibras musgosas intra e infrapiramidales se desarrollan después de las
fibras musgosas suprapiramidales. Estos gradientes reflejan los gradientes de
generacién de las células granulares temporal a septal y suprapiramidal a
infrapiramidal.

En el GD tefiido con Golgi se confirma la presencia de fibras musgosas en el
hilio al primer dia postnatal. Los fasiculos de fibras musgosas se observan en el
stratum lucidum del hipocampo de 3 dias y aunque estos axones inmaduros
carecen de las grandes expansiones sinipticas estos tienen conos de crecimiento
prominentes en sus terminales. Expansiones pequefias a lo largo de Ia longitud de
los axoncs aparccen piimeranienie en el dia P7 y estos alcanzan aproximadamente
el tamafio del adulto y una mayor complejidad alrededor del dia P14. Sin.embargo
los componentes postsindpticos de las sinapsis de las fibras m'usgosns, es decir las
excrecencias torneadas no empiezan a emerger de la porcién proximal de las
dendritas de las células piramidales sino hasta el dfa P9 y se prolongan hasta el dia
P21 en donde estas aparecen totalmente maduras,

Los eventos principales del desarrollo subsecuente de las células granulares
del giro deﬁtado estudiados con las tincién de Golgi muestran variacién en su
desarrollo dendritico en las primeras semanas postnatales, coincidiendo con el
Hempo de su neurogénesis mas rapida. Seress y Pokorny (1981) y Zimmer (1978)
notaron que las espinas dendriticas de las células granulares aparecen
primeramente en el dia P5 hasta el P7 y sc¢ desamrollan en el dia P10

incrementindose en nimero hasta el dia P25, ademés estas neuronas pueden tener
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ramificaciones basales en Ia capa de células granulares durante su desarrollo. La

 forma del drbol dendritico varfa en relacién a Ia profundidad de la localizacién del
cuerpo celular en la cépa granular (Green y Juraska, 1985). Les neurcaas ‘en el
tercio superior de la capa granular tienen mis material dendritico que en los dos
tercios inferiores que tienen un campo dendritico més estrecho. La morfologia de
las espinas ha mostrado variaciones con la profundidad de las dendritas dentro de
1a capa molecular asi como la densidad de espinas sobre las dendritas de las
células granularés del nivel dorsal y ventral del giro dentado (Desmond y Levy,
1985). En relacién con el pericarion y las dendritas proximales de las células
gmnulﬁres existe una terminal del plexo axonal derivada de las células en cesta
dentro del area inmediata de las células granulares.

Observaciones ultraestructurales de las fibras musgosas, indican que en el
primer dia postnatal, extensiones pequefias e inmaduras de fibras musgosas
presentan contactos sindpticos simétricos y asimétricos directamente con las
dendritas apicales (Blackstad y Kjaerheim, 1961). Estos perfiles presentan la
décima parte del tamafio de las expansiones maduras, crecen ripidamente entre los
dias postnatales del 1 al 9 e incrementan su 4rea cinco veces. En el dia 9, cuando
las excrescencias torneadas emergen, las sinapsis asimétricas empiezan a asociarse
con sus procesos espinosos. Basados en anilisis cuantitativos de su patrén de
ramificacién en ratas adultas, Crain y col., (1973) en un estudio cuantitativo de
microscopia electrénica del estrato molecular del giro dentado, encontraron menos
del 1% del valor adulto de las sinapsis en el dia P4, menos del 5% en el dia P11y
cerca de los niveles adultos en el dia P25. Finalmente, es claro que la mayor parte
de fibras musgosas en animales de 21 dias de edad, estd en la mayor parte
totalmente maduro, y un desarrollo més sutil esta indicado por el incremento de
érea y densidad de las particulas tefiidas en las preparaciones de Timm de

animales adultos.
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FUNCION _ ,

En condiciones normsles, la FH participa en el proceso de consolidacién del
aprendizaje y de Ia localizacién espacial (0'Keefe y Nadel, 1978; Bames, 1988;
Eichenbaum y Cohen, 1988; Eichenbaum y Otto, 1992). Se ha mostrado que
cuando se lesionan las conexiones principales de la misma se ocasionan defectos
en estos procesos, los cuales no pueden ser compensados, Olton y col. (1978) y
Olton (1983).

Varios estudios han mostrado una correlacién entre el tamatio de los campos
terminales de las FM y el desarrollo conductal de animales en laberintos de agua y
de habituacién en un campo abierto y laberintos radiales (Crusio y Schwepler,
1987; Crusio y col., 1987). Estos estudios sugieren que las variaciones en el
patrén normal-.de las FM puede influir sobre el procesamiento hipocimpico a
través de alteraciones en el aprendizaje espacial (O'keefe y Nadel, 1978), memoria
(Pico y Davis, 1984) v en la consolidacién de la memoria (Teyler y DiScenna,
1986).

" DESNUTRICION Y MALNUTRICION

El dessrrollo adecuado de todos los organismos vivos depende de la
interaccién equilibrada de éstos con.su medio ambiente tanto externo como
intemo. De la misma forma el desarrollo normal del SNC, depende de la
interaccién de éste con factores intrinsecos, regulados por un programa genético y
de factores extrinsecos ambientales o epizenéticos (Cinira y Diaz~Cintra, 1985).
Varios estudios han revelado que el SNC es altamente vulnerable a diversas
alteraciones del medio ambiente, sobre todo cuando ocurren durante el periodo
critico o de répido crecimiento neuronal (Dobbing y Sands, 1971, 1973). Por lo
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que cualquier sgeate nocivo que se aplique durante este tiempo repercutird
negativamente en el desarrollo posterior del SNC.

Entre los factores extrinsecos ambientales, la privacién nutricional o la
nutricién inadecuada perinatal es uno de los factores ambientales més severos que
afecta a una gran cantidad de poblaciones en el mundo y cuyas causas son
sumamente diversas y complejas. Para describir los aspectos de este problema se
han utilizado los términos de malnutricién o mala nutricién y subnutricién o
desnutricién, Es importante distinguir entre subnutricién y malnutricién.

De acuerdo a la definicion de la FAO, Ia desnutricién o subnutricién se
produce cuando se ingiere menos energia dietética de la necesaria para tener un
cuerpo sano y llevar una vida activa y saludable, es un término cuantitativo y
significa que una persona no come lo suficiente.

Malnutricién o mala nutricién es un término cualitativo que significa que la
dieta de una persona carece de las cantidades necesarias de elementos esenciales
para el crecimiento, tales come vitaminas, sales y proteinas (Organizacion de las
Naciones Unidas, 1985). Es el estado de desequilibrio, a niycl celular, entre el
aporte de nutrimentos- por defecto o por exceso- y las necesidades del organismo

.para su mantenimiento, funcién, crecimiento y reproduccion.

Es dificil determinar con precisién cuantas personas padecen de
desnutricion en la actualidad. Las informaciones globales son incompletas, pero
ademas los métodos para definir y medir la desnutricién varian entre si. Segin
estimaciones de la FAO, a mitad de los afios ochenta, en los pafses en desarrollo
con economfa de mercado sufrian una u otra forma de desnutricién unos 512
millones de personas, es decir, aproximademente ¢l 21% deé su pobiacién. Més de
la mitad de la poblacién desnutrida vive en la regién asiatica (Organizacién de las
Naciones Unidas, 1985).
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La subalimentacién en los pafses pobres es un problema grave de salud que
afecta a grandes miicleos de poblacién, se presenta en la forma de los complejos
trastornos genéricamente conocidos como "desnutricién proteico-calérica" y
constituye Ia principal causa (junto con las enfermedades infecciosas) de las tasas
de morbi-mertalidad y escaso desarrollo fisico y mental de millones de nifios,
perpetuando con ello la condicién de "subdesarrollo” de los paises pobres
(Campuzano y col., 1990).

