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RESUMEN

La malnutricién prenatal es un agente nocivo que altera la morfologia de la
formacion hipocdmpica sobre todo en ratas macho adultos. Sin embargo, no existen
estudios de morfometria que analicen los efectos de la malnutricién prenatal en hembras,
por lo que en el presente frabajc se esiudio ei efecto de 1a malnutricién hipoproteinica
prenatal sobre el volumen de la capa granular y el volumen ocupado por el sistema de
fibras musgosas de la formacion hipocampica en ratas de ambos sexos. Con el fin de
detectar si existen cambios dimérficos sexuales en esta estructura se analizaron los
cambios en el volumen de estas regiones entre ratas machos y hembras de la misma
condicién nutricional. La malnutricién prenatal se aicanzé proporcionando una dieta baja
en caseina (6%) a ratas hembras de la cepa Sprague Dawley durante cinco semanas
antes del apareamiento y durante toda la gestacion. Al momento del nacimiento, las crias
fueron asignadas a madres nodrizas alimentadas con una dieta normal al 25% de
caseina. Se formaron cuatro grupos con 6 animales en cada uno: 1) machos control, 2)
machos malnutridos prenatalmente, 3) hembras control y 4) hembras malnutridas
prenatalmente. Los animales se sacrificaron a los 30 dias de edad posnatal. Se
perfundieron con una solucién de sulfuro de sodio y buffer de fosfatos, se extrajo el
encéfalo y se proceso con la técnica histoquimica de Timm (especifica para evidenciar el
plexo musgoso y la laminacion de la formacion hipocampica). Se cuantificé por medio de
técnicas estereolégicas, el volumen de la capa granular y del sistema de fibras musgosas
de la formacién hipocampica (estructura relacionada con los procesos de aprendizaje ¥
memoria espacial de la rata). Los resultados no mostraron cambios significativos en el
volumen de la capa granular y del sistema de fibras musgosas en machos malnutridos.
Sin embargo, el volumen de estas regiones se redujo significativamente en las hembras
mainutridas prenatalmente. Las comparaciones entre machos y hembras control indicaron
que el volumen de la capa granular no es diferente entre ambos grupos y que el volumen
del sistema de fibras musgosas es menor en hembras. Se observdé ademas que en las
ratas hembras malnutridas prenatalmente el volumen es menor en ambas regiones. Asi,
estos resultados indican una respuesta diferencial en el hipocampo ante la malnutricion
prenatal dependiente del género en animales jévenes; las ratas hembras son mas
susceptibles a la malnutricién prenatal que los machos. Ademas, el volumen de la capa
granular no presenté caracteristicas dimérficas sexuales en comparaciéon con el volumen
del sistema de fibras musgosas el cual es menor en las hembras. En los animales
malnutridos también se observd que el volumen de las tres regiones analizadas es menor
en las hembras comparado con los maches. Esto sugiere que existen deficiencias en la
informacion transmitida a través del circuito hipocadmpico, ya que las células granulares
representan el primer elemento de dicho circuito y son componentes complementarios de
la primera y segunda sinapsis. La importancia de este circuito es por su relacién con los
procesos de memoria de tipo espacial y del aprendizaje en la rata.




ANTECEDENTES
SISTEMA NERVIOSO Y SU IMPORTANCIA

Las funciones principales del Sistema Nervioso (SN) son: detectar,
transmitir, analizar y utilizar la informacién generada por los estimulos sensoriales
internos y externos para organizar y coordinar directa o indirectamente las
funciones del organismo. Asi, el SN asegura la regulacién de todos los procesos
vitales de los organismos y su correlacién con el medio ambiente (Chusid, 1977).

Anatémicamente el sistema nervioso central (SNC) o encéfalo es Ja porcion
anterior modificada y agrandada que esta cubierta por tres membranas
protectoras (meninges) y encerrada dentro de la cavidad craneana. Se divide en
corteza cerebral, ganglios basales, talamo e hipotalamo, mesencéfalo, tallo
cerebral y cerebelo esta divisién provee una base para estudiar las localizaciones
encefalicas (Chusid, 1977).

El SNC es una estructura muy sensible a diversos factores
medioambientales nocivos como la desnutricion, el alcoholismo y la drogadiccién
entre otros, los cuales alteran su desarrollo (Dyson y Jones, 1976, Baraban vy
Schwartzkroin, 1997). Si alguno de estos factores nocivos se presenta en el
"periodo critico” de crecimiento cerebral rapido, comprendido entre el estado fetal
temprano y entre el tercero ¢ cuarto afio de vida posnatal del individuo (Dobbing,
1976; Cintra y Diaz, 1985) puede causar dafos cerebrales como actividad mental
subnormal en la etapa adulta. Ademas dependiendo en la etapa en que se
presente la desnutricion, ésta puede ser reversible o no. Estudios previos han
reportado que mientras ciertos animales al nacer muestran sus sistemas
sensoriales maduros, otros como los aitricios comienzan a madurar sus
estructuras y los sistemas sensoriales después del nacimiento, como es el caso

de la rata y del ser humano (figura 1).
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Figura 1. Esquema comparativo de los eventos de desarrollo del sistema nervioso en la
rata y en el hombre. Se muestran los eventos del desarrollo estin mostrados con relacién
al nacimiento, en ellos se evidencia la maduracion de las distintas neuronas. Las curvas
con flecha de mielinizacion, gliogénesis tardia y microneurogénesis indican su
continuidad de maduracién en el periodo postnatal.



FORMACION HIPOCAMPICA

Localizacion

La formacién hipocampica (FH) esta ubicada por debajo del cuerpo calloso

r

¥ €01 €1 numano ocupa & 20% de ia Coneza Cen
en forma de "C" que se extiende rostro-dorsal y caudo-ventral desde el nucleo
septal hasta el l6bulo temporal. En roedores el volumen del hipocampo es
aproximadamente de 6.5 mm3 y ocupa la mayor parte de las paredes ventro
lateral y posterior de la corteza cerebral (Amaral y Witter, 1989). Una parte
importante de la FH es el giro dentado o fascia dentata (GD) que es una
estructura estrecha constituida por una banda delgada y estratificada, rodeada por
el Cornnu de Ammon desde la zona rostral hasta la caudal, adquiriendo la forma
curveada de la FH. Ademas se considera que [a FH es una estructura arquicortical
prominente que constituye un complejo neuronal extenso en el cerebro de los
mamiferos a la cual se le reconoce como una porcion del sistema limbico (Nauta y

Feirtag, 1987).

Citoarquitectura

La FH fue descrita por Ramén y Cajal en 1911, y posteriormente Lorente de
N6 (1934} la dividio de la siguiente manera: a) la corteza entorrinal la cual en
roedores se dividide en media y lateral; b) el complejo subicular, subdividido en: el
subiculum, presubiculum y parasubiculum; c) el propio hipocampo o Comnu de
Ammon con sus cuatro campos y d) el giro dentado (Amaral y Witter, 1989). Esta
organizacion anatomica la presentan los primates, los murinidos y el hombre,

El Comnu de Ammon y el GD de los mamiferos esta formado por tres tipos
de neuronas: a) piramidales, b) granulares y c¢) una gran variedad de
interneuronas, entre las que se encuentran las células en cesta 6 GABAérgicas.

Las neuronas piramidales del hipocampo, presentan arboles dendriticos
apicales y basales, su soma mide de 20 a 40 um, y se encuentra formando la
capa piramidal en cada uno de los cuatro campos del Comnu de Ammon (CA):
CA1, CA2, CA3 y CA4 (Lorente de N6, 1934). Las células piramidales de la regién



Figura 2. Fotografia de un corte frontal de la formacion hipocampica, tefiida con la técnica de Timm y contrastada con violeta
de Cresilo. FM = fibras musgosas, CG = capa granular, H = region hiliar, CM = capa molecular, O = stratum oriens. " — stratum
piramidale. Vv — stratum lucidum, S = subiculum y CA = Cornnu de Ammon.
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del CA3 y CA2 tienen de una a tres dendritas apicales primarias originadas en el
soma. El arbol se ramifica en cuatro o mas dendritas apicales secundarias
gruesas, y las basales se dividen en dos y siete dendritas primarias. Las células
piramidales del CA1 muestran de una a dos dendritas apicales primarias que no
se dividen y tienen de una a cinco dendritas basales primarias (Ishizuka y cols.,
1995).

Las neuronas granulares que son exclusivas del GD o fascia dentada
forman la capa granular (éstas se observan mejor en preparaciones impregnadas
con la técnica de Golgi, la cual muestra sus dendritas y las porciones proximales
de los axones). El soma de estas células es relativamente pequefio de 8-12 ym de
diametro; presentan una dendrita primaria la cual da origen a un arbol secundario
que forma la capa molecular (Cowan y cols., 1980).

