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1. INTRODUCCION

Al l6bulo temporal medial del encéfalo se le ha relacionado con diferentes
procesos cognitivos. Parte del mismo es el hipocampo el cual ha sido punto focal
de numerosos estudios experimentales donde se muestra su participacion
importante en la formaciéon de la memoria declarativa, en particular la de tipo
espacial. En los mamiferos, es una estructura altamente especializada que
presenta fendbmenos de plasticidad a lo largo de toda la vida del organismo. Asi se
ha observado que la exposicion a diferentes estimulos estresantes durante
periodos criticos del desarrollo puede alterar esta plasticidad neuronal,
produciendo reducciones en el tamafio del soma, asi como del numero de
ramificaciones y espinas dendriticas de las células granulares del Giro Dentado
(GD). Un factor nocivo perinatal que se ha estudiado ampliamente por su relacion
con el desarrollo del hipocampo, es la malnutricion (deficiencia de uno o varios
elementos en la composicion de la dieta normal). Este paradigma de dieta
deficiente en proteina, puede darsele a la madre durante el periodo prenatal y /o
postnatal, alterandose asi los procesos citogenéticos que ocurren en los fetos o en
los recién nacidos provenientes de esas madres. Los modelos de malnutricién asi
generados se clasifican en: malnutricion cronica, cuando la dieta deficiente se
administra a lo largo de toda la vida del individuo desde etapas tan tempranas
como la gestacion; malnutricion prenatal, solamente se malnutre a la madre
durante la gestacién; y la malnutricidon postnatal, cuando se administra a partir del
parto (este modelo es el mas drastico debido a que afecta el desarrollo postnatal
del sistema nervioso, y en particular del hipocampo).

En estos modelos de malnutricibn se ha demostrado que se producen
cambios en la arquitectura del hipocampo y a la vez hay deficiencias funcionales
en tareas sensoriales y motoras que involucran procesos cognitivos dependientes
de esta estructura. Por observaciones previas se sabe que el desarrollo general
del sistema nervioso de los animales sometidos a la malnutricion, presenta
alteraciones y retardos en los procesos de maduracion, diferenciacion vy
reconocimiento sinaptico. Observaciones obtenidas en este laboratorio han

apuntado a que los animales malnutridos presentan mayor longevidad y menores



rasgos de senilidad o de enfermedades asociadas al envejecimiento. Estas
mismas observaciones fueron realizadas por otros investigadores quienes
observaron que en animales con dieta restringida en proteinas se reduce el
incremento de peso corporal debido a la edad, se incrementa la longevidad y se
retarda el deterioro fisiologico debido a la vejez (Tacconi M T, Lligofia L, Saltona
M, Nikolaos Pitsikas y Algeri S, 1991; Kirkwood y Shanley 2005). Dichas
observaciones han conducido a la pregunta de si estos rasgos menores de
senilidad en animales malnutridos o con dieta restringida en proteinas, se
extrapolan a la conducta de éstos, y principalmente a una preservacion de
procesos cognitivos durante la senectud.

Con base en lo anterior en el presente trabajo se estudié por una parte, el
efecto de la malnutricién postnatal en el desempefio de la tarea de evitacion activa
(con la cual se puede medir la adquisicidn, retencién y extincion del aprendizaje)
en ratas jovenes y seniles malnutridas, asi como el impacto de la edad per se en
esta misma tarea. Por otra parte se observo el impacto de la malnutricién postnatal
per se, asi como de la edad en la estructura subcelular de las neuronas
piramidales del Cuerno de Ammon (CA1l), y la interaccion del envejecimiento con
la malnutricion en esta misma zona del hipocampo. Se hicieron mediciones del
area del soma, del nucleo y del citoplasma porque se ha observado que estimulos
nocivos como la malnutricion alteran la permeabilidad de la membrana celular,
dando como resultado una mayor entrada de materiales téxicos al interior de la
célula aumentando su tamafo y su funcion (Martinez, Vargas & Arancibia, 2003).
Por otro lado, se estudi6 el estado de los organelos, ya que se han caracterizado
los cambios que estos sufren cuando la célula entra en un estado de necrosis o de
apoptosis, producto del dafio provocado por un estimulo nocivo.

Los resultados conductuales mostraron que la malnutricion no afecta el
proceso de aprendizaje, de la retencion ni de extincion de la tarea de evitacion
activa aprendida en animales seniles. Sin embargo, si afecta, la retencién y la
extincion de la tarea de prevencién activa en animales jovenes. Una vez realizada
la prueba, los animales fueron pesados, encontrandose una disminucion del 77%

en el peso corporal de los animales malnutridos a la edad de 90 dias y de un 20%



a la edad de 660 dias. Después de la perfusion de los animales se peso el cerebro
del los mismos, observandose una disminucién del 11.11% de peso cerebral en
los malnutridos a los 90 dias de edad, y una disminucion del 18.33% en los
animales malnutridos seniles. En el analisis morfométrico se observé que la
malnutricion incrementa el area del soma, del nucleo y del citoplasma sin importar
la edad de los animales, asi como también aumenta el nUmero de mitocondrias,
lisosomas asociados a vesiculas y lisosomas sin importar la edad de los animales.
Por lo tanto, inferimos que, la malnutricibn y el envejecimiento producen
alteraciones subcelulares en las neuronas piramidales del CA1 del hipocampo,
asociadas con la incapacidad de consolidar el aprendizaje en memoria de largo
plazo Unicamente en los animales jévenes.

Estos hallazgos sugieren que la malnutricion instalada en el periodo
postnatal y mantenida hasta la vejez, no afecta de manera sustantiva el
desempeiio de la tarea evitacion activa, ya que los animales seniles no muestran
deficiencias en la misma. Lo cual pone de manifiesto las capacidades plasticas de
las neuronas hipocampicas del CAl a través de mecanismos intracelulares en
estos animales. En contraste con las mayores deficiencias conductuales
observadas en los animales jovenes malnutridos que utilizan posiblemente
mecanismos plasticos a nivel de las sinapsis neuronales y de la activacion de

circuitos neuronales.
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RESUMEN

La formacién hipocampica ha sido profundamente estudiada por su clara
participacion en funciones cognitivas, como el aprendizaje y la memoria. El
hipocampo, es una estructura altamente especializada y susceptible al
envejecimiento y a diferentes estimulos estresantes como la malnutriciéon durante
su desarrollo. La malnutricibn produce alteraciones anatomicas de las células
piramidales en el hipocampo y a los procesos cognitivos que dependen de éstas.
Estudios anatomicos han mostrado que la malnutricion posnatal interfiere con el
proceso celular de las ratas jovenes; poco se sabe, sin embargo, acerca de los
efectos de la malnutricion posnatal sobre el aprendizaje de ratas seniles. En este
trabajo describimos la interaccion entre la malnutricién postnatal y la edad sobre el
aprendizaje y memoria y los cambios subcelular de las células del CAl del
hipocampo. Los resultados conductuales muestran que la adquisicion
(aprendizaje) y la retencion (memoria) estan altamente afectados en el grupo
joven malnutrido. El analisis morfométrico postmortem revelo que las neuronas
piramidales del CAl de los animales malnutridos (jovenes y seniles) mostraron
areas significativamente mayores del soma y del ndcleo; asi como un namero
mayor de mitocondrias y lisosomas asociados a vesiculas y de lisosomas. Estos
resultados mostraron que la malnutricion prolongada en ratas adultas produce
alteraciones severas in estas células, como tumefaccién y malformacion de los
organelos, acompafadas de alteraciones sustanciales de conductas que
dependen del hipocampo como la memoria a largo plazo. Asi, esto se puede
interpretar como que el dafio al hipocampo inducido por una dieta baja en proteina
administrada por periodo prolongado, junto con edad; producen alteraciones
subcelulares en las células piramidales del hipocampo que se asocian a la
incapacidad para mantener la memoria a largo plazo en animales jovenes

malnutridos.