En México, al igual que en otros pafses, es insuficiente el consumo de
proteinas de buena calidad y de otros nutrimentos en general. En la encuesta
nacional de alimentacién (Campuzeno y col., 1990), se estudiaron los aspectos
propios de la nutricién principalmente en los nifios. Los resultados preliminares de
la encuesta permiten apreciar la grave situacién que prevalece en el medio rural
mexicano; situacién que no se ha modificado en lo sustancial a lo largo de fres
lustros. La prevalencia de !a desnutricién en la poblacién menor de 5 afios,
utilizando indicedores de peso para la edad y talla para la edad-perimetro
mesobraquial, es del 50%. En las zonas del pafs con peores condiciones, la
desnutricién se presenta en un 80% de los infantes. En cuanto al aspecto
alimentario, se aprecié una disminucién notable en el consumo de proteinas de
origen animal, asi como la enorme desigualdad geogréfica en el consumo de este
tipo de alimentos (Campuzano y col., 1990)

Por otro lado, estudios en seres humanos han puesto en evidencia que la
privacién de algunos nutrimentos ocasiona numerosas alteraciones en la estructura
y por consiguiente en la funcién cerebral, observindose como consecuencia
ciertas déﬁciencias en 1a capacidad wienial de los individuos (Cravioto y Arrieta,
1985). Observaciones realizadas en nifos recuperados del episodio agudo de la
desnutricién avanzada, parecen confirmar los resultados obtenidos en la
experimentacién animal. Estos nifios continiian presentando durante largo tiempo
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estatura menor y desasrollo retardado, en comparacién con nifios de la misma edad
y grupo étnico que no han sufrido desnutricién avanzada. Estos datos, ponen en
claro que atin después de un periodo de varios meses los niffos que han sido
rehabilitados de la desnutricién severa y considerados como curados, mostraron i
defectos del desarrollo, no sélo en la conducta motora sino en otras dreas que
incluyen audicién y lenguaje, conducts personal social, habilidad para resolver
problemas, coordinacién ojo-mam; y habilidades de categorizacién, de ahi que sea
importante el estudio de la recuperacién nutricional después de un periodo de
malnutricién prenatal, para conocer cuales son las estructuras que estin afectadas
por una desnutricién prenatal y que permanecen alteradas a largo plazo.

Los estudios en animales de Iaboratorio han contribuido a la interpretacién de
diversos trastornos del desarrollo intelectual humano, y con el propésito de
simular las condiciones tan complejas de la desnutricién a las cuales estd sometida
una gran proporcién de la poblacién humana. El uso de modelos experimentales
de desnutricién en roedores ha permitido la determinaci6n de ciertas alteraciones
en el desarrollo cerebral en los mamiferos. Sin embargo, la secuencia y el
momento en que se levan a cabo las fases del desarrollo cerebral, varia de una
especie a otra y més atn, entre las distintas estructuras cercbrales, por lo que el
extrapolar los efectos provocados por la desnutricién sobre el SNC, entre distintas
especies, sera wunicamente vélido, si la comparaéién se realiza en animales
altriciales cuyas etapas del deserrollo sean equivalentes, como lo es el caso del ser
humano y de la rata (Cintra y Diaz-Cintra, 1985).

ESTUDIOS SOBRE DESNUTRICISN Y MALNUTRICION
Es bien conocido que Ia desnutricién en ratas durante el periodo peﬁﬂatal
trastorna el desarrollo del cerebro. De estudios llevados a cabo en los iltimos afios

por varios autores, se ha mostrado que la desnutricién provoca cambios diversos
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sobre la formacién hipocémpica, los cuales incluyen cambios anatémicos (Fish y
Winick, 1969; Stewart y col., 1974; West y Kemper, 1976; Katz y Davies, 1982,
1983; Katz y col, 1982; Ahmed y col, 1987, Paula-Barbosa y col., 1989;
Morgane y col., 1993). La mayoria de estos estudios, se han realizado aplicando
desnutricién pre y/o postnatal. Es asi como Lewis y col. (1979), reportan retardo
en la adquisicién de células granulares del giro dentado en crias de ratas que se
desnutrieron desde el dia 6 de la gestacion hasta la Iactancia. Por otra parte, en
este estudio también se midi6 el grosor de la capa granular y se cncox;tré un
decremento significativo de este parfmetro. Ahmed y col. (1987) analizaron los
efectos de la privacién de alimento en ratas, la cual se instal6 desde el dia 18 de la
gestacién hasta el sacrificio, a los dias 21, 6 75 6 150 postnatales. En este
paradigma, de desnutricién postnatal, el efecto de la dieta sobre las células
granulares fue diferente para cada una de las edades. La densidad de sinapsis en la
capa molecular se incrementé en el dia P21, disminuyé en el dia P27 y
permaneci6 inalterada a los 150 dias. También se encontré en ratas desnutridas y
rehabilitadas desde los dias P150 hasts los P250 de edad, un incremento
significativo en el niimero de sinapsis en la capa molecular del. giro dentado. West
y Kemper (1976) y Morgane y col. (1978) encontraron que el grosor del
hipocampo no se ve alterado por la desnutricién. Katz y col. (1982) y Katz y
Davies (1982) midieron el espesor del hipocampo en ratas alimentadas con sélo la
mitad de su dieta normal durante el periodo de gestacién y lactancia, o durante el
periodo de lactancia y el posdestete, observando decremento en el grosor del
hipocampo solamente en ratas desnutridas durante la gestacién y la lactancia. Este
estudio enfatizs 12 importancia que la desnutricién ejerce en el desarrollo postaatal
del hipocampo. En estudios posteriores Katz y Davies (1983) midieron el grosor
de la formacién hipocAmpica, incluyendo al giro dentado y encontraron
decrementos después de la desnutricién durante la lactancia. De acuerdo al
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estudio de Paula-Barbosa y col. (1989) en mtas de 6, 12 y 18 meses de edad, el
efecto de una dieta de caseina al 8% durante el periodo posmatal, produjo una
disminucién del grosor de la capa granular del giro dentado y de 1z del CA3 del
hipocampo, ademéds de un aumento en el empaquetamiento celular en ambas
capas, concluyendo que Ia privacién protefnica disminuye la densidad celular.
Andrade y col. (1991) analizaron los efectos de una dieta al 8% de casefna en
ratas macho durante 6, 12 y 18 meses, sobre la densidad sindptica de las neuronas
piramidales del CA3, Ia cual enconfraron reducida. Observaron ademés, una
disminucién de la fraccién de membranas terminales de las fibras musgosas. Los
autores infieren que el patrén de conectividad sinaptica entre las terminales de las
fibras musgosas y las dendritas de las neuronas piramidales del CA3, est4 alterado
debido a la reduccién en el niimero de contactos neuronales.

Por otro lado, Cintra y col. (1990) estudiaron el efecto de la malnutricién
proteinica crénica ligera (aplicando una dieta al 8 % de casefna), sobre las células
granulares del labio dorsal del giro dentado a los 30, 90 y 220 dias de edad
postnatal. Observaron en los animales malnutridos una reduccién del eje mayor y
menor del soma, asf como del nimero de ramificaciones y espinas dendriticas en
las tres edades estudiadas. En un estudio posterior Diaz-Cintra y col. (1991)
reportaron que la privacion proteinica prenatal del 6% de caseina sobre las células
granulares del giro dentado a los 15, 30, 90 y 220 dias, provoca efectos semejantes
a los encontrados en el trabajo anterior afin después de la rehabilitacién nutricional
postnatal. Los resultados obtenidos con estos trabajos muestran que Ila
desnutricién proteinica prenatal es suficiente para producir un efecto marcado
sobre el tamaflo del soma, ramificaciones y espinas dendriticas d: las células
granulares del giro dentado y que estos efectos persisten ain después de un
periodo de rehabilitacién nutricional postnatal, hasta los 220 dias de edad. Si bien

estos trabajos proporcionan informacién acerca de las vias de entrada de
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informacién de las células granulares que forman el primer relevo dentro del
circuito trisindptico hipocdmpico, no existe informacién acerca del efecto de la
malnutricién hipoproteinica prenatal y de la subsecuente rehabilitacién nutricional
sobre las eferencias de estas células que forman las fibras musgosas. Este plexo es
de interés dado que varios estudios han mostrado que se altera su distribucién por
una variedad de agentes prenatales (West y Hodges-Savola, 1983) o neonatales
(Lauder y Mugnani, 1980; Westy Hamre, 1985; Cavazos y col., 1991; Represay
Ben Ari, 1992). Al mismo tiempo, es importante saber si estos efectos persisten
ain después de la rehabilitacién nutricional postnatal a corto y a largo plazo.

Aunque existe informacién sobre los efectos de la desnutricion en el
hipocampo, es importante llevar a cabo estudios mas detallados en relacién a la
anatomia y la funcién de esta estructura. Con este propésito y utilizando el modelo
de 1a desnutricién prenatal seguide de la rehabilitacion nutricional postnatal, se
realizd un anélisis morfométrico sobre las eferencias del giro dentado del
hipocampo -las fibras musgosas- lo cual, aunado a hallazgos conductuales y
electrofisiolégicos previos, servirin para entender mejor la funcién de esta regién
del cerebro. Es importante mencionar que este estudio cubre una parte pequeiia de
un macroestudio que pretende valorar los efectos de la malnutricion prenatal sobre
la morfologia de los componentes del circuito trisiniptico hipocdmpico, que se ha
involucrado en procesos de aprendizaje y memoria espacial (0'Keefe y Nadel,
1978; Barnes, 1988; Eichenbaum y Cohen, 1988; Eichenbaum y Otto, 1992).