El otro elemento celular lo integran las neuronas GABAérgicas que se
pueden encontrar en toda la formacion hipocampica pero son mas abundantes en
la region hiliar del GD, su funcién inhibitoria es muy importante, dado que sus
axones ramificados de una manera extensa establecen sinapsis con los axones y
los cuerpos celulares tanto de células piramidales como granulares regulando su
actividad (Thompson, 1994).

Con base a la disposicién y caracteristicas de las neuronas de la FH, asi
como de las conexiones, el GD y el hipocampo se han dividido en capas ©
estratos. En el GD se localizan tres capas: la capa molecular o plexiforme que se
encuentra formada por dendritas terminales de las celulas granulares; la
intermedia o granular dentada esta formada por los cuerpos 0 somas de las
células granulares, los cuales se distribuyen en dos capas: una suprapiramidal
(labio dorsal) y una infrapiramidal (labio ventral) con respecto a las células
piramidales. La capa hiliar esta formada por células polimorficas y piramidales
cuyos axones se proyectan hacia la capa molecular; dentro de esta zona se
localizan también las fibras musgosas que emergen de las células granulares del
GD, estas fibras se dirigen hacia ia zona de excrecencias torneadas de las células

piramidales del campo CA3 del hipecampo (figura 2).



El propio hipocampo o Comnu de Ammon esta formado por varias capas o
estratos que son: oriens, piramidal, radiatum, lacunosum-moleculare y lucidum
(figura 2). El stratum oriens presenta células GABAérgicas, las dendritas basales
y los axones de las células piramidales que se distribuyen horizontalmente. En el
stratum piramidal se localizan principalmente los somas de las células piramidales.
Dentro de esta division se encuentra una capa acelular profunda la cual se ha
dividido en strata radiatum y lacunosum-moleculare, que estan formados por los
plexos densos de las dendritas de las células piramidales (Chronister y White,
1975). El stratum lucidum esta localizado en el campo CA3 de la FH, donde se
establecen las conexiones de los axones de las células granulares con el primer
tercio de las dendritas de las células piramidales. El propio hipocampo y el GD
estan separados por la fisura hipocampica.

Dentro de la formacién hipocampica existe un circuito bien definido al cual
se le ha denominado circuito trisinaptico hipocampico. Al hipocampo llegan
aferencias del area entorrinal, de la region septal, del cingulo y del hipocampo
contralateral. Pero la aferencia mas importante proviene de la corteza entorrinal, y
se le conoce como patron perforante. Estas fibras entran a la capa molecular del
GD perforando la capa piramidal del subiculum y haciendo sinapsis con las
espinas y arboles dendriticos de las células granulares del GD, formando el primer
relevo del circuito trisinaptico. Los axones de las células granulares que en su
conjunto se denominan sistema de fibras musgosas conectan con las
excrecencias torneadas de las células piramidales del campo CA3 los que
constituyen el segundo relevo de este circuito. Los axones de las células
piramidales de esta zona, conocida como colaterales de Schaffer, terminan
principalmente en el stratum radiatum de la region CA1 del hipocampo donde
hacen sinapsis con las dendritas de las neuronas piramidales de esta region, este
es el tercer relevo del circuito del hipocampo. De esta zona surgen proyecciones
hacia la corteza subicular adyacente como a las capas profundas de la corteza
entorrinal cerrando de esta manera el circuito trisinaptico de la FH (figura 3). Este

circuito se encuentra controlado por un sistema intrinseco de neuronas
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Figura 3. Circuito trisindptico de la formaciéon hipocdmpica. CG = células
granulares, fm = fibras musgosas, pp = patrén perforante, CS = colaterales de
Schaffer, 2, 3 y 4 = células piramidales de la capa dos, tres y cuatro de la corteza
entorrinal.



GABAérgicas que inhiben a las neuronas piramidales y granulares. Durante el
desarrollo los factores externos o medioambientales afectan a este circuito, como
mas adelante se especifica. (Soriano y Frotscher, 1989; Parra, 1995; Granados y
cols., 1995),

ONTOGENIA DEL HIPOCAMPO

El Sistema Nervioso tiene su origen en el tubo neural del que se derivan los
constituyentes del SNC y del periférico (SNP). Durante el desarrollo embrionario el
SNC se forma a partir de dilataciones del tubo neural como el prosencéfalo, que
da origen al telencéfalo y éste al rinencéfaloc (zona mas primitiva de la corteza
cerebral). En el humano los primeros indicios sobre el primordio del hipocampo se
observan aproximadamente en el 4° mes fetal (Marquez-Orozco, 1991) y en la
rata entre los dias embrionarios (E) 15 al 17 (Bayer, 1980).

El tejido que constituye al hipocampo, se origina del neuroepitelio
indiferenciado ectodérmico, el cual a través del tubo neural se divide y
posteriormente sus células migran. Altman y Bayer (1990c) observaron por medio
de radiogramas de timidina en embriones de rata tres componentes del
neuroepitelio hipocampico: el primero es evaginante adyacente al subiculum
(neuroepitelio Ammonico), el segundo es invaginante alrededor del GD
(neuroepitelio dentado) y el tercero cerca del rudimento hipocampico (glioepitelio
fimbrial).

Del neuroepitelio indiferenciado se generan las neuronas grandes
(macroneuronas) del hipocampo, células granulares pequefias (microneuronas)
del giro dentado y células gliales de la fimbria (Altiman y Bayer, 1990a).

El 15% de las células granulares de! GD se generan antes del nacimiento
aproximadamente por el dia E14 y durante el desarrollo posnatal (P) el 85% de
estas células se forman durante las primeras tres semanas, alcanzando una
maxima proliferacion en los dias P1 al P5 (Altman y Bayer, 1990c). Mientras que
el neuroepitelio Amménico comienza a producir las primeras células piramidales

durante los dias E17 al E20, su migracion es en el dia E21 quedando establecidas



en los campos CA3 y CA1 en el dia E22 (Altman y Bayer 1990b). Las células
piramidales generan y diferencian sus dendritas apicales después de las basales.
Las primeras espinas de estas células se generan en las dendritas apicales
durante la segunda y tercera semanas posnatales. Las espinas de las células
granulares se observan en las dendritas en el dia P7 y son mas claras en el P10
(en preparaciones impregnadas con la técnica de Golgi) (Zimmer, 1978).

Las células piramidales comienzan a generarse en la etapa embrionaria en
el dia E16 y el estrato piramidal se visualiza en el dia E18 estableciéndose como
tal en el dia E22 (Altman y Bayer, 1990b). E| desarrolio del estrato granular es
posnatal y tiene un pico de proliferacién granuiar en los dias P1 al P5 en la capa
infrapiramidal (labio ventral) periodo en el que se genera el 42.5% de todo el
estrato, el 32.9% del estrato se genera cerca del dia P10 en la capa
suprapiramidal (labio dorsal). El labio dorsal es el primero que comienza a
expanderse y no es sino hasta el P20 que el labio ventral se incrementa. En este
periodo la capa polimorfica también se establece. La capa granular se incrementa
durante la infancia y el periodo juvenil (Altman y Bayer, 1990c). Desde el dia P9
se observan las tres subdivisiones del estrato molecular en preparaciones tenidas
con la técnica de Timm (Zimmer, 1978). '

La organizaciéon y maduracion de las fibras musgosas depende del tiempo
de origen de las células granulares (Gaarskjaer, 1978). Dichas fibras se han
estudiado con el método de Timm en diferentes disefios experimentales (Cintra y
cols., 1997a; West y cols., 1984). Se les observa desde el primer dia posnatal en
la parte lateral de la zona hiliar y cerca del campo CA3 en el estrato piramidal. En
el tercer dia posnatal, las fibras se tifien en el stratum lucidum y en el hilus del
area dentada. Entre el quinto y séptimo dia comienzan a observarse en las zonas
infra e intrapiramidal y a diferenciarse en toda la zona inferior del hipocampo.
Entre los dias décimo y onceavo se observa tanto la zona inferior como el hifus y
la zona superior, en estos dias las fibras se dirigen hacia la regién septo-temporal
del hipocampo. Del doceavo al quinceavo dia, las fibras musgosas se incrementan

mas intensamente en la parte distal de la regién inferior. Cerca de los 30 dias



después del nacimiento, los botones de las fibras musgosas contindan
incrementandose en tamario y la densidad aumenta en todos los niveles, (Zimmer,
1978; Amaral y Dent, 1981; Gaarskjaer, 1985).

Todo el proceso ontogenético se encuentra esencialmente determinado por
factores genéticos y en los Ultimos estadios del individuo por factores externos, lo
cual es determinante en el establecimiento de toda la citoarquitectura. (Diaz-Cintra
y Ortega, 1991).