ABSTRACT

The hippocampal formation, has been thoroughly studied for its clear
participation in cognitive function, in particular learning and spatial memory. The
hippocampus is highly specialized in it's functions and very susceptible to the
effects of the ageing and stressful factors, such as malnutrition during it's
development. Malnutrition produces anatomical alterations of pyramidal cells in the
hippocampus and on behavior that depend on this structure. Anatomical studies
have shown that postnatal malnutrition interferes with cellular processes in young
rats; little is known, however, about the effects of postnatal malnutrition on
cognition in senile rats. In the present work were described the interaction between
postnatal malnutrition and ageing groups with to learning, memory and sub-cellular
changes in the CA1 pyramidal cells. The behavioral results showed that acquisition
(learning) and retention (memory) and extinction is significantly affected only in
malnourished young animals. Postmortem morphological studies and analysis
revealed that CA1l pyramidal cells in malnourished animals (young and senile)
showed increases in somatic and nucleus areas, as well as in the number of
mitochondria and lysosomes associated to vesicles and lysosomes. These results
showed that prolonged malnutrition in adult rats produces severe alterations in
these cells, like tumefaction and malformation of the organelles, accompanied by
substantial impairments of hippocampal-dependent behaviors such as long term
memory. Thus, it seems likely that the hippocampal damage induced by prolonged
low-protein and aging produces sub cellular alterations in the CA1 pyramidal cells
in hippocampus associated whit an incapacity to maintain long-term memory in

young malnourished animals.



2. ANTECEDENTES

2.1. Hipocampo

Desde hace mucho tiempo el hipocampo ha sido una estructura de gran
interés para estudiar procesos cognitivos tales como el aprendizaje y la memoria.
La palabra hipocampo proviene del latin hippocampus, que significa "caballo de
mar". Los antiguos anatomistas nombraron asi a esta parte del cerebro cuya forma
recuerda la de este pez. Los roedores pequefios como la rata poseen un
hipocampo que se identifica facilmente porque ocupa una parte considerable del

cerebro (Figura 1).

A B

Figura 1. Se observa en A la ubicacion del hipocampo en el cerebro del roedor y en B el dibujo de
Santiago Ramon y Cajal del hipocampo y su analogia con el caballo de mar.

2.2. Anatomia

La formacién hipocampal comprende cuatro regiones corticales. Estas se
dividen en el GD, hipocampo propio (el cual se divide en tres subcampos; CA3,
CA2 y CAl), el complejo subicular (lo conforman el subiculum, presubiculum, y
parasubiculum) y la corteza entorrinal. La capa de células granulares o capa
principal esta conformada por neuronas de proyecciéon (Golgi tipo |). Ademas
de estas células, existen numerosas interneuronas (Golgi tipo 1) que
interactian con ellas. La gran mayoria de esas interneuronas en el GD y en el

hipocampo, son GABAEérgicas y se presentan en diversas variedades:

e células piramidales en canasto. Se ubican en el GD e inervan a los

somas de las células granulares.



e células musgosas. Se ubican en la capa de las células polimorficas y
aungue son consideradas como interneuronas excitadoras, en realidad se

trata de neuronas de proyeccion (Amaral & Witter, 1989).

2.3. Citoarquitectura

El hipocampo estd formado por conexiones laminares que son
unidireccionales, las cuales tienen como origen la corteza adyacente entorrinal. El
flujo de informacion en el hipocampo esta claramente definido, lo cuél permite el
estudio de las conexiones sindpticas entre sus diferentes grupos celulares. La
organizacion laminar es en general parecida para todos los subcampos de esta
estructura. La capa delgada relativamente libre de células, localizada debajo de la
capa de células piramidales es llamada stratum oriens y por debajo de ésta se
encuentra el alveus. En el campo CA3, (pero no el CA2 ni en el CAl); se localiza
una zona delgada por encima de la capa piramidal, en la cual se encuentran los
axones de las fibras musgosas (FM) originarias del GD; a esta zona se le conoce
como el stratum lucidum. Superficial al stratum lucidum en el CA3, e
inmediatamente por encima de la capa piramidal en el CA2 y CA1l, se encuentra el
stratum radiatum. La porcibn mas superficial del hipocampo se conoce como

stratum lacunosum-moleculare (Paxinos, 1995).

Striatum Oriens
Striatum Radiatum
CA3

CA2 Alveus
Striatum Lucidum

CA1l Giro Dentado

Figura 2. Corte horizontal de la formacién hipocampica, tefiida con la técnica histolégica de
Timm’s, la cual marca el Zinc en el hipocampo permitiendo distinguir las distintas capas celulares.
Figura modificada de Paxinos, 1995.



2.3.1. Intracircuito

Se inicia con la entrada de las fibras de la via perforante provenientes de
las células estrelladas y piramidales de las capas Il y IV (respectivamente) de la
corteza entorrinal medial y lateral, pasan a través del complejo subicular y de la
fisura hipocdmpica, entran a las capas moleculares del GD y del CA3, terminando
en los dos tercios externos. En las células granulares, forman sinapsis excitatorias
sobre las espinas dendriticas, constituyendo asi el primer relevo sinaptico
(glutamatérgico) en la entrada de informacion al intracircuito hipocampal. Las
células granulares del GD envian sus axones o FM a la regién del hilus del GD?,
después alcanzan el stratum lucidum de la region CA3. En esta region las
expansiones sinapticas de las FM terminan sobre las excrecencias torneadas
localizadas en la parte proximal de las dendritas con las que forman sinapsis de
paso, siendo este el segundo relevo sinaptico del intracircuito hipocampal. Las
neuronas piramidales de la regiéon del CA3 envian sus axones por dos vias, una
hacia afuera del hipocampo a través de la fimbria (fibras comisurales), y la otra
que forma la colateral mielinizada (colaterales de Schaffer) hacia la region del
CALl. En los strata radiatum y oriens, las colaterales de Schaffer (van del CA3 al
CA1l) forman sinapsis “en passant” sobre las dendritas apicales de las neuronas
piramidales integrando en el campo del CAl el tercer relevo del intracircuito
hipocampico (Figura 3). EI CA1 también recibe fibras comisurales y del patrén
perforante de la corteza entorrinal (capas lll y V), los axones de estas neuronas
piramidales del CAl (stratum oriens) envian proyecciones a las neuronas
piramidales del complejo subicular y a la parte profunda de la corteza entorrinal.
Existe una proyeccion principal desde el subiculum hacia las capas profundas de
la corteza entorrinal (V y VI), de ahi se proyectan a las capas superficiales de la
corteza entorrinal (Il y Ill) y estas dltimas dan lugar a las fibras de la via perforante
(Figura 3). Asi, la entrada de la via perforante a las células granulares originadas