OBJETIVOS

Determinar los efectos de la mslnufricién proteinica prenatel y la
subsecuente rehabilitacién nutricional postnatal, sobre la morfologia de las fibras
musgosas utilizando la técnica de Timm (que hace evidente la laminacién del giro
dentado y de 1a formacién hipocémpica), en particular, analizar los cambios en el
frea de distribu;:ién de las fibras musgosas de 1a formacién hipocimpica.

Determinar si los efectos de la desnutricién prenatal sobre el peso corporal
y cercbral pueden revertirse por la rehabilitacién nutricional postnatal en
diferentes edades (15, 30, 90 y 220 dias).
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HIPOTESIS

Si Ia desnutricién hipoproteinica prenatal, produce retardo en los patrones
de desarrollo neuronal de las células granulares del giro dentado cuyo desarrollo y
diferenciaci6n ocurren principalmente durante el periodo posnatal, este retardo se
verd reflejado en la reduccién del &rea de distribucién de las fibras musgosas. Por
otra parte, si los efectos permanecen a lo largo de la vida del animel desnutrido
prenatalmente, éstos se podrin reconocer a los 15, 30, 90 y 220 dias de edad.



MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Se emplearon un total de treinta hembras y diez machos de Ia cepa Sprague-
Dawley para efectuar las cruzas. Las hembras con un peso de 250 a 300 gramos y
de 90-120 dias de cdad, se mantuvieron bajo idénticas condiciones de Iuz
obscuridad (12:12 hrs), temperatura (22-24 © C), humedad relativa (40-50%) y

con libre acceso a las resjaectivas dietas y al agua,

TRATAMIENTO NUTRICIONAL

Diez hembras se alimentaron con una dieta al 6% de casefna (futuras madres
desnufridas) y 20 hembras con una dieta al 25% de casefna (futuras madres
controles y nodrizas, 10 en cada grupo), durante cinco semanas antes del
epareamicato (Ver Tabla I). Diez ratas macho fueron alimentados con una dieta al

25% o al 6% de caseina una semana antes del apareamiento.

REPRODUCCION

Después de este periodo de malnutricidn, se cruzaron 3 hembras con 1
macho expuestos a la misma dieta en una caja familiar (50 x 40 x 20). El inicio de
la gestacién se verificé con base en la presencia de espermatozoides en frotis
vaginales (dia 0 de gestacién). Al dia siguiente del parto, las camadas que nacieron
el mismo dia y de la misma dieta nutricional se sexaron y se mezclaron entre sf.
Las crias descendienies de madres desnuiridas se asignaron a madres nodrizas, las
cuales se alimentaron con una dieta al 25% de caseina durante la gestacién y
lactancia, proveyendo con ésto la rehabilitacién nutricional postnatal (6/25). A
cada madre nodriza se le asignaron 4 hembras y 4 machos. Se procedié de la
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misma forma con los animales control (25/25). El resto de las crias y las madres
desnutridas se sacrificaron, de tal forma que se obtuvicron finalmente 10 madres
nodrizas con 8 crias y 10 hembras control con 8 crias (Fig. 6). A los 21 dfas, se
procedié al destete y se colocaron 4 animales en cada caja los cuales se separaron
por sexos y por condicién nutricional (Fig. 6). Los animales de ambos grupos se
alimentaron con una dieta al 25% de caseina hasta el momento del sacrificio.

Para estudios histolégicos del cerebro se selecciond al azar 1 crio de cada
camada a los 15, 30, 90 y 220 dias de edad postnatal, tanto del grupo control como
del experimental. Se registré6 el peso corporal de los crios en las edades

anteriormente mencionadas,

TABLA I. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LAS DIETAS.

COMPONENTES DIETAS
25 % de Caseina _6% de Caseina
Proteinas 218 5.3
Grasas 154 15.0
Carbohidratos 50.9 68.9
Sales minerales** 4.7 4.7
Vitaminas 1.0 1.0
Agua 22 1.2
-Componentes no nutritivos 4.2 4.2
Kcal/g 43 43

Las dietas se_suplementan con l-metionina (0.4 %) debido a Ia ausencia de.
este aminoAcido esencial en la casefna, ** Se les adiciond fosfato de calcio
monovAsico y carbonato de zine,
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M E T O D O 8

30 HEMBRAS
(SPRAGUE~DAWLEY)

—

20 HEMBRAS
25% CASEINA

—

10 HEMBRAS
6% CASEINA

L

APAREAMIENTO

I

|

15 DIAS
IBO DIAS I

L ]
10 HEMBRAS 10 HEMBRAS 10 HEMBRAS GESTANTES
GESTANTES GESTANTES (GRUPO EXPERIMENTAL)
(GRUPO CONTROL) (NODRIZAS)
[ . I .
| PARTO l | PARTO 1 PARTO
] I
[ ESTANDARIZACION l I ESTANDARIZACION l
T 1
10 CAMADAS 10 CAMADAS REHABILITADAS
CON 8 CRIAS CRIAS 6% CON NODRIZAS 25%
(25%/25%) (6%/25%)

o]
|30 DIAS]

|90 DIASI
|22O DIASI

l 90 DIAS I
I 220 DIAS |

Figura 6, Material y métodos que sc utilizaron para la realizacién del presente

trabajo.



ASIGNACION DE SUJETOS A LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Ocho animales macho se utilizaron en cadz condicién experimental (6/25% y
25/25%) y en cada edad (15, 30, 90 y 220 dias de edad), obteniendo un total de 64
animales para el estudio. Cumplida la edad requerida los animales escogidos al -

azar fueron procesados con la técnica de Timm.,

PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO
PERFUSION

Los animales de 15 dias se anestesiaron con hidrato de cloral a unz dosis de
35 gr/kg de peso y los de 30, 90 y 220 dias con pentobarbital sédico.

La perfusién se llevé al cabo por via intracardidca inicidndose con una
solucién conteniendo sulfuro de sodio (5.85 gr) y fosfato de sodio monobisico
(5.95) en 500 m! de agua destilada hasta que la dentina se observé obscurs, la
perfusién se continué con el fijador "Kemowsky" (1.0% p/v de paraformaldheido
y 1.25% v/v de glutaraldehido en 0.1 M de formol fosfatos pH 7.4) (West y col.,
1981; West y Dewey, 1984). Después de 5 minutos de perfusién se extrajeron los
encéfalos, se pesaron y se colocaron en frascos conteniendo una solucién de
glutaraldehido, paraformaldehido y sacarosa al 30%, se mantuvieron en el
refrigerador durante 72 horas o hasta que el tejido se sumergiera en el fondo del
frasco.

TINCION
Posteriormente se procedié a cortar por congelacién los blogues de tejido

aue contenfan a la foinacion hipocimpica, los cortes obtenidos en un plano
coronal se montaron en laminillas tratadas con sulfato de cromo y potasio
siguiendo uns estricta seriacién. Se formaron cuatro series de cortes, las tres

primeras de 40 micras y la cuarta de 120 micras. Estas secciones fueron



procesadas de acuerdo a una modificacion de la técnica de Timm (sulfuro de
plata) (West y col,, 1981; West y Hodges-Savola, 1983). Las series 1 y 4 se
deshidrotaron y se montaron en resina sintética, Las series 2 v 3 se contrastaron
con violeta de crecilo o teonina respectivamente (Fig. 2).