CELULAS GRANULARES Y FIBRAS MUSGOSAS

Como ya se menciond, las células granulares poseen axones amielinicos
denominados fibras musgosas que en conjunto forman el sistema de fibras
musgosas (FM). Estas fibras siguen su recorrido haciendo sinapsis con una gran
diversidad de neuronas polimorficas en la regién ipsilateral hilar del GD y también
se proyectan hacia las dendritas basales de las células piramidales de CA3
(Cavazos y cols., 1992; Gaarskjaer, 1978). Su nombre se debe a que Ramoén y
Cajal en 1911, las observd en preparaciones tenidas con la técnica de Golgi,
donde detectd botones gigantes que hacen sinapsis con las células piramidales
del CA3 semejantes a un musgo. Estas terminales nerviosas son ricas en zinc
(Frederickson y Danscher, 1990), lo cual permite su tincion con la técnica
histoquimica de Timm para evidenciar dichos botones sinapticos gigantes (West y
cols.,1984; Zimmer y Haug, 1978).

Por otra parte el sistema de fibras musgosas se ha dividido en: haz
suprapiramidal, haz infrapiramidal y zona hiliar. El haz suprapiramidal del sistema
de fibras musgosas (HSSFM) se localiza por arriba de las células piramidales de
la FH, iniciando en el CA4 hasta terminar en el estratum lucidum. El haz
infrapiramidal del sistema de fibras musgosas (HISFM) ubicado por debajo de las
células piramidales del hipocampo llegando hasta el estratum lucidum. La mayor
cantidad de fibras se encuentran en la zona hiliar (H), localizada en el GD entre
los labios dorsal y ventral de esta estructura (figura 4) (West y Hodges-Savola,
1983).
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Figura 4. Folomicrografia de un corte medial de la formacion hipocampica, indicando las distintas regiones analizadas de la capa granular y del
sistema de fibras musgosas. LLDCG = labio dorsal de la capa granular, LVCG = labio ventral de la capa granular, HHISSFM = haz suprapiramidal
de) sistema de fibras musgosas, HISFM = haz infrapiramidal del sistema de fibras musgosas, H = regidn hiliar del sistema de fibras musgosas.
94x.



Las FM tienen un papel importante en el proceso de aprendizaje y
memoria, ademas en los cambios conductuales del individuo, como muestran los
estudios de Crusio y Schwegler (1987). En este trabajo se observo que las cepas
de ratones que tienen campos terminales de fibras musgosas mayores son mas

eficientes en el procesamiento de la informacion espacial.

ESTUDIOS SOBRE LOS EFECTOS DE LA DESNUTRICION Y MALNUTRICION
SOBRE EL HIPOCAMPO

La malnutricion es un problema que atafie a ia humanidad desde hace
décadas. En paises en vias de desarrollo esta asociada con la pobreza, pero
también es comun en paises desarrollados en donde |a causa es una deficiente
seleccion de alimentos (Scheider, 1985).

Existen tres tipos de nutricion inapropiada: a} malnutricion, en cuyo caso
existe ausencia de un nutrimento especifico (e.g., proteinas y vitaminas}, b)
desnutricién, se da por reduccion en calorias, proteinas, carbohidratos, grasas,
vitaminas y/o varios elementos traza y c) sobrenutricién, existe un exceso de
macro y de micronutrimentos (McLaren, 1981; Duran, 1995). La mala alimentacién
afecta principalmente a los individuos durante los primeros afios de la vida, lo que
conlleva a la alteracién de su desarrollo normal. Ademas, la malnutricion se
considera un aspecto complejo biolégico, psicoldgico y social, alguno de los tres
factores predispone al individuo a la malnutricion y a practicas conductuales que
se transmiten de una generacion a otra (Morgane y cols., 1993).

En la FH el estudio de la malnutricién ocupa un lugar preponderante por su
relacién en el desarrollo e integracién de procesos mentales como el aprendizaje y
la memoria {(Rolls, 1896). Ademas, sus conexiones con otras estructuras del
sistema limbico como la amigdala y la circunvolucion del cingulo, con el
hipotalamo y el nucleo rafe (Nauta y Feirtag, 1987) hace que participe en otras
funciones regulatorias sensoriales importantes tales como las viscerales,
endocrinas y conductuales del individuo. Por otro lado se sabe que la nutricion

adecuada es un factor importante en la maduracién y funcion del desarrollo del
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SNC. La malnutricién puede afectar el desarrollo del cerebro y sus funciones,
aunque los efectos finales de ésta, dependen del individuo y de diversos factores
medioambientales. Si la malnutricién se presenta en el periodo critico, sea pre ¢
posnatalmente los efectos por la falta de nutrimento, repercuten en la morfologia,
fisiologia y neuroguimica del SN, produciendo un alto impacto sobre las funciones

de éste, particularmente en el aspecto cognitivo (Morgane y cols., 1993).

Conducta

Los individuos malnutridos y desnutridos muestran alteraciones en el
comportamiento social en general, son mas bien agresivos (Garcia-Ruiz y cols,,
1994; Frankova, 1973), presentan retardo en la aparicion de las primeras
conductas de exploracion y una respuesta emocional exagerada (Garcia-Ruiz y
cols., 1994} e hiperactividad (Laughlin y cols., 1984; Salas y Torrero, 1979). Las
ratas madres desnutridas son poco eficientes en la construcciéon del nido ademas
de presentar un cuidado inadecuado de las crias y de su traslado (Salas y
Torrero, 1979).

Fisiologia

La maduracién de patrones motores reflejos (Altman y cols., 1971) se
retraza en los individuos malnutridos resultando en la incapacidad de erguir la
cabeza (Cravioto y Arieta, 1985). Los registros encefalograficos en animales
malnutridos prenatalmente han mostrado que son incapaces de iniciar y mantener
la potenciacién a largo plazo (LTP) (Bronzino y cols., 1991), por un cambio en el
balance entre la actividad excitatoria e inhibitoria del GD, la causa es un aumento
en la actividad inhibitoria de las interneuronas (células GABAérgicas), {0 que no
permite que se integre adecuadamente el primer relevo del circuito trisinaptico lo
cual provoca cambios conductuales y electrograficos del individuo a largo plazo
(Bronzino y cols., 1990, 1991).
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Morfologia
La mayoria de los estudios experimentales analizan los efectos de la

desnutricién en los periodos pre y posnatal. Fish y Winick (1969) empleando el

en la camada encontraron disminucién en la sintesis del DNA en el hipocampo a
partir del dia P14, y reduccién en el nimero de las células. La restriccion del
alimento en el periodo posnatal es otro método para producir desnutricion usado
por Katz y cols. (1982), quienes encontraron alteraciones en el grosor del area
hipocampica, en el peso y en el tamafio del cerebro (Katz y Davies, 1983).

Por otro lado, el método de malnutricién en el cual se aplican dietas bajas
en proteina como la caseina al 6% (Morgane y cols., 1993; Bronzino y cols., 1990;
Diaz-Cintra y cols., 1991) y al 8% (West y Kemper, 1976; Cintra y cols., 1990;
Andrade y cols., 1996}, permite analizar los cambios morfologicos que causa la
disminucién de proteina en el periodo pre y/é posnatal. West y Kemper (1976}
observaron como los efectos de la malnutricidn crénica al 8% de caseina altera el
desarrollo fisico, provocando reduccién en la talla y en el peso corporal y cerebral
del animal malnutrido cronico. Andrade y cols. (1996) encontraron que la
malnutricidon posnatal durante tres meses disminuye el nimero de células tanto
granulares como piramidales en la region CA3, CA1 y GD de la FH asi como del
numero total de sinapsis en la region del CA3.

Se ha observado en animales de 15, 30, 90 y 220 dias de edad que la
malnutricién prenatal provoca disminucion del tamafio celular, de ramas y espinas
dendriticas de las células granulares del GD en las cuatro edades (Diaz-Cintra y
cols., 1981). Trabajos realizados con malnutricién proteinica prenatal en células
piramidales del campo CA3 de la FH indican disminucioén del soma de la célula, de
las dendritas basales y apicales, asi como de la densidad de espinas y que estas
alteraciones permanecen a largo plazo aun después de haber rehabilitado al
animal posnataimente (Diaz-Cintra y cols., 1994). Las neuronas piramidales del
campo CA1 también se afectan por este factor de malnutricion prenatal

reduciendo su tamanio, longitud de las dendritas y el numero de espinas. El grosor
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de los strata radiatum y molecuiare se reduce en los animales de 30 y 220 dias
(Cintra y cols., 1997b).

En un estudio de malnutricion cronica realizado por Cintra y cols. (1990)
donde se aplicé una dieta al 8% de caseina, se encontrd en las células granulares
del giro dentado disminucidn de las dendritas distales en ratas de 30 dias,
persistiendo hasta los 220 dias, ademas de reduccion del cuerpo celular.