en la corteza entorrinal, y la salida desde CAl es en gran parte la misma area,

! En @ hilus son abundantes dos tipos de células: las GABAérgicas (4cido gama-aminobutirico) y las
glutamatérgicas, de tipo musgoso cuya funcion, no es del todo clara, en un principio se creia que solo su
ramificacion axonal saliaainervar a hipocampo contrario, ahora se propone que su funcion esladeregular la
excitacion de las células granulares.
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tanto por via directa como subicular. De esta forma, las conexiones de la region
hipocampica parecen estar organizadas en un circuito cerrado que permite el flujo

unidireccional de informacién (Amaral & Witter, 1989).

Figura 3. Circuito unidireccional del hipocampo del roedor. Entrada de las capas Il/IV del patrén
perforante de la corteza entorrinal hacia el GD y hacia las células piramidales del CA3, éstas
reciben a las FM del patrén perforante provenientes de la corteza entorrinal pero de las capas II/V.
Las células piramidales del CA3 envian dos tipos de axones al CAl, cuyos axones van hacia el
subiculum y de ahi hacia la corteza entorrinal lateral y medial. Esquema modificado de Bortolotto y
Collingridge, 1993.

2.4. Funciones

Se ha propuesto al hipocampo como el sustrato dentro del cerebro
relacionado con el aprendizaje asociativo y que la integracion de éste con las
cortezas aledafas del I6bulo temporal medial es critica para establecer la memoria
declarativa (Thompson, 2005). El interés en el papel crucial que juega el
hipocampo en la formacion de la memoria proviene del estudio clasico del
paciente HM (Scoville & Milner, 1957). Este paciente presentaba un cuadro de
epilepsia del I6bulo temporal como consecuencia de una lesion que sufrid a los
nueve afos de edad. HM fue sometido a una intervencion quirdrgica donde le
extirparon la formacién del hipocampo, el nucleo amigdalino y partes de de la
corteza temporal multimodal de asociacién en ambos hemisferios. La extirpacion
de los l6bulos temporales mediales disminuy6 las crisis convulsivas pero produjo
deficiencias bastante especificas en la memoria. HM tenia memoria de corto
plazo por segundos o minutos, ademas tenia una memoria de largo plazo bien
conservada de los acontecimientos que habian sucedido antes de la intervencion.
La capacidad de transformar la memoria de corto a largo plazo era lo que le

faltaba a HM (para revision ver Kandel, 2001).
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Las deficiencias en la memoria seguidas a una lesion hipocampal no son
globales, sino especificas de la memoria declarativa (explicita o racional); los
sujetos con esta lesibn no pueden aprender tareas que involucren memoria
declarativa (hechos y eventos) (Thompson & Jeansok, 1996). En la rata, el
hipocampo entre muchas otras funciones, codifica la informacion espacial del
ambiente donde se encuentra el animal creando un mapa cognitivo de éste, el cual
provee al animal de informacion acerca de su actual localizacion en la
organizacién espacial del ambiente. El hipocampo puede tener multiples mapas
independientes, que proveen informacion de los diferentes ambientes que han
sido previamente registrados por el animal (Rosenzweing & Barnes, 2003).

Las funciones dependientes del hipocampo pueden verse afectadas por
alteraciones o patologias; éste se ha caracterizado por ser una estructura
sumamente labil, puede sufrir cambios en su anatomia debido a la malnutricion y
al proceso natural del envejecimiento (Granados-Rojas, Aguilar & Diaz- Cintra,
2004; Andrade y Barbosa, 1996). A continuacion se consideran algunos de estos

efectos.

2.5. Malnutricion y desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)

El desarrollo del SNC de los mamiferos involucra una serie de cambios
secuenciales altamente regulados, los cuales incluyen division celular
(neurogénesis y gliogénesis), migracion celular a las areas blanco del cerebro,
diferenciacion celular (arborizacién dendritica, extensiones axonales y formacién
de circuitos), angiogénesis, mielinizacion, sinaptogénesis, sintesis y liberacion de
neurotransmisores y muerte celular programada (apoptosis) durante todo el
desarrollo. Estos procesos tienen distintos tiempos de manifestacion durante el
desarrollo (heterocronia), siendo diferentes para cada especie y estructura
cerebral. La mayoria de estos procesos se inician en la etapa prenatal y se
extienden mas all4 del nacimiento, aunque algunos comienzan durante el periodo
postnatal, por lo que pueden ser alterados facilmente por estimulos tanto
exdgenos (v.gr. la malnutricién, drogas o alcohol), como endoégenos (v. gr. las
hormonas y metabolitos). Esta vulnerabilidad neuronal temporal ha sido
denominada periodo critico del desarrollo (Kretchmer, 1989). Los factores
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epigenéticos como la malnutricion, el estrés o el uso de drogas durante el
desarrollo intrauterino o en periodos perinatales del hipocampo repercuten en
trastornos de integracién funcional a lo largo de la vida hasta la senectud (Diaz-
Cintra, Granados-Rojas, Sanchez & Cintra, 2001).

Podemos definir la malnutricibn como un cuadro clinico caracterizado por
una alteracibn en la composicion de nuestro cuerpo, ocasionado por un
desequilibrio entre la ingesta de nutrimentos y las necesidades nutrimentales®. En
estudios de malnutricion prenatal utilizando una dieta baja en proteinas (6% de
caseina), se ha reportado disminucién de la talla, peso corporal y cerebral hasta
alteraciones celulares en diferentes areas cerebrales, comparando a animales

malnutridos contra animales controles (Bush & Leathwood, 1974).

Se han disefiado diversos modelos de malnutricion experimental; en donde
se conserva la estimulacién sensorial y la materna, en este modelo sélo se reduce
la proteina caseina. Esta dieta isocalorica contiene solo el 6% de caseina de una
dieta normal (con 25% de caseina), (Morgane, et al., 1978). Para observar sus
efectos sobre diversas etapas del desarrollo, este modelo se emplea durante los
periodos criticos del desarrollo, tanto pre como postnatales observando el efecto
que se produce sobre todo en los procesos de maduracion del SNC y en el
establecimiento de funciones cognitivas.

Observaciones realizadas por el grupo de Taconni et al (1991), han
sefialado que los animales sometidos a una dieta restringida en proteina
presentan retraso en las etapas del desarrollo neuronal en comparacion con
animales sometidos a una dieta normal. Asimismo, presentan menor ganancia de
peso corporal con el incremento de la edad, un aumento en la longevidad y una
aparicion tardia de las deficiencias funcionales debidas al envejecimiento. Estas

mismas observaciones fueron confirmadas por Kirkwood y Shanley (2005).