Este método fue introducido inicialmente por Timm en 1958 para la
deteccién de metales pesados. El método histoquimico de sulfuro de plata
demuestra un gran nimero de metales pesados transicionales y del grupo Tb, tifie
el neuropilo de la formacién hipocimpica madura en liminas discretas
correspondientes a los campos teyminales de las vias aferentes (Haugh, 1974), asf
como el plexo axonal de fibras musgosas de las células granulares. Aunque con
este método algunos sistemas de fibras no se tifien como la via perforante medial,
debido a la distribuci6n distintiva laminar de la mayoria de las vias aferentes a la
regi6n hipocimpica es itil para estudios del desarrollo normal de estas vias y para
el andlisis experimental de factores que influyen sobre el crecimiento y
establecimiento de conexiones del SNC. El método de Timra es aplicado al tejido
cerebral como sigue: El animal es perfundido con una solucién de sulfuro de
sodio, 1a cual genera metalosulfitos que se forman y precipitan en el tejido
(precipitacién endégena de metales pesados) que después son revelados
fisicamente para visualizar los metalosulfitos sobre los cuales Ia plata metélica se
precipita, esto es debido a la presencia de un agente reductor (hidroguinona) y un
estabilizador (goma ardbiga). El método de Timm tiffe las vesiculas sindpticas de
los botones de las fibras musgosas y sus hendiduras sinfipticas asociadas. Ademés
tifie de manera diferencial el sitio de la terminacién de las vias perforantes medial
v lateral y Iz via de asociacion en fa capa molecular del giro dentado (Gaarskjaer,

1986) (Fig. 2).
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ANALISIS MORFOMETRICO

Con el probésito de medir los cambios en la magnitud del 4rea total de
disytribucién de las fibras musgosas de la formacién hipocimpica, se usé un
equipo de anslisis de imédgenes digitalizadas computarizado el cual convierte la
imagen analégica que se observa en el microscopio éptico (objetivo 4x) en digital.
Con la ayuda de una cémara de alta resolucion la imagen pasa a un monitor de
computadora y ésta es procesada con la ayuda del programa "histo 2000" de
Biocom, France (Corkidi, 1989). Con este sistema se delimit6 con un cursor el
perimetro de las fibras musgosas sobre una pantalla de un monitor de computadora
(Fig. 7) y los resultados del frea fueron expresados en mm”. Se hicieron los
dibujos o cartografias, asi como impresiones en laser de las fibras musgosas (Fig.
8).

El anélisis morfométrico fue llevado a cabo en 5 niveles coronales (de rostral
a caudal) del giro dentado entero. En las ratas de 90 y 220 dias de cdad, los cinco
niveles coronales de la formaci6n hipocimpica fueron considerados con referencia
a bregma, de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1986), como sigue: ﬁivel 1,-
2.3 mm, nivel 2, -3.3 mm, nivel 3, -4.16, nivel 4, -5.6 mm y nivel 5, -6.3 mm.
(Figs. 9-13). En ratas de 15 y 30 dias de edad las siguientes coordenadas de
bregma fueron usadas (de acuerdo al atlas de Sherwood y Timiras, 1970): a 30
dias: nivel 1, A 3.5 mm, nivel 2, A 3.2mm, nivel 3, A 2.6 mm, nivel 4, A 2.0 mm
y nivel 5, A 0.4 mm. Para 15 dfas el nivel 1, A 2.6 mm, el nivel 2, A 2.0 mm, nivel
3, A 1.6 mm, nivel 4, A 1.2 mm y nivel 5, A 0.0 mm.

El anélisis morfométrico se llevd a cabo en cinco niveles con el objetivo de
ver si Ia desnutricién prenatal tiene algin efecto sobre los diferentes gradientes de

neurogénesis y morfogéneis del desarrollo del giro dentado que afectan
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Figura 7. Sistema de axiélisis de imégenes digitalizadas de Biocom, Francia,



Figura 8. En A se muestran dos cartografias de cortes frontales del cerebro donde
se observa Ia localizacion de Ia formacion hipocémpica, se ha delimitado el drea de
la limina dorsal y ventral de la capa granular del giro dentado y el de las fibras
musgosas. En B se muestra una impresién en laser de la formacién hipocimpica en
donde se ha delimitado (linea en blanco) el 4rea ocupada por las fibras musgosas

(EM).



Figuras 9-13. La figuras 8-13 muestran los niveles coronales hipocampicos en los
cuales se Ilevé a cabo el anélisis morfométrico computarizado. Fig 9, indica el nivel
1 (bregma -2.56 mm), Fig. 10, el nivel 2 (bregma -3.30 mm), Fig. 11, el nivel 3
(bregma ~4.16 mm), Fig. 12, elnivel 4 (bregma -5.6 mm) y 13, el nivel 5 (bregma
-6.30 mm). En todas las figuras la A indica la fotomicrografia de cada corte tefiido
de acuerdo a la tincién de Timm contrastados con Nissl (excepto la figura 11), En B
se muestran las cartografias de las éreas de las capas granular y molecular tanto en
su porcién dorsal como ventral asf como el drea de las fibras musgosas. En C, se
indica el plano del corte de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson. CAl y CA3,
Cornu Ammonis 1 'y 3 respectivamente; FM, fibras musgosas; CGD, lamina doral de
la capa granular; CGV, limina ventral de la capa granular; CMD, 14mina dorsal de
la capa moleculas; CGV, limina ventral de la capa molecular; GD, giro dentado. La
calibracién corresponde a 160 mm3.



Figura 9. Nivel coronal hipocémpico 1.



Figura 10. Nivel coronal hipocampico 2.



Figura 11. Nivel coronal hipocémpico 3,



Figura 12. Nivel coronal hipocampico 4.



Figura 13. Nivel coronal hipocampice 5.



finalmente la distribucion de las aferencias y eferencias de Ia formacién

hipocdmpica.

ANALISIS ESTADISTICO

El anslisis estadfstico de los datos obtenidos se llevé a cabo usando el
paquete estadistico para las ciencias sociales version 3.0, SPSS (Statistical
Package for Social Studies). Las pruebas aplicadas fueron:
- Andlisis de varianza de dos vias (ANOVA TWO-WAY) tomando el estado
nutricional y Ia edad como los dos factores (p <0.05, <0.01 y <0.001).
- Anilisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey (ANOVA ONE-
WAY/TUKEY) los niveles estadisticos de significancia fueron establecidos a un
valor dep < O.QS.
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RESULTADOS

PEEC CORPORAL Y CEREBRAL

La prueba estadistica ANOVA de dos vias (Tabla 2) no mostré efectos
significativos por la dieta ni por la interaccién de ésta con Ia edad. Sin embargo Ia
edad mostré un efecto significativo soﬁm el peso corporal y cerebral.

En Ia Tabla 3 se muestran los valores obtenidos para el peso corporal y
cerebral tanto del grupo control como rehabilitado en las cuatro edades analizadas.
En ella aparecen el valor promedio, la desviacién estindar, el porcentaje de
cambio del grupo experimental respecto del control y los valores de "p" después
de analizar los datos con las pruebas ANOVA de una via y la de Tukey.

Se observd que a los 15, 30 y 90 dias de edad los valores promedio del peso
corporal del grupo experimental estén por debajo del grupo control, mientras que a
los 220 dias éste es mayor, en ninguno de los casos se reportan diferencias
estadisticamente significativas.

En cuanto al peso cerebral, se observd que a los 15 dias los valores promedio
de ami)os grupos son semejantes y que a los 30, 90 y 220 dias el grupo
experimental es menor respecto del control sin ser significativamente diferentes en
ninguna de las cuatro edades analizadas.
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TABLA 2
An#lisis estadistico ANOVAL del peso corporal y cerebral. »

VALORES DEF

PESO DIETA EDAD INTERACCION
: (8 1,55) (e13,56) (21 3,56) -

CORPORAL 1.5 NS 520.7 *** 0.5 NS
CEREBRAL 4.1 NS 187.6%** 1.8 NS

IAnalisis de varianza de dos vias, con el estado nutricional y Ia edad como
los dos factores. gl = grados de libertad. NS = no significativo.
* p<0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001

TABLA 3

Efectos de la malnutricion proteinica prenatal sobre el peso corporal y cerebral
(gr) del grupo control 25/25 y rehabilitado 6/251.

DIETA
EDAD (dlfas) 25/25 6/25 % DE CAMBIO SIGN.
PESC CORPORAL
15 33.7x 22 317+ .3.5 -59 NS
30 1259+ 9.6 125.1+« 0.6 - 0.6 NS
90 545.5« 42.0 4975+ 8.1 - 87 NS
220 725.9 £ 141,8 764.1 £108.2 +52 NS
PESO CEREBRAL
15 1.2+0.0 1.2+ 0.0 0.0 . NS
30 1400 1.3z 0.1 -7.1 NS
90 22=x0.1 2.1x0.1 -4.5 NS
220 2403 22%02 -83 NS

ILos valores representan el promedio +la desviacion estandar.
SIGN. = significancia. NS = No significativo. (ANOVA DE UNA VIA/TUKEY)
*

p <0.05



FIBRAS MUSGOSAS

La prueba estadistica ANOVA de dos vias (iabla 4) mosiré un efecto
significativo por la dieta en los niveles 1, 2, 3 y 4 pero no en el nivel 5, asimismo
un efecto significativo por la edad y 1a interaccién de ambos factores en todos los

niveles coronales hipocémpicos analizados.

TABLA 4

Andlisi estadistico ANOVAI del drea de las fibras musgosas de la
formaci6n hipocémpica a los 15, 30, 90 y 220 dias.