Recientemente bajo el paradigma de una malnutricién prenatal al 6% de
caseina se encontré reduccion del area (Granados y cols., 1995) y volumen de las
fibras musgosas de la formaciéon hipocampica en animales de 15, 90 y 220 dias
de edad (Cintra y cols., 1997a).

Con relacién a la importancia de la malnutricion en nifios se ha observado
que en la India presentan reduccion del 28% al 36% de su peso cuando la
malnutricién ocurrié en los ultimos tres meses de gestacién o en los primeros tres
meses de vida posnatal. En nifics de Sudafrica cuya dieta proteinica-calérica fue
extremadamente baja produjo reduccién en la estatura y en el peso en
comparacion con nifos bien nutridos, asi como disminucién en la circunferencia
del craneo y de su peso cerebral (Kaplan, 1972). Estas observaciones
correlacionadas a los estudios citoarquitectonicos mencionados anteriormente
muestran que las etapas tempranas (periodos criticos de desarrollo) de los
individuos son cruciales y repercuten en los efectos a largo plazo, como apatia
mental y deficiencias psicolégicas en los nifos desnutridos prenatalmente
(Kaplan, 1972).
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DIMORFISMO SEXUAL

Desde hace afios se ha demostrado que existen diferencias tanto
morfolégicas vy fisiologicas en el cerebro de animales de distinto sexo. Estudios
comparativos en ratas como en humanos han logrado comprobar dicha

consideracion (Murphy y cols., 1996; Diamond, 1987).

Conducta
Los machos presentan un estado de ansiedad mayor que las hembras en

las pruebas de laberinto elevado en ratas juveniles (Almeida y cols., 1996).

Fisiologia

Estudios realizados en humanos muestran diferencias en el metabolismo
con relacion a la edad y en la mujer el metabolismo talamico es significativamente
alto en comparacion con el hombre a los 24 afios, mientras que a los 70 afios el
metabolismo del hipocampo ¢comienza a disminuir significativamente en la mujer
comparado con el hombre (Murphy y cols., 1996). Las mujeres presentan una
habilidad de memoria verbal mejor que la de los hombres y la memoria de
orientacion espacial es mejor en los hombres que en las mujeres (revisado en
Trenerry y cols., 1995).

Los estudios en ratas de laboratoric muestran diferencias en los niveles de
hormonas entre macho y hembra, tal es el caso de la corticosterona, la cual se
presenta en hembras con niveles mas altos en edades adultas (Loy, 1986).

La LTP de la via patrén perforante-células granulares presenta diferencias
en ia induccion de este fenémeno, siendo menor en la hembra que en el macho
en ratas de 55 a 60 dias de edad (Maren, 1995).

Anatomia
En un estudio de resonancia magnética y tomografia de emision de
positrones en humanos, se encontraron diferencias morfométricas entre los sexos.

En mujeres se observa menor volumen de los |6bulos parietales y del hipocampo,
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asi como un incremento significativo del volumen del tercer ventriculo, del nucleo
caudado y talamico en comparacion con el hombre (Murphy y cols., 1996).

Las comparaciones observadas en ratas aduitas de laboratorio evidencian
mayor peso corporal en los machos que en hembras (Madeira y Paula-Barbosa,
1993).

Ultraestructuralmente se han encontrado diferencias en distintas partes del
cerebro, por ejemplo, en el nlcleo hipotalamico ventromedial de ratas de 70 dias
de edad se encontr6 mayor numero de sinapsis en la rata macho que en la
hembra (Larriva-Sahd y cols., 1995). En un estudio de desarrollo posnatal en la
pars compacta del area dimorfica sexual del hipotdlamo se reportaron diferencias
entre ambos géneros encontrandose mayor numero de células picnéticas en las
hembras en los dias 3 a 6 posnatales (Holman y cols., 1996). Tambien en este
trabajo se indica que existe una menor incidencia de muerte neuronal temprana
en gerbos macho en comparacion con las hembras.

Las diferencias anatomicas del hipocampo entre ratas macho y hembra han
mostrado que los machos tienen mas engrosado el hipocampo del lado derecho,
en tanto que las hembras tienen mas grueso el izquierdo (Diamond, 1987). El
numero de células en el GD es mayor en los machos que en las hembras
(Madeira y Lieberman, 1995), aunado a que las hembras presentan mayor pérdida
de neuronas que los machos en edades juveniles (Wimer y cols., 1988). En
cuanto a los arboles dendriticos de las células granulares, Juraska (1990) no
encontré diferencias en la longitud del arbol entre sexos, tanto en animales
adultos jovenes como en animales recién destetados.

En relacion a las células piramidales, los arboles dendriticos en los machos
adultos presentan mayor ramificacion en la dendrita apical distal que las hembras
adultas y en la zona proximal de la dendrita las hembras presentan mayor
ramificacion que los machos {Juraska y cols., 1989). También en cultivos celulares
de embriones de 17 dias de edad de la FH de ratas macho y hembra se han

encontrado diferencias en el nimero de neuronas GABAérgicas o en cesta con
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mayor inmunoreactividad en los machos que en las hembras (Reisert y cols.,
1996).

Madeira y cols. (1991a) realizando un estudio cuantitativo de las fibras
musgosas de la FH en ratas de 180 dias de edad, encontraron diferencias entre el
macho y la hembra. Asi, el macho tiene mayor volumen de fibras que las
hembras. En cuanto a la densidad sinaptica entre las fibras musgosas y las
células piramidales de la region CA3, las hembras presentan mayor densidad
sinaptica comparada con los machos. Por otro lado, Parduez y Garcia-Segura
(1993) obtuvieron resultados diferentes en cuanto a la densidad de sinapsis de
fiboras musgosas en el hilio, presentando los machos mayor densidad que las
hembras. Estos resultados parecen ser conflictivos, Parduez y Garcia-Segura
(1993) consideran importante los efectos de los esteroides, ya que los
componentes posinapticos de los dos tipos de sinapsis (FM-células del hilio y FM-
espinas de las células piramidales del CA3) presentan distinta sensibilidad a
estos esteroides como también varia la distribucién de los receptores hormonales

en el GD comparado al campo CA3 (Pérez y cols., 1990).

Plasticidad

Juraska y cols. (1985) encontraron al estudiar los arboles dendriticos de las
células granulares en ratas adultas bajo un medio ambiente enriquecido que las
hembras desarrollan mayor nimero de dendritas que los machos y bajo un medio
ambiente aislado las neuronas de los machos tienen mas dendritas que las
hembras.

Se han observado cambios en los arboles dendriticos y en las excrecencias
torneadas de las células piramidales del campo CA3 del hipocampo cuando se
someten a ambos géneros a tratamientos de la hormona tiroidea, presentando los
machos mayor nimero de excrecencias cuando hay un aumento de la hormona
tiroidea. Por el contrario la hembra presenta un aumento de las dendritas

primarias de las células piramidales con el tratamiento (Gould y cols., 1990).
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JUSTIFICACION

La FH es una estructura que juega un papel importante en la integracion de
proceso cognoscitivos como el aprendizaje y la memoria ademas de que
despliega fendmenos plasticos como la potenciacién de largo plazo que hasta
ahora parece ser es el mecanismo que explica la memoria. Estudios previos han
mostrado que existen diferencias por género en algunos de estos fenomenos. Asi,
en animales normales (Roof, 1993) se ha observado que los machos son mas
eficientes que las hembras en pruebas de laberintos, en tanto que en estudios de
animales malnutridos prenatalmente (Almeida y cols., 1996), se ha observado que
los machos presentan un estado de ansiedad mayor. Por otro lado la induccidn de
la potenciacion de largo plazo de la via patrén perforante-células granulares es
mayor en los machos que en las hembras (Maren, 1995). Se conoce ademas que
la malnutricién hipoproteinica prenatal causa alteraciones en la potenciacion de
largo plazo en animales machos de 30 dias de edad posnatal (Morgane y cols.,
1992). Estos cambios conductuales y fisiolégicos pueden deberse en parte a
alteraciones en el sustrato anatomico de la FH, por lo que es importante analizar
los posibles cambios morfologicos producidos en esta estructura (como en la capa
granular y en el sistema de fibras musgosas) lo que aunado a los hallazgos
previos ayudaran a entender mejor esta region del SNC. Ademas es importante
conocer si la malnutricién hipoproteinica prenatal tiene efectos diferenciales

anatémicos de acuerdo al género.
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HIPOTESIS

1.

La malnutricién hipoproteinica prenatal en ratas jovenes no altera el volumen
de la capa granular y del sistema fibras musgosas de la formacion
hipocampica.

El volumen de la capa granular y del sistema de fibras musgosas de ratas
hembra jévenes malnutridas prenatalmente presenta diferencias entre los

géneros.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la malnutricion proteinica prenatal y los cambios
dimérficos sexuales en el volumen que ocupan la capa granular y el sistema de
fibras musgosas de la formacion hipocampica, en ratas de la cepa Sprague

Dawlev a los 30 dias de edad posnatal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ambos géneros, en ratas control y malnutridas prenatalmente usando la
técnica de Timm y aplicando la técnica estereologica del método de Cavalieri,
cuantificar el volumen de:

1) El labio dorsal de la capa granular (LDCG).