2.5.1. Malnutricidén e hipocampo

Los estudios realizados en animales malnutridos posnatalmente en distintas

edades, han mostrado deficiencias en el volumen del hipocampo (Granados-

2 basi cashttp: //sal ud.discovery.convconditions/condition08.shtml
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Rojas, Aguilar & Diaz- Cintra, 2004), en la arborizacion dendritica, en el nUmero de
espinas (Andrade & Barbosa, 1996; Diaz Cintra, Garcia-Ruiz, Cordiki & Cintra,
1994; Garcia-Ruiz, Diaz-Cintra, Cintra & Corkidi 1993), y en la sinaptogénesis de
las fibras musgosas que llegan al stratum lucidum del CA3 (Granados-Rojas et al,
2002). Diaz-Cintra, Cintra, Galvan, Aguilar, Kemper y Morgane, (1991), reportaron
disminucién del numero de ramas dendriticas y de espinas en las neuronas
granulares del hipocampo de animales malnutridos durante el periodo de la
gestacion (Figura 4). Por otra parte, Garcia-Ruiz, et al., (1993) encontraron estos
mismos efectos en las células piramidales del CA3, los cuales persistieron aun

después de una rehabilitaciébn nutrimental iniciada al momento del nacimiento.

A B

Figura 4. Se muestra en A, la disminucidon de las ramas dendriticas (medida en 8 circulos
concéntricos) de los animales malnutridos de 90 dias de edad (barras asuradas) en comparacion
con los controles (barras blancas). En B, a la derecha una célula granular con menor extension del
arbol dendritico de los animales malnutridos. Figura modificada de Diaz-Cintra, Cintra, Galvan,
Aguilar, Kemper y Morgane, (1991).

En etapas adultas, la malnutricibn produce disminucion del namero de
ramas dendriticas tanto en células granulares como en las piramidales, pero un
aumento en el niumero de espinas en los segmentos terminales de las células
granulares (Andrade, Castanheira-Vale, Paz- Dias, Madeira & Barbosa, 1996).
Asimismo, alteracion en los sistemas colinérgicos y GABAérgicos del hipocampo
adulto (Andrade & Barbosa, 1996). También se ha observado un menor niamero
de sinapsis entre las FM y el stratum lucido del CA3 en animales adultos que
fueron malnutridos durante el periodo prenatal (Granados-Rojas et al., 2002).

Todos estos cambios anatémicos en el hipocampo podrian estar asociados con



alteraciones cognitivas irreversibles en el largo plazo (Lukoyanov, Andrade,
Madeira & Barbosa, 1999).

2.6. Envejecimiento celular

El envejecimiento es un proceso deletéreo, progresivo, intrinseco y
universal que con el tiempo ocurre en todo ser vivo a consecuencia de la
interaccion de la genética del individuo con su medio ambiente. Podria también
definirse como todas las alteraciones que se producen en un organismo con el
paso del tiempo y que conducen a pérdidas funcionales y a la muerte®. Las
manifestaciones celulares por la edad son mas pronunciadas en células
postmitéticas como las neuronas, cuyas alteraciones repercuten en las funciones
esenciales del cerebro y contribuyen de manera importante en el proceso general
del envejecimiento (Brunk & Terman, 2002).

Los cambios en el tejido nervioso vinculados con la edad resultan en muerte y
atrofia neuronal, acumulacién de lipofuscina®, hiperreactividad astrocitaria,
aumento de la sustancia amiloide perivascular (B-amilode) y aparicion de redes
neurofibrilares en el citosol de la neurona. Se han caracterizado distintos procesos
mediante los cuales, se trata de explicar como es que ocurren estos cambios; a
continuacion se enumeran los mas importantes:

e Apoptosis: Es un proceso activo que culmina en muerte celular, en el cual
no hay inflamacion y se caracteriza por cambios morfoldégicos que
inicialmente se manifiestan en el ndcleo, como condensacion de la
cromatina en la periferia exterior de la membrana nuclear en agregados
bien delimitados de diversas formas y tamafios, nucléolos remanentes,
fragmentacion del nucleo, vacuolas citoplasmaticas, mitocondrias
electrodensas con cambios morfolégicos®, ribosomas y polirribosomas

desprendidos del reticulo endoplasmico rugoso y fragmentacion celular en

® http://med.unne.edu.ar/revista/revistal00/envejecimiento.htm

4 Sustancia intralisosomal polimérica, compuesta de residuos de proteinas entrecruzadas y
eslabonadas. formada por el proceso oxidativo del fierro catalizado, no es degradable y no puede
ser exocitada en las células posmitéticas.

® Por la edad, sufren alargamientos y desorganizacion estructural (Brunk & Terman, 2002).
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cuerpos apoptéticos (Figura 5), que finalmente son fagocitados (Martinez,
Vargas & Arancibia 2003).

Necrosis: Es un fenbmeno pasivo que se presenta como consecuencia de
alguna agresiéon y que lleva a un exceso de flujo de calcio. Generalmente va
acompafada de una respuesta inflamatoria aguda, involucra cambios
metabolicos progresivos con una importante reduccion de ATP, edema
celular, ruptura de membranas, edema mitocondrial, dilataciéon de las
cisternas en reticulo endoplasmico (Figura 5), liberaciébn de hidrolasas,
ruptura lisosomal, condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA

por endonucleasas (Martinez, Vargas & Arancibia 2003).

Figura 5. Esquema de los distintos estadios por los cuales atraviesa la célula tras recibir una
lesion. Del lado izquierdo se indican los estadios de la necrosis y del lado derecho los de la
apoptosis.

Autocanibalismo neuronal: La colina es una sustancia fundamental para
las neuronas que la usan para la sintesis de su neurotransmisor especifico,
la acetilcolina (acetilcolinérgicas), pero en todas las neuronas se usa para la
sintesis del fosfolipido de membrana fosfatidilcolina. Debido al

envejecimiento, el sistema de transporte bidireccional se reduce, por lo que
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las neuronas colinérgicas centrales resultan ser las mas vulnerables por la
deficiencia de la colina como resultado de la reduccién en la capacidad de
transporte y por la mala alimentacion del anciano. Asi, por la demanda de
su neurotransmisor acetilcolina, las neuronas recurren a la fosfatidilcolina
de la membrana para suplir la falta de colina, autodafiando la arquitectura y
funcionalidad normal de las membranas, pudiendo asi, conducir al dafio
neuronal definitivo.

Acumulacién de pigmentos: Algunas neuronas sintetizan pigmentos
relacionados con el metabolismo del neurotransmisor que utilizan. Otras
acumulan lipofuscina® debido al envejecimiento. Su papel lesivo se debe al
efecto de masa en el interior de la célula, provocando el deterioro neuronal.
Ademas, los fragmentos proteasicos de la proteina R3-amiloide generados
mediante mecanismos desconocidos, se acumulan en el espacio
extracelular precipitando en forma de ovillos neurofibrilares, que
desencadenan reacciones inflamatorio-gliales que culminan en atrofia y
muerte neuronal.