VALORES DEF

NIVEL DIETA EDAD INTERACCION
CORONAL (g!1,56) (gl 3,56) (g13,56)
HIPOCAMPICO

50,75 *** 180.14 *¢* 3.13¢
2572 #** 533,02 *%* 3425 **
10.88 ** 266.73 *** 23,45 ***
46.55 %%+ 22413 %**  1105%*
1.55 NS 51.22 #+* 564+

TAnilisis de varianza de dos vias, con el estado nutricional y Ia edad
como los dos factores. gl = grados de libertad. NS = no significativo.
* p<0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001

W B WD e
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Los valores promedio (+ la desviaci6n estdndar), porcedtaje de cambio del
grupo experimental respecto del grupo control y nivel de significancia entre las
comparaciones para el drea de distribucién del plexo de fibras musgosas para cada
nivel coronal hipocimpico, edad y para ambos giupos de diete se indican en la
Tabla 5. Los valores promedio y el eror estﬁﬁdaf se graficaron en la figura 13.
Las ratas privadas de proteina prenatalmente muestran reduccién significativa del
drea de distribucién del plexo de fibras musgosas a los 15 dias en los niveles
coronales 2, 3 y 4 (~18.6%, -23.9% y -28.6%, respectivamente) a los 90 dias en el
primer nivel (-18.4%)y en todos los niveles a los 220 dias (-18.3%, -22.9%,
-24.3%, -28.5% y, -18.1% respectivamente).

Los cambios asociados con la edad en cada nivel para ambos grupos de
dietas se muestran en la Tabla 6. El total de comparaciones del grupo control se
inicia a los 15 dias con las de los grupos control de 30, 90 y 220 e indican
aumentos significativos del 4rea de distribucién del plexo de fibras musgosas en
todos los niveles; entre 30 y 90 dias en los niveles 1, 2 y 3. En los niveles
coronales ! a 4 entre las edades de 30 y 220 dias y en los niveles 2, 3 y 5.entre 90
y 220 dias. Para Iss comparaciones entre los grupos reha!;ilitados se observa
aumento significativo del érea del plexo de fibras musgosas en todos los niveles
coronales hipocampicos entre las comparaciones de los grupos de 15 dias y los
grupos de 30, 90 y 220 dfas. Entre las edades de 30 y 90 dias en los niveles 2y 3 y
reduccién significativa del 4rea en los niveles coronales hipocfimpicos 2, 3 y 4
entre las edades de 90 y 220 dias.



TABLA §

Area (mm2) del plexo de fibras musgosas de la formacién hipocdmpical.

DIETA

EDAD (dias)  25/25 6/25 % DE CAMBIO SIGN.

NIVELES CORONALES HIPOCAMPICOS

1
15 238 £.014 2002 .030 -159 NS
30 448 £.033 406 = 045 - 93 NS
90 .553 = .067 451 = 056 -18.4 *
220 555 +.022 453 = .009 -18.3 ®
2
15 236 £.014 192z 016 -18.6 .
30 471 %.043 508 = .022 + 78 NS
90 . .540 = .037 558 % .027 + 33 NS
220 .653 = .024 503 = 029 -229 .
3
15 221 = 006 168 = 003 - 239 *
30 419 = 011 447 = 021 + 6.6 NS
90 480 & 027 535+ .041 +11.4 NS
220 579+ .014 438 = 026 -243 *
4
15 300 + 011 214+ 013 -28.6 *
30 646 = 043 607 = .023 - 6.0 NS
90 694 = 053 680 = 065 - 21 NS
220 750 £ ,050 .536+ .099 -285 *
5
15 473 = 053 533 = .059 +12.6 NS
30 815+ .078 787 = .038 - 34 NS
90 767 = .055 795+ 189 + 3.6 NS
220 808 = 042 735« 023 - 18.1 #

Tos valores representan €f promedio X fa desviacion estandar del drea del
plexo de fibras musgosas. SIGN. = significancia. NS = No significativo.
(ANOVA DE UNA VIA/TUKEY) * p <0.05 )
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TABLA 6

Cambios relacionados con la edad del plexo de fibras musgosas del grupo control y
rehabilitedol, .

15 dias 30 dias 90 dias
v vs vs

NCH 30dias 90 dias 220 dias 90 dias 20 dias 220 dias

CONTROL
1 +87.9%*% +131.9%* +132.4%* +23.9%* +23.6%* NS
2 +g9.l%‘ +128,1%* +175.8%* +14.6%* +38.5%* +20.8%*
3 +89.1%* +116.9%* +161.2%* +116.9%* +38.1%%  -20.4%*
4
5

+115.4%* +131.5%* +150.0%* NS +16.0%* NS
+72.0%* +62.0%*  +89.7%* NS NS +17.1%*
REHABILITADO
1 +103.1%* +125.6%* +126.8%* NS NS NS
2 +164.9%* +190.7%* +162.1%* +9.7%* NS -9.8%*
3 +165.8%* +217.9%* +160.4%* +19.6%* NS ~18.1%*
4 +183.3%* +217.3%* +150.2%* NS NS -21.1%*
5 +47.5%* +48.9%*  +37.7%* NS NS NS

ITos valores indican la significancia y el porcentaje de aumento entre los grupos
(ANOVA DE UNA VIA/TUKEY). NCH = Nivel coronal hipocimpico. NS = No
significativo. * p<0.05



DISCUSION

FIBRAS MUSGOCSAS

En el desarrollo normal del las fibras musgosas, este plexo es identificado
con la tincién de Timm al dia P1 (Zimmer, 1978; Amaral y Dent, 1981) y de
acuerdo a Zimmer (1978), Zimmer y Haug (1978) y Amaral y Dent (1981) este
plexo comienza a madurar al dia P18 y es substancialmente maduro a los 21 dias
de edad postnatal, pero continda incrementindose su tamafio en etapas ﬁdultas
(Amaral y Dent, 1981; Coleman y col., 1987). Los resultados de este estudio son
consistentes con el incremento del tamafio del plexo en ratas adultas. Las ratas
control mostraron un incremento progresivo relacionado con la edad en el 4rea de
distribucién de este plexo desde el dia P15 al P220. Con la malnutricién prenatal
el drea de distribucién de estas fibras se afecté en los cinco niveles analizados,
esta disminuy6 en las ratas desnutridas al dia P15 en tres de los cinco niveles ( 2,
3y 4), al dia P90 en el primer nivel y al diz P220 ca todos los niveles. Cuando se
efectuaron las comparaciones entre las edades, tanto los animales control como
los desnutridos mostraron un aumento progresivo por ia edad, en el 4rea total de
distribucién de las fibras musgosas. Asf, en los cinco niveles estudiados
encontramos aumento entre los dias P15 y P30. Sin embargo, los efectos
significativos por la dieta sobre el tamaifio del plexo en las ratas malnutridas
prenatalmente encontrados a los 15 dias no fue evidente en ¢l dia P30, esto es
debido a un retrazo en el patrén de maduracién del plexo de fibras musgosas que
se indica en Ia figura 14. Se observa que la curva descrita por los animales
malnytridos prenatalmente esta desfasada o retrozada con respéecto a ia dei grupo
control sobre todo en el nivel 1, 4 y 5. Entre los dias P30 al dia P90 se encontr6

un incremento significativo relacionado a la edad en el 4rea en tres de los
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cinco niveles en el grupo control (1, 2 y 3) y en dos niveles en el grupo
experimental (2 y 3), esta falta de incremento en el drea del grupo 6/25 en el
primer nivel da como resuitado la tfmica diferencia signiﬁcativa entre los dos
grupos en el nivel 1 en el dia P90, Las reducciones en el drea de distribucuién de
las fibras musgosas de las ratas desnutridas en el dfa P220 se asociaron con los
incrementos en el tamafio del plexo desde el dia P90 al dfa P220 en las ratas
control que fue estadisticarnente significativo en tres de los cinco niveles
analizados (2, 3 y 5) y decrementos significativos del plexo en las ratas
desnutridas en tres niveles (2, 3 y 4). Asi todos los cambios significativos
relacionados con la edad entre los dias P15 y P30 y los dias P30 y P90 en ambos
grupos de dietas fueron asociados con incrementos en el drea del plexo y entre los
dias P90 y P220 2 un incremento sélo en el grupo control y decrementos en el
grupo experimental,