2) El labio ventral de |a capa granular (LVCG).

3) La capa granular total (CGT).

4) El haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas (HSSFM).

5) El haz infrapiramidal mas parte hiliar del sistema de fibras musgosas (HIHSFM).
6) El sistema de fibras musgosas total (SFMT).
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

Se usaron un total de 15 ratas hembras y 3 machos de la cepa Sprague
Dawley para efectuar las cruzas propeorcicnadas por & bioierio dei Centro de
Neurobiologia de la UNAM.

Las hembras para la crianza tuvieron un peso de 250 a 300 g con 80 a 80
dias de edad, las cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz
obscuridad (12:12 hrs), temperatura (22- 24 °C), humedad (40-50%) y con libre

acceso a las respectivas dietas y al agua.

TRATAMIENTO NUTRICIONAL

Cinco hembras fueron alimentadas con una dieta al 6% de caseina (futuras
madres malnutridas) y 10 hembras con una dieta al 25% de caseina futuras
madres controles y nodrizas, durante cinco semanas antes del apareamiento. Ver

tabla de composicion nutricional de las dietas (tabla 1).

REPRODUCCION

Después de este periodo de malnutricién, se introdujo 1 macho en cada
caja familiar conteniendo 3 hembras. Para determinar el dia de apareamiento, se
efectuaron frotis vaginales cada mafiana, con el propésito de detectar la
existencia de espermatozoides. Las hembras que presentaron frotis positivos,
fueron separadas en cajas de plastico de acuerdo a la dieta correspondiente. Las
ratas prefiadas se mantuvieron con la misma dieta nutricional durante el periodo
de gestacion. Al momento del parto, las camadas nacidas en el mismo dia y de la
misma dieta nutricional fueron pesadas, sexadas y mezcladas entre si. Las crias
descendientes de madres malnutridas se asignaron a madres nodrizas, las cuales
se alimentaron con una dieta al 25% de caseina durante la etapa prenatal y
durante la gestacion formando de esta manera el grupo malnutrido prenatalmente
(6/25). A cada madre nodriza se les asignaron 4 hembras y 4 machos. El resto de

las crias y las madres malnutridas se canalizaron a otros protocolos de
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investigacion, de tal forma que se obtuvieron finalmente 5 hembras nodrizas bien
nutridas con 8 crias malnutridas y 5 hembras control con 8 crias bien nutridas
{figura 5). A los 21 dias de edad, los animales se destetaron y se colocaron 3
animales en cada caja los cuales fueron separados por sexos y por condicion
nutricional. Se tomé el peso corporal de los crios a los 30 dias de edad. Para
estudios histolégicos del cerebro, se seleccionaron al azar crios hembra y crios

macho de cada camada tanto del grupo control como del experimental.

Tabla 1. Composicién nutricional de las dietas {g/k)

COMPONENTES DIETAS
25% de caseina 6% de caseina

Caseina 250.00 60.00
.-Metionina 3.70 3.70
Sacarosa 381.72 511.74
Grasas 150.00 151.80
Carbohidratos 50.90 67.16
Sales minerales 35.00 35.00
Fosfato de calcio, dibasico

(CaHPOg4) - 6.02
Carbonato de calcio (CaCO3) 5.06 073
Vitaminas 10.00 10.00
Agua 02.20 01.20
Color de alimento - 0.33
Kcal/g 04.30 04.30

FORMACION DE GRUPOS

Cinco animales hembras fueron utilizadas en cada condicion experimental

(grupo control y malnutrido prenatalmente) y por sexo (machos y hembras),

obteniendo un total de cuatro grupos:

a) machos controles

b) machos malnutridos prenatalmente
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HEMBRAS
1

HEMBRAS HEMBRAS
25% CASEINA , 6% CASEINA
APAREAMIENTOQ APAREAMIENTO
1
1 ]
HEMBRAS HEMBRAS HEMBRAS
GESTANTES GESTANTES GESTANTES
(GRUPO CONTROL) (NODRIZAS) ] (GRUPO
EXPERIMENTAL)
PARTO PARTO PARTO
ESTANDARIZACION H
ESTANDARIZACION
CAMADAS
CONTROLES CAMADAS
CON NODRIZAS
(6% /25%)
30 DIAS
(5 machos, 30 DIAS
5 hembras) (5 machos,
5 hembras)

Figura 5. Modelo de malnutricién hipoproteinica prenatal en la rata.



c) hembras controles

d) hembras malnutridas prenatalmente

PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO
Cumplida la edad requerida los animales se escogieron al azar de las

distintas camadas y se procesaron con la técnica de Timm.

Perfusion

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sodico. La perfusidn se
llevé a cabo por via intracardiaca iniciandose con una solucion de sulfuro de sodio
(11.7g de Na2S y 11.9g de NaH2PO4. H20 disueltos en 1 litro de agua destilada,
pH 7.4), hasta que l|a dentina se observara obscura. Posteriormente se
introdujeron de 100 a 200 ml de fijador formado por glutaraldehido y buffer de
fosfatos 0.15M y pH 7.4, hasta que los ojos, nariz, lengua y orejas se tornaron
blancos. Enseguida se extrajo el encéfalo y este se colocé en frascos conteniendo
una solucion de glutaraldehido (1.25%) y paraformaldehido (1.0%) al 30% de
sacarosa, manteniéndose en el refrigerador durante 72 horas o hasta que el

tejido se sumergiera en el fondo del frasco.

Tincion

Posteriormente se procedié a cortar los bloques de tejido que contenian la
formacién hipocampica al microtomo de congelacion siguiendo una estricta
seriacidon en un plano coronal de 40 micras y se revelaron con la técnica de Timm,
en la cual se utiliza un revelador que contiene goma arabiga, buffer de citratos,

hidroguinona y nitrato de plata.
ESTEREOLOGIA

El estudio cuantitativo se realizo en forma ciega sin que el observador

conociera el tratamiento o el género del animal.
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Las mediciones se llevaron a cabo usando un microscopio fotonico con un
objetivo de 6.3x planapocromatico, con una camara ltcida se realizaron dibujos de
10 cortes seleccionados sistematicamente al azar (Gundersen y Jensen, 1987) a
lo largo de la formacion hipocampica (figura 6), se eligid el primer corte entre 2!
primero y el décimo corte de forma azarosa y después cada 400 micras los cortes
siguientes. La cuantificaciéon del volumen se llevé a cabo aplicando el metodo
estereolégico de Cavalieri (Michel y Cruz-Orive, 1988; Geinisman y cols., 1996)
metodo que consiste en colocar sobre la region analizada un acetato con puntos
de area conocida y contar el nimero de puntos que caian dentro de esta region.
El volumen total se obtuvo multiplicando el nimero de puntos por el area de cada
uno de ellos y el grosor del corte.

Las regiones que se midieron fueron las siguientes (figura 4):

Capa Granular

a) Labio dorsal de la capa granular (LDCG)

b) Labio ventral de la capa granular (LVCG)

c) Capa granular total (CGT)

Sistema de fibras musgosas (SFM)

d) Haz suprapiramidal del SFM (HSSFM)

e) Haz infrapiramidal mas region hiliar del SFM (HIHSFM)
f) Sistema de fibras musgosas total (SFMT)

ANALISIS ESTADISTICO E INTERPRETACION DE LOS DATOS

El analisis estadistico del volumen de las regiones analizadas se llevd a
cabo usando el paguete estadistico para las ciencias sociales version 3.0, SPSS
(Stadistical Package for Social Studies).

Se aplicd primeramente el analisis de varianza de dos vias (ANOVA Two-
way) tomando el estado nutricional y el genero del animal como los dos factores a
valorar, esto con el fin de ver si existe alguna diferencia significativa por los

factores del género y dieta o por la interaccién de ambos factores en general.
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Figura 6. Folomontaje de cortes seriados frontales de la formacion hipocampica usados en la
cuantificacion del volumen de la capa granular y del sistema de fibras musgosas.




La prueba de analisis de varianza de una via se us6 seguida de la prueba
de Tukey (ANOVA One-way/Tukey) con niveles estadisticos de significancia que
se establecieron a un valor de p < 0.05. Esta prueba nos indicé las diferencias que
existen entre los dos arupos experimentales en especifico y se aplicé sole cuando
la primera prueba mostré alguna diferencia estadisticamente significativa por
algun factor. Las comparaciones se realizaron por condicién nutricional y por

género.
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RESULTADOS
PESO CORPORAL Y CEREBRAL

No existen diferencias significativas en el peso corporal y cerebral en ratas
hembra y macho malnutridos prenatalmente al compararlos con sus respectivos
grupos control (tabla 2).