Excitotoxicidad: Es el dafio ocasionado por la sobreestimulacién del
glutamato, un neurotransmisor excitatorio que ejerce efectos especificos a
través de los receptores NMDA, y que al acumularse en el espacio
intersinaptico por la anoxia tisular produce aumento del Ca** libre
intracelular, por lo que se disparan los procesos energéticos ya que las
mitocondrias tienden a tomarlo en lugar de producir trifosfato de adenosina
(ATP) y se desencadena la activacion de proteasas intracelulares, lipasas y
endonucleasas, mediando un proceso autodestructivo.

Deficiencia del factor de crecimiento neuronal (NGF): El NGF posee la
capacidad para aumentar la supervivencia y la regeneracion de las
neuronas colinérgicas y por ello resulta importante considerar su deficiencia
como un factor agregado al dafio neuronal por envejecimiento o por

procesos patolégicos.

6 «

pigmento de la edad”, material auto fluorescente, polimérico y no degradable acumulado en los

lisosomas.
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e Atrofia neuronal: Se evidencia con una disminucién del tamafio celular y
del arbol dendritico. Como esto ocurre en las enfermedades degenerativas
(Alzheimer), se ha especulado que la atrofia o pérdida colinérgica central
asociada a la edad, seria responsable de la declinacién en las funciones
intelectuales y cognitivas en el envejecimiento. Sin embargo, la atrofia
puede confundir la interpretacion histopatolégica del tejido nervioso, ya que
los nucleos y células pequefias pueden pasar por células gliales y por ende
sobrestimar la muerte neuronal. Asimismo, una neurona atrofica no
necesariamente es disfuncional, sino que sus cambios pueden reflejar
mecanismos adaptativos. De no mediar circunstancias patologicas
agregadas, las neuronas restantes son capaces de suplir las que faltan. Por
ello la “discapacidad intelectual debida a la edad” revierte en gran parte por
accion del entrenamiento.’

e Relacién mitocondria-lisosoma como eje de la teoria del
envejecimiento. Segun Brunk y Terman (2002), la autofagocitosis anormal
de las mitocondrias es el mayor contribuyente de la formacién de
lipofuscina, debido por una parte, a la acumulacién de mitocondrias
danadas por el envejecimiento, que no han sido autofagocitadas
propiamente por los lisosomas y a la presencia aumentada de mitocondrias
alargadas indicando alteraciones en su divisibn y por ende en su
renovacion (Figura 6). Adicionalmente, los componentes macromoleculares
de mitocondrias autofagocitadas y otras estructuras celulares sufren
modificacion oxidativa dentro de los lisosomas, resultando en la formacion
de material no degradable conocido como lipofuscina. En las neuronas
produce decremento en la capacidad autofagocitaria, reduciendo
progresivamente el reciclado mitocondrial. Consecuentemente, las
alteraciones debidas al envejecimiento en las mitocondrias y los lisosomas

se amplifican causando disfuncion profunda y muerte neuronal.

" (http://zonamedica.com.ar/categorias/medicinailustrada/envejecimiento/).
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Mitocondria

Lipofuscina

Capacidad |
Autofagocitaria

Figura 6. Acumulacion progresiva de mitocondrias alteradas y de inclusiones de lipofuscina por el
envejecimiento en células postmitéticas: A, joven, B, maduro y C, senil. Las barras indican: la
intensidad de produccion de ATP; la capacidad autofagocitaria (APS); el contenido de lipofuscina
(LF) y la formaciéon de especies de oxigeno reactivo (ROS). Esquema modificado de Brunk y
Terman, 2002.

2.7. Envejecimiento e hipocampo

El hipocampo aparentemente es susceptible a sufrir cambios tempranos
producidos por el envejecimiento en su estructura y su fisiologia. Las deficiencias
cognitivas que se observan con la edad, se atribuyen en parte a los cambios entre
las conexiones de las células que conforman el intracircuito en el hipocampo senil.
Se ha observado en ratas seniles con deficiencias en la memoria un menor
namero de sinapsis en el GD; asi como menor expresién de sinaptoficina en el
stratum lacunosum moleculare del CA3 (Foster, 1999). Estos resultados deben ser
interpretados cuidadosamente ya que no se sabe con exactitud si estos
marcadores sinapticos reflejan el nimero de sinapsis, la fuerza sinaptica o ambas.
A su vez se ha observado una pérdida de sinapsis funcionales entre las
colaterales de Schaffer y el area del CAl. Esta pérdida de la funcionalidad
sinptica en el CAl resulta en una menor respuesta postsingptica a la
estimulacion producida por las colaterales de Schaffer (Foster, 1999).

Experimentos electrofisiologicos muestran que la entrada de neuromoduladores
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colinérgicos al hipocampo es deficiente. Este cambio del neuromodulador puede
alterar el comportamiento del intracircuito hipocampico (Foster, 1999). También se
han observado alteraciones en la plasticidad singptica ya que hay una disminucion
de la induccion y el mantenimiento de la potenciacién a largo plazo (LTP), asi
como una disminucion de los umbrales para la depresion a largo plazo (LTD),
ambos son modelos fisioldgicos propuestos como el substrato de la evocacion
(Rosenzweing & Barnes, 2003, Foster, 1999).

Las propiedades electrofisiologicas del hipocampo senil, han sido
ampliamente estudiadas y hoy en dia se cuenta con un amplio conocimiento en
esta area. Sin embargo, existe un menor nimero de estudios en los cuales se
valoren los cambios relacionados al envejecimiento que sufre la estructura
subcelular de las neuronas del hipocampo. Los estudios realizados en este campo
han mostrado que existe un claro desequilibrio en los organelos que conforman las
neuronas. Asi, Diaz—Cintra, Yong, Aguilar, Bi, Lynch y Ribak, (2004), en un
estudio en rebanadas en cultivo de hipocampo provenientes de ratones con
deficiencia de la proteina apoE, expuestas a inhibidores de las catepsinas B y L,
encontraron que el nacleo de las células piramidales en rebanadas tratadas era
mas excéntrico (Figura 7) en comparacion con rebanadas no tratadas con los
inhibidores. Se observo un incremento en el numero de vesiculas asociadas con el
aparato de Golgi y un menor nimero de microtibulos en las dendritas proximales.
Las células de rebanadas deficientes de la apolipo-proteina E (apoeE) muestran
un incremento de lisosomas y cuerpos multivesiculados, asi como una reduccion

de sinapsis alrededor del cuerpo neuronal.
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Invaginacién del
nucleo

Lisosomas

Aparato de Golgi
Nucleo excéntrico

Sinapsis axosomaticas
Aparato de Golgi
dilatado

Lisosomas

Figura 7. Fotomicrografias de microscopia electrénica modificadas de Diaz—Cintra, Yong, Aguilar,
Bi, Lynch y Ribak, (2004). Se observa la invaginacion del nicleo y los organelos celulares en Ay
en B la acumulacién de lisosomas y dilatacion del aparato de Golgi. La barra representa 1
micrometro.