Con una simple excepcién, todas Ias reducciones fueron estadisticamente
significativas en los 15 y 220 dias de edad sugiriendo un efecto a corto y largo
plazo. La excepcion fue localizada a los 90 dfas en el nivel uno. Los resultados
parecerian indicar que después de 15 diés, la plasticidad en los animales
desnutridos es capaz de compensar los efectos provocades por la desnutricién
prenatal, pero que a largo plazo el metabolismo o plasticidad es abatida, tal vez
porque en estos momentos se suman fos efectos por la edad, lo cual es apoyado
por los resultados de la prueba estadistica ANOVA de dos vias (Tabla 4) que
indica que la interaccién de la desnutricién y la edad tienen efectos significativos
sobre el 4rea del plexo. Es importante sefialar que en un estudio donde se aplicé el
mismo paradigma de desautricién usadc ¢a ¢l presciie irabajo, se encontré
reduccién en la densidad de fibras serotonérgicas en el giro dentado
principalmente a los 220 dias de edad (Blatt y col., 1994).
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El incremento observado en las fibras musgosas en los animales control esta
de acuerdo con los resultados de Coleman y col. (1987) y Amaral y Dent (1981)
en el sentido de que aiin cn ctapas avanzadas de la vida postmatal (4-12 meses y
1-420 dfas respectivamente) el érea y volumen de este plexo continiia
incrementéndose. Puesto que Coleman encuentra aumento de fibras de 4-12 meses
de edad, es probable que los resultados del presente trabajo estén relacionados a
cambios en la maduraci6n, antes que a cambios en la edad,

Para todas las edades en ambos grupos de dietas el drea de distribucién
mayor del plexo de fibras musgosas se localizé en los niveles 4 y 5 siendo mayor
entre estos el nivel 5. Estos resultados indican que el 4rea ocupadza por las fibras
€s mayor en niveles mas temporales y menor & niveles septales de la formacién
hipocémpica (Schlessinger y Cowan, 1975; Amaral y Dent, 1981). Por otro lado,
Tos resultados indican que el plexo de fibras musgosas se afecté principalmente en
los niveles mediales a los 15 dias, mientras que a los 220 dfas este efecto fue
uniforme puesto que todos los niveles presentaron reducciones significativas.

Dado que las fibras musgosas son axones de las células granulares que hacen
sinapsis con les espinas de las dendritas apicales de las células piramidales del
campo CA3 localizadas en la zona de excrescencias torneadas (Fig. 2), es
importante tomar en cuenta no s6lo 8 la estructura presindiptica sino-también a la
postsiniptica en conjunto con el fin de discutir las posibles causas de las
alteraciones en las fibras musgosas de los animales malnutridos, ya que la
funcionalidad del circuito neuronal depende de la integridad de sus componentes
que se da tanto en tiempo como en espacio. Durante el periodo de exposicién a la
malnutrici6n, las células piramidales del campo CA3 (las célulzs blanco para los
axones de las fibras musgosas) se han generado totalmente y han migrado a su
posicién final (Bayer, 1980a) por lo que es posible que estas células sean dafiadas
por la desnutricién prenatal y por tanto esto afecte el desarrollo de las fibras
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musgosas. Por otro lado, la mayoria de las células granulares se forman
postnatalmente en la rata, (Schlessinger y Cowan, 1975; Bayer y Altmaﬁ 1974;
Bayer, 1980a; Bayer y Yackel, 1982) por 1o que sélo una minoria de estas células
han sido sometidas a la desnufricién prematal. Esto indicaria que el efecto
nutricional sobre estas neuronas no sélo es efecto directo de la privacién
nutricional prenatal en si, sino también sobre los procesos de generacién,
proliferacién, migracién etc. de las células piramidales y de las granulares.
Aunque los mecanismos precisos para explicar estos efectos se desconocen, se
propone que la disminucién del rea de las fibras musgosas podria deberse a
diversas causas:

1) En primer término, a la disminucién o pérdida de células granulares, lo
cual provocaria disminucién de fibras musgosas. Se sabe que Ia desnutricién
provoca disminucién en las dimensiones cerebrales como consecuencia de un
menor nimero de células nerviosas (Winick y Noble, 1966; Dobbing y Sands,
1971). Esto ocurre también en las células granularcs del giro dentado cuando Ia
malnutricién ocurre en los periodos pre y/o postatal. Respecto a este punto, se ha
reportado que esta disminucién en su cantidad, se debe a que hay disminucién del
periodo de proliferacion celular (hipoplasia), debido a que la duracién del ciclo
celular de las neuronas del giro dentado esta incrementado y que tal incremento
puede resultar en la produccién de pocas neuronas en un determinado periodo y
en una deficiencia substancial del ntimero celular total Lewis y col. (1979). Asf,
las alteraciones en el proceso de proliferacién celular se deben a que la deficiencia
nutricional provoca un alargamiento del ciclo de reproduccién en las células de la

capas germinales, lo cusl lentifice tode ¢l proceso de produccin celular (Lewis y

col., 1975). Por otro lado, Bedi (1991) utilizé un paradigma de desnutricion pre y
postnatal donde el periodo de desnutricién abarca desde el dia 16 de gestacién
hasta el dia 30 postnatal. Se realiz6 un anélisis morfométrico a los 70 y 212 dias
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de edad y se estim el nimero de células granulares en cada edad existentes en el
giro dentado del hipocampo. Los resultados indicaron que el niimero de células
granulares del grupo desnutri(_lo se encuentra disminuido en 1m 16%, en relaciéa al
grupo confrol (260,000 y 302,000 células granulares respectivamente) en la edad
de 70 dias. Incrementéndose esta deficiencia (-33%) en los animales desnutridos
de 212 dfas de edad (834,000 del grupo control y 515,000-595,000 del grupo
desnutrido). Este experimento indica que la desnutricién en las etapas tempranas
de la vida causa una deficiencia en el nimero total de células granulares del giro
dentado y que a largo plazo incluso esta deficiencia se incrementa con la edad
sugiriendo que Ia desnutricién temprana resulta en un cambio permanente en la
duracién del ciclo celular de estas neuronas del giro dentado. Otro trabajo que
apoya este razonamiento es el estudio a largo plazo de desnutricién de Paula-
Barbosa y col. (1989) que muestra decrementos del grosor del giro dentado y de la
densidad de empaquetamiento celular. De Bassio y col. (1994), en un estudio
donde se utilizd el mismo paradigma de desnutricién (6/25), analizaron el efecto
de la malnutricién prenatal sobre la generacién de las células granulares del giro
dentado del hipocampo, los resultados indicaron que las ratas desnutridas
presentan reduccién del nimero de células granulares en el dia E2). Estas
observaciones coinciden con aquellas de 1a extensién de la capa granular en que
en los animales malautridos prenatalmente es de 0.153 mm? mientras que en los
controles es de 0.167 mmz, indi}.:ando con ésto una reduccién del 9% de la capa
granular en el grupo rehabilitado a los 30 dias de edad. El estudio de DeBassio
(1994), indica que la malnutricién prenatal es suficiente para producir y mantener
nna reduccién del mimero de céiuias granuiares lo que a su vez afecta el
desarrollo postnatal del giro dentado. Jordan y col. (1982) en un estﬁdio
autorradiogréfico también encontraron decremento de Ia densidad de las células
granulares del giro dentado de los 4 a 5 meses de edad de los animales desnutridos
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 ademfs de un decremento en la densidad de empaquetamiento celular en los
campos CA3, CAl y en cl subiculum. Los estudios de Fish y Winick (1969)
sugieren que cl efecto de la desnutricién sobre el complejo hipocimpico como
unidad, puede ser menor que el efecto sobre sus células granulares dentadas. Ellos
notaron que en camadas de ratas desnutridas por el aumento en el ntimero de crias
(18), existen deficiencias en el contenido del DNA en el hipocampo en el dia P17.
La disminucién de células por la desnutricién no es exclusiva del giro dentado, se
han reportado resultados semejantes en otras poblaciones celulares del cerebro y
cerebelo. Efectos similares se han encontrado en animales desnutridos en
diferentes periodos del crecimiento. Asf, los estudios de Katz y col. (1982)
mostraron decremento del grosor de la fonmacién hipocidmpica sélo en ratas en las
cuales la desnutricién inclufa el periodo de gestacién. Otro trabajo que apoya este
razonamiento 'FS el de Gaarskjaer (1978) quién demostrd que el 4rea de los
campos terminales de las fibras musgosas es dependiente del nimero de neuronas
granulares, por lo que uaa pérdida de neuronas granulares conlleva a una
disminuci6n del nimero de fibras musgosas. Un estudio mis que apoya este hecho
es el de Gaiarsa y col., (1992) en el que se irradi6 a las células granulares, los
resultados indican que el nimero de fibras musgosas disminuy6, sugiriendo que el
plexo musgoso es directamente proporcional al niimero de células granulares.