Los resultados de la tabla 3 indican que los pesos corporal y cerebral entre
la ratas machos control con respecto a la ratas hembras control no presentan
diferencias, al igual que entre las ratas machos malnutridos prenatalmente

comparado con las ratas hembras malnutridas prenatalmente.

Tabla 2. Peso {gr) corporal y cerebral de ratas macho y hembra, control y malnutridos prenatalmente de 30 dias de
edad posnatal. Comparacién por condicién nutricional.

Control Experimental %DE CAMBIO p
Peso corporal .
Macho 1259+ 9.6 125.1 £0.6 -0.6 NS
Hembra 108.1 7.3 107.5+£28 -0.5 NS
Peso cerebral
Macho 1.4+0.0 1.3+0.] =11 NS
Hembra 1.3£0.05 1.2+ 008 -1.6 NS

Prueba estadistica: ANOVA de una via. NS= no significativo.

Tabla 3. Peso (gr) corporal y cerebral de ratas macho y hembras, control y malnutridos prenatalmente de 30 dias.
Comparacién por género.

MACHO HEMBRA %DE CAMBIO p
Peso corporal T
Control 1259+ 9.6 108.1 £7.3 -14.1 NS
Experimental 125.1 0.6 107528 -14.0 NS
Peso cerebral
Control 1.4+ 0.0 1.3£0.05 -7.14 NS
Experimental 1.3£0.1 1.2 = 0.08 -1.16 N§

Prueba estadistica ANOVA de una via. NS= no significativo.
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CAPA GRANULAR

La tabla 4 muestra los resultados de las tres regiones de la capa granular
después de aplicar la prueba estadistica ANOVA de dos vias. En esta tabla se
observan los cambios entre grupos debido a los factores dieta (control y
malnutrido prenatalmente) v género (hemhras v machog) asi come 2 la interaccion
de ambos factores.

Los cambios por la dieta y género fueron significativos en las tres zonas de
la capa granular analizadas: labios dorsal y ventral y total de la capa granular.
Los cambios por la interaccion de ambos factores fueron significativos en el labio

ventral de |la capa granular y en la capa granular total.

Tabla 4. Anilisis de varianza de dos vias del volumen de la capa granular del giro dentado.

VALOR DE F
DIETA GENERO INTERACCION
(gl 1,16) (gl 1,16) (gl 1,16)
LDCG 7.55 % 20.00 *** 2.31 NS
LVCG 7.55* 22.30 **+ 10.26 **
CGT 10.30 ** 28.87 *+* 6.02 *

LDCG= Labio dorsal de la capa granular. LVCG= Labio ventral de la capa granular. CGT= Capa
granular total. gl= grados de libertad. NS= no significativo. * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001
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DIFERENCIAS POR CONDICION NUTRICIONAL
Machos

la figura 7, No $& encontiaion dile
significativas en el volumen del labio dorsal y ventral ni en la capa granular total de
los grupos de machos mainutridos prenatalmente cuando se compararon con sus

respectivos grupos control.

Hembras

La prueba estadistica ANOVA de una via/Tukey muestra reduccion
significativa del volumen del labio dorsal (-22.40%) del labio ventral (-24.86%) y
total de la capa granular (-23.29%) de hembras malnutridas prenatalmente

respecto de sus controles (figura 8).

DIFERENCIAS POR GENERO
Grupos controles

El analisis de los datos no indica diferencias estadisticamente significativas
en el volumen de ninguna de las tres regiones de la capa granular analizadas

entre machos y hembras controles (figura 9).

Grupos malnutridos prenatalmente

La figura 10 indica que el volumen de las hembras malnutridas
prenatalmente es significativamente menor con respecto de los machos
malnutridos prentaimente en las tres regiones analizadas: labio dorsal (-28.12%),
labio ventral (-28.78%) y capa granular total (-28.70%).
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DE LA
CAPA GRANULAR

1.2
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LDCG LVCG CGT

Figura 7. Volumen de las tres regiones analizadas de la capa granular en ratas macho
control y malnutridas prenatalmente (MP) de 30 dias. Comparacion por condicion
nutricional. LDCG= labio dorsal de la capa granular, LVCG= labio ventral de la capa
granular y CGT= capa granular total.
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DE LA
CAPA GRANULAR
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Figura 8. Volumen de las tres regiones analizadas de la capa granular en ratas hembras
control y malnutridas prenatalmente (MP) de 30 dias. Comparacion por condicién
nutricional. LDCG= labio dorsal de la capa granular, LVCG= labio ventral de la capa
granular y CGT= capa granular total. * p <0.05.
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DE LA
CAPA GRANULAR

@ Macho
gHembra

Volumen (mm?)
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LDCG LVCG CGT

Figura 9. Volumen de las tres regiones analizadas de la capa granular en ratas macho y
hembra control de 30 dias. Comparacion por género. LDCG= labio dorsal de la capa
granular, LVCG= labio ventral de la capa granular y CGT= capa granular total.
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DE LA

CAPA GRANULAR
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Figura 10. Volumen de las tres regiones analizadas de la capa granular en ratas macho y
hembra malnutridas prenatalmente (MP) de 30 dias. Comparacion por género. LDCG=
labio dorsal de la capa granular, LVCG= labio ventral de la capa granular y CGT= capa
granular total. * p < 0.05.
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SISTEMA DE FIBRAS MUSGOSAS

La tabla 5 muestra los resultados de las tres regiones del sistema de fibras

musgosas después de aplicar la prueba estadistica ANOVA de dos vias.

Los cambios por la dieta fueron significativas tanto en el haz infrapiramidal

mas region hiliar del sistema de fibras musgosas coma el sistema de fibras

musgosas total. Las diferencias por género fueron significativas en las tres

regiones analizadas. La interacciéon entre ambos factores fue estadisticamente

significativa anicamente en el haz infrapiramidal mas regién hiliar del sistema de

fibras musgosas.

Tabla 5. Analisis de varianza de dos vias del volumen del sistema de fibras musgosas.

VALOR DE F
DIETA GENERO INTERACCION
(gl 1,16) (g1 1,16) (g1 1,16)
HSSFM 1.07 NS 13.71 ** 0.11 NS
HIHSFM 26.45 *¥* 30.56 *** 4.64 *
SFMT 16.69 *** 47.04 *** 1.56 NS

HSSFM= Haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas. HIHSFM= Haz infrapiramidal mas
region hiliar del sistema de fibras musgosas. SFMT= Sistema de fibras musgosas total. gl= grados
de libertad. NS= no significativo. * p <0.05, ** p <0.01 y *** p<0.001.
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DIFERENCIAS POR CONDICION NUTRICIONAL
Machos

El volumen de las tres regiones analizadas del sistema de fibras musgosas
no fue diferente entre los grupos malnutridos prenatalmente al compararse con

sus respectivos grupos controles (figura 11).

Hembras

La prueba estadistica ANOVA de una via/Tukey muestra reduccion
significativa del volumen del haz infrapiramidal mas regién hiliar del sistema de
fibras musgosas (-28.78%) y del sistema de fibras musgosas total (-21.21%) en
los animales malnutridos prenatalmente comparado con los animales controles
(figura 12).

DIFERENCIAS POR GENERO
Grupos controles

De acuerdo a los resultados en la figura 13 existe reduccién del volumen
del haz suprapiramidal (-26.86) y del total del sistema de fibras musgosas (-

17.91%) en hembras control con respectoc a machos controles.

Grupos malnutridos prenatalmente

El volumen del haz suprapiramidal, infrapiramidal mas regién hiliar y del
sistema de fibras musgosas total se redujo significativamente en los grupos de
hembras malnutridas prenatalmente respecto de los machos malnutridos

prenatalmente (figura 14).
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DEL SISTEMA DE
FIBRAS MUSGOSAS
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Figura 11. Volumen de las tres regiones analizadas del sistema de fibras musgosas en ratas
macho control y malnutridos prenatalmente (MP) de 30 dias. Comparacién por condicién
mutricional. HSSFM= haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas, HIHSFM= haz
infrapiramidal mas regién hiliar del sistema de fibras musgosas y SFMT= el sistema de
fibras musgosas total.
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DEL SISTEMA DE
FIBRAS MUSGOSAS
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Figura 12. Volumen de las tres regiones analizadas del sistema de fibras musgosas en
ratas hembra control y malnutridas prenatalmente (MP) de 30 dias. Comparacién por
condicion nutricional. HSSFM= haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas,
HIHSFM= haz infrapiramidal mas regién hiliar del sistema de fibras musgosas y
SFMT= sistema de fibras musgosas total. * p <0.05.
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DEL SISTEMA DE
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Figura 13. Volumen de las tres regiones analizadas del sistema de fibras musgosas en
ratas macho y hembra control de 30 dias. Comparacién por género. HSSFM= haz
suprapiramidal del sistema de fibras musgosas, HHHSFM= haz infrapiramidal mas regién
hiliar del sistema de fibras musgosas y SFMT= sistema de fibras musgosas total. * p <
0.05.
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VOLUMEN DE LAS TRES REGIONES DEL SISTEMA DE
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Figura 14. Volumen de las tres regiones analizadas del sistema de fibras musgosas en
ratas macho y hembra malnutridos prenatalmente (MP) de 30 dias. Comparacion por
género. HSSFM= haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas, HIHSFM = haz
infrapiramidal mas region hiliar del sistema de fibras musgosas y SFMT= sistema de
fibras musgosas total. * p < 0.05.
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Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos del volumen de las diferentes regiones analizadas