Anatdmicamente, las células del hipocampo senil muestran depdésitos
densos de proteina similares a las redes neurofibrilares y a las placas p-amiloides,
que son las marcas distintivas de la enfermedad de Alzheimer. En las neuronas
piramidales del CAl se altera la dinAmica enzimética celular, en la cual se pierde
paulatinamente la regulacion de las enzimas que mantienen un crecimiento
racional de los lisosomas, provocando un incremento anormal en el citoplasma
adyacente al segmento proximal del axén (“meganeurita”). Este se llena de
lisosomas y provoca un rompimiento del mismo, desconectando a la neurona con
sus relevos sinapticos (Yong, Bednarsk, Gall, Lynch & Ribak, 1999). Al mismo
tiempo, cuando la neurona sufre dafio (axotomia) se altera el patrén de la
sustancia de Nissl, proceso conocido como “cromatolisis” (reportado por Nissl en
1892). La respuesta cromatolitica al dafio axonal pudiera no ser considerada como

un fendmeno degenerativo (degeneracion retrograda o sustancia de Nissl en
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degeneracion) sino mas bien como un proceso reestructurativo al estado original
de la neurona (Peters, Sanford & Webster, 1991).

Histéricamente la muerte neuronal se ha considerado la causa mayor de las
deficiencias cognitivas en la vejez, sin embargo, trabajos recientes han mostrado
que el numero de células piramidales en los campos del CAl, CA2 y CA3 del
hipocampo, asi como en las células granulares del GD se preservan durante el
envejecimiento normal (Rapp & Gallagher, 1996). Los roedores seniles muestran
incremento en la excitabilidad de las neuronas excitatorias principales, esto
significa una disminucién en el numero o en la funcién de la actividad inhibitoria de
las interneuronas (GABA). Esto también se ha mostrado por la ausencia de células
“silenciadoras” o inhibitorias en el hipocampo senil en cualquier ambiente en el
que la rata se encuentre, ya sea un ambiente novedoso o familiar, sugiriendo que
la edad dafia de manera considerable el proceso de inhibicion en los circuitos
hipocampales (Dirk & Shetty, 2004).

2.8. Aprendizaje

Muchas conductas importantes son aprendidas. Desde luego, somos lo que
somos en gran parte por lo que aprendemos y recordamos. Aprendemos las
capacidades motoras que nos permiten dominar nuestro medio, y aprendemos
lenguajes que nos permiten comunicar lo que hemos aprendido, y de esta
manera transmitir culturas que se pueden mantener durante generaciones
(Kandel, Schawrtz & Jessel, 2001). Aprender es un cambio perdurable de la
conducta o en la capacidad de conducirse de manera dada como resultado de
la practica o de otras formas de experiencia (Shuell, 1986).

Un criterio para definir el aprendizaje es el proceso por el cual ocurren
cambios duraderos en el potencial conductual como resultado de la experiencia
(Anderson, 2001). Aprender requiere el desarrollo de nuevas acciones o la
modificacion de las presentes. Se le llama proceso porque se produce un
cambio relativamente permanente que no incluye a los transitorios, y debido a
gue el conductual (o la capacidad de cambio) perdura; es decir, no se

consideran como aprendizaje los cambios conductuales temporales (v.g.r. el
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habla pastosa por el uso de alcohol, drogas o fatiga); son temporales porque
cuando suspendemos la causa, el comportamiento vuelve al estado previo de la
incidencia del factor. El aspecto del cambio en el potencial de la conducta se
refiere a que no todo lo que aprendemos tiene un impacto en nuestro
comportamiento. Un individuo puede aprender la ruta de como llegar a un
determinado lugar con la ayuda de un mapa y nunca poner este aprendizaje en
practica (Anderson, 2001). El tercer criterio es que el aprendizaje ocurre por
practica u otras formas de experiencia (como al observar a los demas). Excluye
los cambios conductuales que parecen determinados por la constitucion
genética; por ejemplo el desarrollo motor de los nifios (gatear, pararse)
(Schunk, 1997).

El aprendizaje se divide basicamente en dos categorias: no asociativo y
asociativo. Los ejemplos mas conocidos del aprendizaje no asociativo son la
habituacion y la sensibilizacion. En cuanto al aprendizaje asociativo tenemos el

condicionamiento clasico y el operante o instrumental (Figura 8).

APRENDIZAJE

N

| Asociativo | | No asociativo
| Habituacién Sensibilizacién | C. Clésico C. Operante
| A. Evitacion |

Figura 8. Esquema de los distintos tipos de aprendizaje; asociativo (habituacion y sensibilizacion) y
el no asociativo o condicionamiento ( C) clasico y operante dentro del cual se encuentra el modelo
de aprendizaje de evitacion (usado en el presente trabajo).
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Estos dos se diferencian en que en el condicionamiento clasico se
presentan respuestas reflejas y especificas de la especie y el condicionamiento
instrumental permite que un organismo ajuste sus conductas de acuerdo a las
consecuencias de las mismas. Es decir, cuando una conducta tiene
consecuencias favorables, esta tiende a ocurrir con mayor frecuencia; por el
contrario, cuando tiene consecuencias desfavorables, tiende a ocurrir con menos
frecuencia (Carlson, 1996). Dicho de otra forma en el condicionamiento clasico
aprenden que un estimulo predice de otro, y responden en anticipacién de ese
hecho. En el condicionamiento instrumental se aprende que un estimulo sefala
gue una determinada clase de respuestas conducird a algun resultado, y se
responde de acuerdo a si ese resultado es reforzante o no (Anderson, 2001). En el
presente trabajo se entrend a los animales en una tarea de evitacion activa (ver
metodologia), la cual se basa en un condicionamiento operante de evitacion,
donde se utiliza un reforzador negativo para evitar la emision de un castigo el cual

en este caso es un choque eléctrico de 1 mA.

Condicionamiento operante: Los organismos pueden estar emitiendo,
espontaneamente, un namero indeterminado de respuestas que forman parte de
su repertorio conductual. Si alguna de esas respuestas es seguida por algun
estimulo favorable para el organismo, entonces esa conducta tendera a repetirse
(Prado- Alcala, 1995).

Aprendizaje por evitacion: En la forma usual de entrenamiento de evitacion,
el sujeto, al responder a una sefal, evita la aparicion de un estimulo nocivo. El
experimento de referencia clasico lo efectué Bechterev en 1913 y fue semejante a
los de Pavlov, pero utilizando un estimulo aversivo para el organismo (una
descarga eléctrica en una pata). Los resultados fueron analogos a los de Pavlov:
el organismo aprendia a retirar (contraer) la pata ante la sola presencia del sonido.
La mayor parte de los estudios de entrenamiento por evitacidbn han utilizado
procedimientos de ensayo por ensayo. En el presente trabajo se entrena a los
animales en la tarea de evitacibn activa de una via, la cual consiste en un

entrenamiento de evitacion en donde la rata aprende a evadir un choque eléctrico
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cruzando rapidamente (antes de 10s) del compartimiento de castigo al
compartimiento seguro.