2) La disminucién de células piramidales en el campo CA3 del hipocsmpo
también podria causar disminucién del nimero de fibras musgosas en el giro
dentado. Respecto a este punto Paula-Barbosa y col., (1989) han mostrado que la
malnutricién con una dieta baja en proteina (8% de caseina) provoca decremento
del frea y densidad celular del campo CA3 y por tanto de dentritas apicales
traduciéndose ésto en menos sitios de contacto sinfpticos para las fibras musgosas
por lo que al amibar al stratum lucidum y no encontrar sus respectivos

complementos sinpticos, degeneren. En otro estudio se mostré que la inyeccién
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intraventricular de 4cido kafnico destruye las células piramidales del CA3 y como
consecuencia la densidad de fibras musgosas se reduce en un 50%, debido
probablemente a Ia fragilidad de estas estructuras cuando son privadas del soports
mecknico proporcionado por las células piramidales del CA3 (Jadler v col.,
1981).

3) Otra posible explicacién podria ser que la secuencia normal de niigracién
de las células piramidales hacia el CA3 no se haya llevado a cabo totalmente o se
haya retrasado. Se conoce que el periodo de migracién de las células piramidales
es bisicamente prenatal. Una posible hipbtesis que explicaria los resultados
obtenidos en el presente trabajo es aquella que considera un retraso en la
migracién de estes células que retardan ¢l momento de alcanzar su posicién
normal en la respectiva capa piramidal. La secuencia normal de migracién pudo
haber sido alterada por la malnutricién prenatal ya que se sabe que las células
piramidales del campo CA3 se generan antes que las de]l CAl, sin embargo las del
campo CAl alcanzan su posicién final dentro de la capa piramidal respectiva
antes que las del campo CA3, ya que éstas permanecen esta_cionadas en la zona
intermedia del epitelio germinativo esperando a que algunas células granulares (la
fuente de sus eferencias) se hayan establecido en la respectiva capa granular
aproximadamente en el dia E21 al E22 (Altman y Bayer, 1990b), por lo que
probablemente una migracién incompleta o retrasada causada por una
permanencia mayor en la zona intermedia de como resultado reduccién del
niimero de fibras musgosas; incluso la migracién retrasada de las propias células
piramidales puede provocar este efecto. Respecto a este punto también se ha
'i'epodado que en ratas desnutridas persisten las capas germinales del cerebelo y
las periventriculares unos dias més después de que hayan desaparecido en los

animales controles ademés de se que lentifica la migracién de las células
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4) Al aplicar un paradigma de malnutricién crénicﬁ (6/6) y analizar los
cambios morfolégicos producidos en las células piramidales del campo CA3 se
mostré reduccién de espinas en sitios proximales al cuerpo neuronal y del frea de
1a zona de excrecencias torneadas en animales desnutridos, sitios en donde arrivan
las fibras musgosas i)mvenientes de la capa granular del giro dentado (Garcfa-
Rufz y col., 1993). En un trabajo posterior (Diaz-Cintra y col., 1994) donde se
aplic6 el mismo paradigma de malnutricién usado en el presente trabajo (6/25), se
reporté reduccién del mimero total de espinas en Ia zona de excrecencias
torneadas en las cuatro edades analizadas (15, 30, 90 y 220 dfas). También estos
dafios se ven reflejados en la reduccién del soma neuronal, en la longitud de la
dendrita apical, y el nimero de intersecciones dendriticas apicales y basales. Estos
dos estudios muestran que la rehabilitacién nutricional al momento del nacimiento
no revierte to@mente los dafios producidos por la malnutricién crénica. Por lo
que otra posible causa de la reduccién del plexo musgoso es precisamente una
falla o retraso éu el desarrollc Vdc las dendritas apicaies de las células piramidales
lo que puede resultar en menos espinas sobre las dendritas y de las propias
dendritas lo que se traduce en menos formacién de sinapsis. Es posible que al
momento del arrivo de los axones de las células granulares al stratum lucidum del
campo CA3, éstas degeneren al no encontrar su complemento sinéptico y esto
conlleve a la disminucién del drea del plexo de fibras musgosas. Por otro lado se
ha propuesto que las fibras musgosas juegan un papel inductor en el desarrollo de
1as excrescencias torneadas (Gaiarsa, 1992), ya que si se destruyen, se reduce su
desarrollo, ademas se propone por este estudio que la disminucién en Ia densidad
de las fibras musgosas reduce la densidad de las espinas dendriticas en la zona de
excrescencias torneadas en la dendrita apical de las células piramidales del campo
CA3 (Diaz-Cintra, 1994).
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5) La reduccién del drea de fibras musgosas de las células granulares y de
espinas dendriticas en la zona de excrescencias torncadas de las células
piramidales del campo CA3 proveen evidencias indirectas de una probable
disminucién de la formacién de sinapsis entre estos dos componentes: fibras
" musgosas y células piramidales del CA3 (FM-CA3). Respecto a este punto,
Andrade y col. (1991), mostraron vna pérdida significativa de FM-CA3 después
de una dieta baja en proteinas, En este trabajo los animales malnutridos mostraron
reduccibn en el nimero de sinapsis después de 6, 12 y 18 meses de tratamiento, El
porcentaje de plasmalema terminal de las fibras musgosas con zonas sinépticas
activas fue menor en las tres edades; se encontré también disminucién de células
granulares y piramidales del campo CA3 (Paula-Barboss, 1989), lo que
confirmaria aiin més esta idea. Estos estudios en conjuato indican que las sinapsis
entre estos dos componentes (FM-CA3), segunda sinapsis del circuito trisinaptico
hipocampal, se encuentra dafiada después de la malnutricién prenatal.

Los resultados encontrados en el presente estudio son similares a las
alteraciones encontradas en formacién hipacdmpica cuando se aplican otro tipo de
insultos como alcoholismo (West y Hodges-Savola, 1983; West y Pierce, 1984;
West y Hamre, 1985), lesiones unilaterales entorrinales (West y Dewey, 1984),
hipertiroidismo (Lauder y Mugnani, 1977, 1980), kindling (Sutula y col., 1988) y
estimulacién eléctrica de Ia via perforante (Sloviter, 1985).

Los diversos estudios de desnutricién han indicado que el dafio provocado
por la desnutricién en el sistema nervioso central no es un fenémeno regional sino
amplio en el cerebro afectando estructuras que despliegan diferentes
caracteristicas morfolégicas y funcicnales como lo son el Locus coeruleus (Diaz-
Cintra y col., 1984), Raphe dorsalis (Diaz-Cintra, 1981a, b), cerebelo (Sharma y
col, 1987), corteza visual (Diaz-Cintra y col,, 1990). Sin embargo, de las

estructuras més dafiadas por la desmutricién se encuentra la formacion
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hipocimpica, estructura que esté relacionada con procesos de aprendizaje y

memoria espacial en la rata.

IMPORTANCIA DE LA DESNUTRICION EN EL CIRCUITO
TRISINAPTICO HIPOCAMPAL

Hasta la fecha los estudios realizados aplicando el paradigma de
malnutricién prenatal se han realizado en los tres componentes celulares que
constituyen el circuito trisindptico de Ia formacién hipocAmpica, es por ello que
estos estudios sumados a los resultados del presente trabajo, muestran que los
componentes del circuito trisindptico hipocimpico permanecen alterados aiin
después de Ia rehabilitacién nutricional al momento del nacimiento. Asf el estudio
de Diaz-Cintra y col. (1991) indica que las neuronas granularés presentan
alteraciones semejantes a las encontradas al aplicar una dieta baja en proteinas de
manera crénica (Cintra, y col,, 1990). El presente trabajo indica que el érea de
distribuci6n de las fibras musgosas -eferencias de las células granulares- también
se encuentran dafiadas. El estudio de Diaz-Cintra y col. (1994) ha mostrado que la
desnutricién protefnica prenatal altera la morfologia de las células piramidales del
campo CA3 del hipocampo, estos dafios se ven reflejados en Ia reduccién del
soma neuronal, longitud de la dendrita apical, reduccién y sumento del nimero de
ramas de las dendritas varpicales y basales respectivamente asi como del total de
espinas localizadas en la zona de excrescencias torneadas en el stratum lucidum,
es decir Ia zona a 1a que arrivan las fibras musgosas desde el giro dentado. Por
filtimo, otro trabajo (Aguilar, 1995) mostré que las células piramidales del CAl
también son alteradas por este tipo de maloutricién, indicando que el dltimo

eslabén del circuito también se encuentra dafiado, aunque de manera menos



marcada que el encontrado en las dendritas de las céluias granulares del giro
dentado que representan el eslabén inicial del circuito.