MACHO CONTROL vs | HEMBRA CONTROL vs | MACHO CONTROL vs | MACHO MALNUTRIDO
REGIONES MACHO MALNUTRIDO |HEMBRA MALNUTRIDA| HEMBRA CONTROL PRENATALMENTE vs
PRENATALMENTE PRENATALMENTE HEMBRA MALNUTRIDA
PRENATALMENTE
CAPA GRANULAR [ (0.047 + 0.064) (0.41 £ 0.026) (0.47 £ 0.064) (0.44 £ 0.031}
DORSAL (0.44 £ 0.031) (0.32 £ 0.019) (0.41 + 0.026) (0.32 £ 0.019)
F=10.45 NS * NS *
* 0.0006 -5.88% -22.40% -12.81% 28 2%
CAPA GRANULAR |(0.382 £ 0.041) (0.36 £ 0.036) (0.382 £ 0.041) (0.38+£0.010;
VENTRAL (0.38 £ 0.010) (0.27 + 0.016) (0.36 + 0.036) (0.27 £ 0.016)
F=13.88 NS * NS *
* 0.0001 -0.32% -24.86% -4.73% -28.78%
CAPA GRANULAR [(0.86 £ 0.101) (0.77 £ 0.054) (0.86 + 0.101) {0.83 £ 0.029)
TOTAL (0.83 £0.023) (0.59 + 0.019) (0.77 £ 0.054) (2.59 +0.019)
F=15.75 NS * NS *
* 0.0001 -3.24% -23.29% -10.06% -28.70%
HAZ (0.83 £0.15) (0.60 £ 0.069) (0.83 £ 0.150) (0.75 £+ 0.124)
SUPRAPIRAMIDAL (0.75 £ 0.12) (0.76 + 0.095) (0.60 + 0.069) (0.57 £0.027)
F=5.12 NS NS * *
* 0.0123 891% -6.09% -26.86% -24.650
HAZ (1.2 £ 0.069) (1.0 + 0.090) (1.2 +0.069) (1.0 £ 0.065)
INFRAPIRAMIDAL (1.0 £ 0.065) (0.76 +0.095) (1.0 £ 0.090) (0.76 £ 0.095)
MAS REGION HILIAR N$ * NS *
F=21.67 -10.83% 2R8.78% -10.8% .28.7189%
* 0.0000
SISTEMA DE FIBRAS | (2.0 + 0.099) (1.6 £ 0.165) (2.0 £0.099) (1.8 £0.152)
MUSGOSAS TOTAL (1.8+0.15) (1.3 £ 0.063) (1.6 = 0.165) (1.3 + 0.063)
F=23.186 NS * * *
* 00000 | 4% 1 91019 ! 1791% L s




DISCUSION
CAPA GRANULAR

1) Las comparaciones realizadas por condicién nutricional, no indicaron cambios

o}

en el volumen de ninguna de las tres regiones analizadas de la ¢
entre el grupo de ratas macho malnutridas prenataimente respecto del grupo
de ratas macho control a los 30 dias.

2) El volumen de las tres regiones analizadas de la capa granular de ratas
hembras malnutridas prenatalmente, se redujo significativamente al
compararlas con ratas hembras control.

3) Las comparaciones realizadas por género, no indicaron cambios en el volumen
de ninguna de las tres regiones analizadas de la capa granular entre ratas
macho y hembra controles.

4) El volumen de las tres regiones analizadas de la capa granular disminuyd
significativamente en el grupo de ratas hembra malnutridas respecto del grupo
de ratas macho malnutridas prenatalmente.

Estos resultados indican una respuesta diferencial dependiente del género
ante la malnutricién prenatal, ya que de acuerdo a éstos, las ratas hembras son
mas vulnerables a este factor.

Al igual que en el presente trabajo Cintra y cols. (1992) no encontraron
diferencias en la capa granular de ratas macho malnutridas prenatalmente y
sacrificadas a los 30 dias, si bien en dicho trabajo solo se cuantifico el area de
varios niveles de la capa granular a lo largo del eje septo-temporal, el presente
trabajo confirma que el volumen total de esta capa no se reduce. Por otro lado, no
existe ningan trabajo donde se analice este parametro en ratas hembras
malnutridas prenatalmente.

El volumen de la capa granular no presenté cambios por género en ratas
controles en las tres regiones analizadas. Trabajos estereolégicos llevados a cabo
por Madeira y cols. (1988) corroboran esta idea, reportando que el volumen de la
capa granular no difiere entre los géneros ya sea en ratas jovenes (Madeira y
cols., 1988) 6 en ratas adultas (Madeira y cols., 1991b). No obstante Roof (1993)
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reportd que el ancho y grueso de la capa granular es mayor en la rata macho en
comparacién con la hembra, sin embargo es importante mencionar que este
estudio no utiliza métodos estereclégicos. Por otro lado, no existen reportes
relacionados donde se analice el volumen de la capa aranular en ratas hembras v
machos malnutridos jévenes, pero los presentes resultados indican que en ratas
malnutridas prenatalmente existe una respuesta dimorfica sexual en donde el
volumen de la capa granular es menor en hembras malnutridas prenatalmente
respecto del macho malnutrido prenatalmente. Por lo que las ratas hembras
jovenes son mas vulnerables a la malnutricion prenatal.

Las reducciones observadas en el volumen de la capa granular en hembras
pueden deberse a tres causas: 1) reduccion en el nimero de células de la capa
granular, este razonamiento es apoyado por diversos trabajos, como el de Lewis y
cols. (1979) quienes encontraron que en animales malnutridos se prolonga la fase
G, del ciclo celular con diferencia de 140 hrs comparados con el grupo control
(450 hrs malnutridos y 310 hrs controles), y como consecuencia un alargamiento
de la sintesis del DNA asi como del ciclo celular, de tal manera que se afecta la
adquisicion de estas células en un 25%, en animales malnutridos. También Fish y
Winick (1969) encontraron disminucién de la sintesis del DNA en animales
malnutridos prenatalmente en el hipocampo apartir del dia 14 posnatal.

2) Disminucion del tamafo de las células granulares. Varios trabajos han
mostrado que la malnutricién prenatal reduce el tamarno de las células granulares.
Asi, Diaz-Cintra y cols. (1991) encontraron reduccién del eje mayor y menor del
soma de estas células bajo malnutriciéon prenatal a los 15, 30, 90 y 220 dias de
edad posnatal.

3) Mayor muerte celular en ratas hembras malnutridas. De acuerdo a
MacLusky y Naftolin (1981) y Nordeen y cols. (1985) las diferencias entre machos
y hembras en el desarrollo de la muerte celular es el mecanismo que delinea el
dimorfismo sexual en el SNC, este mecanismo esta ligado a las diferencias de
testosterona. Se sabe que la células granulares pueden ser influenciadas por los

esteroides gonadales durante el desarrollo (Loy, 1986). Nordeen y cols., (1985)
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analizaron el nacleo espinal bulbocavernoso (NEB) y observaron que el macho
adulto contiene mas motoneuronas que las hembras, debido principalmente a que
la perdida de motoneuronas es mayor en hembras que en machos durante el
periodo posnatal temprano. Esta diferencia es establecida por la presencia de
andrégencs durante este periodo. Ei Uratamienio con andrégenos en hembras
atenla la muerte celular en esta region reduciendo la perdida de motoneuronas a
niveles tipicos del macho. Estos resultados sugieren que las hormonas
esteroidales determinan las diferencias del nimero de neuronas entre géneros.
Estudios realizados sugieren que en la génesis de las células granulares se da
una etapa de muerte celular alrededor de los dias P20 a P27 en ambos géneros,
presentando la hembra mayor disminucion, por tal motivo Wimer y cols. (1988)
sugirieron que niveles altos de testosterona en machos durante el periodo
perinatal conlleva a diferencias numéricas en las células granulares al reducir la
taza de muerte celular en esta poblacién de neuronas en el raton macho.