Se ha observado que el hipocampo participa de manera importante en el
aprendizaje, ya sea del tipo condicionamiento clasico u operante (Ausma &
Haddad, 1969). Estudios electrofisiologicos de la actividad de las neuronas
hipocampales durante el condicionamiento palpebral en conejos, han mostrado
gue los registros de la neuronas piramidales del hipocampo aumentan su
frecuencia de disparo durante el entrenamiento y esta plasticidad celular se
mantiene a pesar de que la conducta ya esté condicionada. Este experimento
sustenta la participacion del hipocampo en el aprendizaje (Berger, Rinaldi, Weisz
& Thompson, 1983).

El papel del hipocampo durante la ejecucibn de una tarea de
condicionamiento operante en animales ha sido estudiado experimentalmente
mediante ablaciones hipocampales. Se ha demostrado en ratas sin hipocampo
una reduccion estadisticamente significativa en reacciones de evitacion,
observando que este efecto es mas evidente en situaciones que involucran algun
tipo de estrés (Ausma & Haddad, 1969). El proceso de aprendizaje y la
optimizacion de respuestas correctas condicionadas a comida se ven claramente
afectadas en ratas con ablacion bilateral del hipocampo (Ausma & Haddad, 1969).
Este tipo de lesion en gatos, en los cuales se estudia la conducta de alimentacion
reforzada en el laberinto de 8 brazos, produce mayores latencias de respuesta y
mayor numero de errores (Gambarian, Gekht, Sarisov, Koval & Kazarian, 1979).
Ya desde 1969 Ausma y Haddad hicieron referencia a que las ratas con lesiones
en el hipocampo anterior y posterior mostraban dificultades para desempeiar

tareas de evitacion.

2.8.1. Aprendizaje y malnutricion

Como ya se menciond anteriormente, el hipocampo participa de manera
importante en tareas de aprendizaje por evitacion; debido a la susceptibilidad de
esta estructura se ha estudiado como afectan diversos factores las conductas

dependientes de esta region del cerebro. Un factor ampliamente estudiado es la
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malnutricion; en un trabajo realizado por Leathwood, Bush, Berent y Mauron
(1973) se observo que animales alimentados en camadas de 20 crias por madre,
los cuales fueron entrenados después del destete en la tarea de evitacion activa a
los 2 meses de edad, los animales malnutridos aprendieron significativamente mas
lento que los animales controles. En un segundo experimento se les administré un
tratamiento de rehabilitacion nutrimental a los 2, 4 y 6 meses de edad y no se
encontr6 mejoria en el desempefio de esta prueba en animales malnutridos y
rehabilitados. En 1974, Bush y Leathwood observaron que los animales
malnutridos postnatalmente mostraban un desempefio significativamente peor en
comparacion con animales controles en una tarea de evitacion activa. Por su parte
estudios realizados por Castro, Tracy y Rudy (1989), demostraron que la
malnutricién instaurada en etapas tempranas produce deficiencias en el desarrollo
de habilidades para resolver tareas de discriminacion espacial condicionada. Bedi
(1992) estudio el efecto de la malnutricion durante etapas tempranas del desarrollo
en el aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris a diferentes edades
(35, 65,170 y 200 dias). Bajo estas condiciones encontrd que los animales de 35
dias de edad tuvieron alteraciones en el aprendizaje espacial en comparacion con
los controles. En las otras edades no encontré diferencias significativas, debido a
que después de un corto periodo de rehabilitacion nutrimental se eliminaron las
diferencias entre los controles y los grupos previamente malnutridos sin importar la
edad ni el grado de malnutricion. Fukuda, Francolin-Silva y Almeida (2002),
encontraron que la malnutricion postnatal, aumenta las latencias para encontrar la
plataforma oculta en el laberinto acuatico de Morris en animales malnutridos, a

pesar de recibir un tratamiento de rehabilitacion nutrimental.

2.8.2 Aprendizaje y envejecimiento

Se ha observado que los animales seniles muestran deficiencias cognitivas,
sobre todo en los procesos de aprendizaje y memoria. Fuchs, Martin, Bender y
Karting, en 1986, hicieron un estudio comparativo entre tres grupos de ratas
macho en diferentes edades (6,19 y 33 meses) entrenandolos en la tarea de

evitacion activa de una y de dos vias utilizando como estimulo condicionado un
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tono de 14 Khz. Los animales seniles (33 meses) en comparacion con los
animales adultos (19 meses) y los animales jovenes (6 meses), tuvieron un pobre
desempenfo de la prueba. En 1993, Flood y Morley reportaron deficiencias en los
procesos de adquisicién y retencion de una tarea de evitacion utilizando un
choque eléctrico en las patas como estimulo aversivo.

Las ratas seniles también muestran deficiencias en varias pruebas que
involucran el aprendizaje espacial. Cuando son entrenadas en la plataforma
circular de Barnes, las ratas seniles son incapaces de aprender y de recordar la
localizacion del tunel de escape escondido; asi como de aprender una nueva
localizacion del tanel (Barnes, 1979; Barnes et al.,1980; citado en Rosenzweing &
Barnes, 2003). Cuando son entrenadas en el laberinto en T, la pérdida de las
funciones del hipocampo asociadas con la edad produce deficiencias selectivas
para utilizar estrategias espaciales que les permitan resolver esta tarea (Rapp et
al., 1997, citado en Rosenzweing & Barnes, 2003). En el laberinto radial de 8
brazos, las ratas seniles requieren de un mayor nimero de ensayos para aprender
en comparaciéon con ratas adultas. Sin embargo son capaces de aprender pruebas
dificiles que no involucran el procesamiento de informacién espacial, ya que este
tipo de aprendizaje resulta ser muy pobre en estos animales. En una prueba
analoga al laberinto radial de 8 brazos, Rapp & Gallagher, (1997) probaron la
memoria de trabajo espacial de monos adultos y viejos. Los monos viejos no eran
capaces de recordar la localizacion espacial del lugar de recompensa que ya
habian visitado. En el laberinto acuatico de Morris las ratas seniles muestran un
pobre desempefio para aprender la localizacién de la plataforma de escape, sin
embargo cuando la plataforma es visible su rendimiento es mejor (Rosenzweing &
Barnes, 2003).

2.9. Memoria

La memoria es un proceso fundamental por medio del cual el individuo es
capaz de relacionar su pasado con su necesidad presente de planear el futuro, se
define como el registro de la experiencia que subyace en el aprendizaje
(Anderson, 2001). Sin la memoria, la historia individual y colectiva se iniciaria cada
dia de nuestras vidas, ya que en cada nuevo dia tendriamos que reaprender todas
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las conductas que, fuera de la reflejas y las innatas, permiten que nos adaptemos
a las condiciones cambiantes del medio que nos rodea (Prado-Alcala, et al., 2004).
El proceso de memorizacion es indisociable del proceso de aprendizaje, el cual
permite recabar informacién del entorno interno y externo para dar lugar a la
formacion de esquemas de referencia durante el proceso de interaccion con aquel.
Como resultado de lo anterior, ambos procesos interactian de tal manera que se
favorece la adaptacion del sujeto a su entorno bioldgico y social, con la capacidad
adicional de poder transformar este ultimo, en el caso del ser humano.