Es importante mencionar que la corteza entorrinal es una estructura que
aumenta de tsmafio a medida que el hipocampo se desplaza rostro-caudalmente
por lo que Ia contribucién del patrén perforante es mayor en la parte caudal.
Tomando en conjunto los resultados anteriores cabe destacarse que varias de las
alteraciones producidas por la malputricién prenatal se encuentran en el propio
hipocampo o Cornu ammonis que también aumenta de tamafio a medidad que se

. desplaza desde la parte rostral a caudal del encéfalo, por lo que se sugiere que el
patrén perforante también se encuentra alterado, sobre todo en la parte caudal,

Sé6lo se han realizado dos trabajos aplicando el paradigma de desnutricién
postnatal (25/6) en el circuito trisiniptico hipocdmpico, en uno de ellos (Parrs,
1995) se ha mostrado reduccién del soma, de espinas y ramificaciones basales y
de la dendrita apical en células piramidales del campo CA3 del hipocampo, estas
alteraciones son mayores a las reportadas en animales desnutridos prenatalmente y
parecidas a los resultados de animales con desnutricién crénica severa. En otro
estudio (Diaz, 1995), se realizé un anlisis morfométrico en las células granulares
del giro dentado en el cual también se ha encontrado reduccién del niimero de
aferencias celulares, indicando que los dos primeros componentes del circuito se
encuentran dafiados por la desnutricién postnatal.

La integracién y el funcionamiento adecuados de un circuito neuronal
depende de la proliferacion, diferenciacién, migracién y maduracién de sus
células coordinadas tanto en tiempo como en espacio. Asi, la alteracién en
cu&iqﬁiem de estos estadios de desarrollo de sus componentes celulares, puede
alterar el funcionamiento del circuito. Las rt;ducciones morfolégicas de los

componentes sindpticos probablemente afecten el flujo de informacién en la
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formacién hipocampica y esto conlleve & un deterioro de la funcién implicada con
procesos cognitivos (Olton, 1983; Bamnes y col., 1966).

Los trabajos de Morgane y col. (1992) y Bronzino y col. {1993) indican que
el establecimiento y mantenimiento de la potenciacién a largo plazo en las células
granulares, estd alterada en ratas sometidas a desnutricién prenatal, sugiriendo
posibles consecuencias para los procesos de aprendizaje y memoria. Las
deficiencias mostradas por los animales desnutridos en la memoria espacial y en el
aprendizaje, probablemente sean debidos a alteraciones en la eficacia sindptica.

Los cambios fisioldgicos observados en la formacién hipocimpica bajo el
presente paradigma de desnutricién (6/25), incluye la ontogenia alterada de Ia
frecuencia theta e incapacidad para establecer y mantener potenciacién a largo
plazo (Bronzino y col,, 1991 a, b). Otros trabajos indican disminucién en la
capacidad para potenciar los componentes sinfpticos en la potenciacién a largo
plazo (Austin y col., 1986).

En varios estudios conductuales bajo el presente paradigma de desnutricién
(6/25) se ha encontrado adquisicién mds lenta de las tareas analizadas (Tonkiss y
col., 1990a) también los animales desnutridos adultos presentan una mayor

. motivacién a la recompensa apetitiva que los controles (Tonkiss y col., 1990b), asf
como una resistencia mayor a Ia extincion en un paradigma de alternacia espacial
en un laberinto en "T" (Tonkiss y Geller, 1990). Més ain la desnutricién
hipoprotefnica prenatal deteriora el aprendizaje de discriminacién visual en
animales adultos ain después de su rehabilitacién nutricional al nacimiento
(Tonkiss y col.,, 1991).

Aunque los mecanismos pbr los que la desnutricién produce dafios
morfolégicos (Fish y Winick, 1969; Stewart y col.,, 1974; West y Kemper, 1976;
Katz y Davies, 1982, 1983; Abmed y col, 1987; Paula-Barbosa y col., 1989;
Morgane y col., 1993), fisiolégicos (Austin y col., 1986; Bronzino y col., 1991 a,
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’ b; Morgane y col., 1992; Bronzino y col., 1993) y conductuales (Tonkiss y col,,
1990 a, b; Tonkiss y Galler, 1990; Tonkiss y col, 1991) no estin bien
comprendidos, este estudio podda ayudar a entender que las alteraciones
morfolégicas en el sustrato neuronal, se manifiestan en alteraciones fisiolégicas y
conductuales observadas en animales desnutridos prenatalmente. El presente
trabajo de tesis aunado a los enteriores, pueden ser un comienzo para entender
mejor los efectos de la desnutricién sobre las funciones cerebrales de los

animales desnutridos.
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CONCLUSIONES

La privacibn protefnica prenatal, provoca alteraciones morfol6gicas
selectivas en el desarrollo postnatal del plexo de fibras musgosas de la formacién
hipocémpica, estas alteraciones se ven reflcjadas en reducciones del 4rea ocupada
por este plexo. '

Los principales hallazgos morfolégicos del presente trabajo son:

Reduccién de! frea de distribucién de las fibras musgosas a los 15 dias en los
niveles 2, 3 y 4, a los 90 dfas en el nivel 1y a los 220 dfas en todos los niveles.

Los decrementos producidos por la exposicién prenatal a una dieta baja en
proteinas conteniendo 6% de caseina, produce decremento del drea de distribucién
ocupada por el plexo de fibras musgosas a corto plazo ya que existen reducciones
significativas a los 15 dias de edad en los niveles mediales (2, 3 y 4) y también a
largo plazo, lo cual es indicado por la reduccién del drea de distribucién del plexo
en todos los niveles a los 220 dias.

A los 30 dias el sistema parece ser lo suficientemente pléstico como para
revertir los dafios que se observan a los 15 dias, ya que a los 30 dias pricticamente
no se presentaron alteraciones, Esta plasticidad no puede ser mantenida a largo
plazo tal vez debido a que los efectos por la edad se suman a los causados por la
mala nutricién prenatal.

El presente estudio aunado a previos trabajos (Diaz-Cintra y col., 1991),
muestran que después de un periodo de desnutricion prenatal con una dieta baja
en proteinas, no sélo las aferencias de las células granulares s2 encuentran
dafiadas sino también las eferencias de estas células que representan el principal
eslabdn receptor en la entrada de la informacién exterior al circuito trisiniptico

hipocdmpico proveniente de la corteza entorrinal.
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Los resultados indican que la segunda sinapsis del circuito trisindptico, que
esti formada por las fibras musgosas y las dendritas en Ia zona de excrecencias
torneadas de las células piramidales del campo CA3 del hipocampo, se encuentra
dailada al menos desde un punto de vista neuroanatémico.

De acuerdo a trabajos reportados en la literatura, la desnutricién implica
disminucién de células granulares probable causa de la reduccién del mamero de
fibras musgosas, que se ve reflejada en el decremento del érea de distribucién de
este plexb axonal. Una consecuencia de la reduccién del mimero de fibras
musgosas conlleva a alteraciones en las espinas dendriticas de las células
piramidales del campo CA3, su complemento siniptico (Diaz-Cintra y col., 1994).
Esto es debido a que las células granulares juegan un papel inductor para el
desarrollo de espinas sobre la dendrita apical de las células piramidales del campo
CA3.

El daflo anatémico ocurrido en estas células que represcntan el primer relevo
del circuito trisindptico, indica que Ia informacién que llega a este circuito, desde
1a corteza entorrinal se encuentra alterada. .

Tomando en conjunto los trabajos realizados sobre la formacién
hipocémpica y los resultados del presente trat;ajo, después de aplicar una dieta
hipoprotefnica prenatal se puede concluir que ¢l circuito hipocimpico estd
alterado por pérdida significativa de estructuras neuronales como las espinas,
ramificaciones dendriticas y tamafio del soma neuronal de células granulares y
piramidales de los campos CA3 y CAl y del 4rea de distribucién del plexo de
fibras musgosa que une al giro dentado con el Cornnu Ammioiiis.

La desnutricién prenatal no sélo altera estructuras de generacién prenatal,
sino también altera drésticamente estructuras que se generan principalmente

postnatalmente atn cuando se permita una rehabilitacién nutricional.
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El peso corporal y cercbral de los animales malnutridos prenatalmente no
“presento cambios estadisticamente significativos en ninguna de fas cuatro edades
analizadas, lo que permite concluir que la rehabilitacién nutricional postnatal
revierte los daftos producidos por la malnutricién crénica sobre el peso corporal y
cerebral, sin embargo los dafios en la anatomia fina persisten sobre todo a largo

plazo.
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