Se ha observado que los glucocorticoides tienen un efecto téxico sobre las
células del hipocampo (Sapolsky, 1986). Por otro lado, se ha considerado a la
malnutricibn como un factor de estrés (Morgane y cols., 1993), el cual durante el
periodo prenatal modifica el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenales probablemente
alterando la secrecion de glucocorticoides, hormonas que median la adaptacion ai
estrés (revisado en Sapolsky, 1986). Se ha demostrado que la alteracion en la
cantidad de glucocorticoides (exceso o ausencia) en el hipocampo conlleva a
degeneracion celular (Dokas, 1990), por lo que la probable alteracion de
glucocorticoides debido a la malnutricién prenatal produzca perdida de las céelulas

granulares.
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SISTEMA DE FIBRAS MUSGOSAS

1) La malnutriciéon prenatal no altera el volumen de ninguna de las tres regiones
analizadas del sistema de fibras musgosas en las ratas macho.

2) En ratas hembras la malnutricibn prenatal reduce el volumen de la region
correspondiente al haz infrapiramidal mas la region hiliar asi como el volumen
total del sistema de fibras musgosas.

3) Se reduce el volumen del haz suprapiramidal y el volumen total del sistema de
fibras musgosas de ratas hembras control en comparacién con ratas macho
control.

4) En las ratas hembras malnutridas prenatalmente se reducen las tres regiones
analizadas del sistema de fibras musgosas con respecto de ratas macho
malnutridas prenatalmente.

Los resultados obtenidos con relacion al volumen del sistema de fibras
musgosas concuerdan con trabajos reportados recientemente. Estos indican que
el area (Granados y cols., 1995) y volumen (Cintra y cols., 1997a) del sistema de
fibras musgosas no se altera en machos de 30 dias sometidos a malnutricion
prenatal con una dieta al 6% de caseina. Sin embargo, en hembras mainutridas
este parametro se reduce notablemente, no existiendo evidencia bibliografica que
apoye este resultado.

El volumen del sistema de fibras musgosas en animales jévenes control es
diferente entre géneros, siendo mayor en ratas macho en comparacién con ratas
hembras. Estos resultados son apoyados por varios trabajos en los que se indica
que el volumen del haz suprapiramidal de hembras control es significativamente
menor respecto de los machos control a los 30 dias de edad (Madeira y Paula-
Barbosa, 1993) este resultado se conserva en ratas adultas de 180 dias (Madeira
y cols., 1991a). Datos semejantes se observan en ratas jévenes hipotiroideas
(Madeira y cols.,, 1992) en este caso las hembras hipotiroideas presentan
reduccion del volumen del haz suprapiramidal respecto a los machos control.

Las reducciones encontradas en las regiones analizadas del sistema de

fibras musgosas en las ratas hembra pudieran deberse a:
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1)} Reduccién del volumen de la capa granular ya que con anterioridad se
indicd que este parametro se reduce en hembras malnutridas prenatalmente al
compararse con hembras control.

2) Reduccién del numero de células granulares. Esta idea se apoya por el
trabajo de Gaarskjaer (1978) quien demostré que el area de los campos
terminales de las fibras musgosas es dependiente de las células granulares, por lo
que la pérdida de las neuronas granulares conlleva a la disminucion de fibras
musgosas. Un estudio mas que apoya este hecho es el de Gaiarsa y cols. (1992)
en este trabajo se irradiaron las células granulares, y se observo disminucién del
plexo de fibras musgosas; sugiriendo que éste es directamente proporcional al
numero de células granulares. Esto nos lleva a inferir que las diferencias entre
generos observado en el volumen de las fibras musgosas puede ser dependiente
de un menor numero de células granulares en hembras.

3) La reduccién del numero de fibras musgosas individuales; podria ser la
causa de la disminucién del volumen de este sistema de fibras, al igual que el
grosor de cada fibra.

Los resultados del sistema de fibras musgosas indican un efecto por la
malnutricion y por el género. Dado que las fibras musgosas representan ia parte
presinaptica de la segunda sinapsis del circuito trisinaptico, seria interesante
analizar los efectos de la malnutricion prenatal sobre este contacto sinaptico. Los
trabajos realizados en las células piramidales del CA3 no han indicado
caracteristicas dimérficas sexuales en el volumen de la capa piramidal del CA3 ni
en el volumen nuclear de esta capa (Madeira y cols., 1992). Sin embargo, el
volumen y complejidad morfolégica de las excrecencias dendriticas (parte
posinaptica de la segunda sinapsis) fueron menores en ratas hembras control en
comparacion con los machos control de 30 dias. Esto puede ser explicado en
base al hecho del que las fibras musgosas desarrollan un papel inductivo sobre
las excrecencias torneadas de las células piramidales del CA3 (Amaral y Dent,
1981).
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Los resultados indican que al menos en la FH las ratas hembras son mas
susceptibles a la malnutricion prenatal que las ratas macho, esto refleja una
respuesta diferencial a la malnutricién prenatal en relacion al género. Diversos
trabajos han indicado que las ratas macho estan mas influenciadas por su
madicaimbients, GoiMo se ha observado en paradigmas de manipulacion temprana
(Galler y Manes, 1980, Jones y Friedman, 1982) y de aislamiento en primates
(Sackett, 1974). También durante el desarrollo humano los hombres muestran una
mayor incidencia de autismo, dislexia, epilepsia e hiperactividad. Estos resultados
han llevado a la opinién que los machos son el sexo mas vulnerable durante su
desarrollo. Sin embargo, una serie de estudios apoyan lo contrario, esto es que |a
hembra es mas susceptible al medio. Por ejemplo, Juraska y cols. (1985)
reportaron mayor nimero de interacciones dendriticas en ratas macho respecto a
las hembras que fueron mantenidas en un ambiente complejo y lo contrario en un
ambiente aislado. Asi, estos resultados indican que el género de un animal es una
variable importante en la respuesta del animal al medioambiente.

El menor nimero de intersecciones dendriticas en animales mantenidos en
aislamiento (Juraska y cols., 1985) podria relacionarse con el hecho de que en
madres malnutridas la interaccién con su cria se reduce asi como el cuidado de
éstas. Esto explicaria en parte la reduccién observada en el volumen de la capa
granular y del sistema de fibras musgosas en animales malnutridos prenatalmente
ya que la estimulacién de |la madre hacia las crias podria ser menor. Otros
trabajos que apoyan la idea, de que las hembras son mas susceptibles a su
mediocambiente son los de Loy y Milner (1980) quienes encontraron que las ratas
hembras en comparacién con los machos muestran un gran crecimiento de los
axones que contienen norepinefrina en el GD y el campo CA3 después de la
cortar transversalmente la fimbria-fornix. En conjunto estos estudios apuntan a la
posibilidad de que el hipocampo sea una estructura mas plastica en hembras.

La vision general de que los machos son mas susceptibles que las
hembras, debe ser reconsiderada al menos en el hipocampo tomando en cuenta

el estadio del desarrollo cerebral. Ademas de la respuesta de la FH a la
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malnutricion durante el periodo prenatal, este trabajo apoya la idea original de que
la heterocronia celular y por ende el reconocimiento de conexiones finas para el
sustrato neuronal en la integracion de funciones, estd en funcién de aquellos
factores confluyentes con la region cerebral, la edad, el género y el tipo de factor
externo (en este caso la malnutricién) para poder determinar si se debe a uno solo
de estos factores.

Finalmente es importante mencionar que no hubo diferencias significativas
en el peso corporal y cerebral de los grupos de animales malnutridos
prenatalmente, como se encontrdé en trabajos anteriores realizados en machos
con el mismo modelo experimental (Diaz-Cintra y cols., 1994; Cintra y cols.,
1997b). Sin embargo, algunas caracteristicas histolégicas de la FH si se alteran.
Ademas este trabajo confirma la importancia de emplear un solo sexo en trabajos
de integracién y no mezclar machos y hembras en edades juveniles, a pesar de

que tengan el mismo peso corporal.

46



CONCLUSIONES

1)

2)

5)

6)

Las ratas hembras presentan una mayor susceptibilidad a la malnutricion
hipoproteinica prenatal que los machos representada por reduccion en el

volumen de la capa granular y en el sistema de fibras musgosas.

El volumen de la capa granular no presenta dimorfismo sexual en animales

control.

En animales malnutridos prenatalmente se observaron diferencias de acuerdo

al género en el volumen de la capa granular.

El volumen del sistema de fibras musgosas presenta diferencias por género

tanto en animales control como malnutridos prenatalmente.

Es importante considerar el sexo de los animales jovenes en un estudio
determinado ya que aunque el peso corporal y cerebral sean semejantes, la
morfologia fina, en este caso del hipocampo, puede ser diferente entre

generos.
Deben realizarse estudios de correlacién y cuantificacion de la segunda

sinapsis del circuito trisinaptico en animales malnutridos prenatalmente ya que

las estructuras analizadas representan la parte presinaptica de estas sinapsis.
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