A lo largo del tiempo la memoria ha sido clasificada de diferentes maneras por
diferentes autores. En el presente trabajo haremos alusion a la clasificacion
propuesta por Thompson y Jeansok en 1996, (Figura 9), la cual hace la
diferenciacion entre la memoria declarativa y la memoria no declarativa; la primera
se refiere a la capacidad de recordar conscientemente hechos y eventos que el
sujeto ha vivido a lo largo de su vida, esta memoria es susceptible de amnesia y
depende de estructuras situadas en el I6bulo temporal medial y en el diencéfalo
medial. La memoria declarativa permite recordar informacion que puede ser
comparada y contrastada, es el soporte para la codificacién de la relacién entre
multiples hechos y eventos y se divide a su vez en: memoria semantica (hechos
referentes al mundo) y memoria episédica (capacidad de revivir un evento en el

contexto en el que originalmente ocurrid).

Figura 9 Esquema modificado de Thompson y Jeansok, 1996.
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La memoria no declarativa se expresa de manera operante en lugar de
evocar recuerdos, ocurre dentro de modificaciones de habilidades dentro de
sistemas de ejecucion, los recuerdos son revelados a través de reacciones de
sistemas dentro de los cuales el aprendizaje ocurrié originalmente. Se ha
propuesto que el hipocampo participa de manera importante en la memoria
implicita. En funcién del tiempo, la memoria ha sido clasificada en: memoria de
corto plazo, memoria de trabajo y memoria de largo plazo. La primera se refiere a
la retencién de informacién o eventos durante segundos, es de capacidad limitada
y consta de tres caracteristicas: 1.- Su capacidad de almacenamiento es limitada,
de modo que solo puede mantener una pequefia cantidad de informacion; 2.- Los
recuerdos almacenados son labiles, es decir, pueden ser alterados facilmente por
nuevas experiencias; 3.- Posee la habilidad de recordar de 5 a 9 caracteres por
ejemplo un numero telefénico (Robertson, 2001). Una hipoétesis relativamente
antigua, pero que se ha mantenido vigente acerca del establecimiento de la
memoria de corto plazo asevera que este tipo de memoria depende de actividad
reverberante en circuitos neuronales, inducida por la experiencia de aprendizaje
(Hebb, 1949). Cuando la informacién es utilizada, para resolver alguna prueba,
esta informacion es procesada por la memoria de trabajo la cual involucra redes
de informacidn utiles para resolver una tarea en particular y puede durar minutos u
horas (Robertson, 2001) .

La memoria de largo plazo, conocida también, como memoria de referencia es
permanente y tiene una capacidad mucho mayor que la de corto plazo ya que no
requiere de repeticibn continua. Sirve para conservar la informacién durante
minutos, horas, semanas o incluso afios. Esta clasificacion la propuso por primera
vez W. James en 1890. La memoria de largo plazo implica la produccién de
cambios plasticos relativamente duraderos: incremento en la densidad de botones
sinapticos, en la longitud y ramificaciones axoénicas, asi como en el numero de
espinas dendriticas, entre otros (Barondes, 1970). Para que estas modificaciones
morfologicas se lleven a cabo, es necesario que se incremente la sintesis de
proteinas; por el contrario, la inhibicion de la sintesis proteinica impide la

formacion de la memoria de largo plazo (Barondes, 1970).
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La conversion de la memoria de corto a largo plazo depende de un proceso
denominado consolidacién; parece ser que esta conversion esta supeditada a
cuando menos dos factores dependientes de la experiencia: la importancia relativa
que la informacion tiene para el organismo y la frecuencia con la que la
informacion es captada por el sistema nervioso (Prado-Alcala, et al., 2004). A su
vez la memoria de largo plazo se divide en declarativa y de procedimiento; la
primera se refiere a la informacion relativa al conocimiento sobre el mundo y las
experiencias vividas por cada persona. La memoria de procedimiento se refiere a
un sistema de ejecucion motora, implicado en el aprendizaje de distintos tipos de
habilidades que no estan representadas como informacion explicita sobre el
mundo. La region medial del I6bulo temporal del encéfalo se ha propuesto como
una estructura fundamental para el almacenamiento de la memoria declarativa.
Dentro de esta region se ha propuesto a la formacién hipocampal (compuesta por
el hipocampo, el GD, el complejo subicular y la corteza entorrinal), asi como a las
cortezas perirrinal y parahipocampal como estructuras involucradas en la
adquisicion de informacion declarativa (Fernandez & Loépez, 2001). El
establecimiento de la memoria depende de la activacién de estructuras cerebrales,
que muy probablemente interactian formando circuitos funcionales. Esta idea se
ve apoyada por el hecho de que la interferencia con la actividad neuronal de
cualquiera de estas estructuras cerebrales, produce deficiencias en la
consolidacion y evocacion de la memoria (Prado-Alcala, 1995).

2.9.1. Memoria y malnutricién

La malnutricion establecida en etapas tempranas del desarrollo cerebral
produce alteraciones en la estructura, neuroquimica y funcionamiento del SNC,
dando como resultado deficiencias conductuales y cognitivas durante la adultez de
animales malnutridos. Al respecto, Valadares y Almeida (2005) investigaron los
efectos de la malnutricion establecida durante la lactancia. Midieron la adquisicion
y la retencion de estos animales en pruebas de aprendizaje realizadas en el
laberinto acuatico de Morris utilizando diferentes intervalos de tiempo entre ensayo
y ensayo (ensayos espaciados y ensayos sin intervalo de tiempo). Los resultados
mostraron que la malnutricion causa deficiencias en el aprendizaje espacial y en la
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memoria de ensayos espaciados. Después del entrenamiento (28 dias) se observo
un incremento en la latencia para encontrar la plataforma del dispositivo sélo en
los animales malnutridos que fueron entrenados con un solo ensayo por dia. Una
conclusién dada por estos autores fue que la malnutricion produce deficiencias en
la consolidacion de la memoria, solamente cuando se entrena al animal con
ensayos separados por un intervalo largo de tiempo. Jordan (1981), probd
animales de 19 dias malnutridos prenatalmente y durante la lactancia en un
laberinto radial de 8 y 16 brazos; encontrando diferencias significativas entre el
grupo control y el malnutrido, especialmente en el laberinto radial de 16 brazos.
Este autor observé que la conducta exploratoria de los animales malnutridos se ve
afectada ya que estos permanecian demasiado tiempo en un solo lugar del
laberinto.

2.9.2. Memoria y envejecimiento

Es claro que los dafios en la memoria en edades avanzadas son
deficiencias selectivas mas que un declive generalizado de todas las funciones
cognitivas.

Se ha llegado a la conclusion de que los animales seniles poseen los
mecanismos necesarios para formar nuevos recuerdos, ya que el rapido olvido de
la informacion aprendida es el resultado de cambios muy sutiles en el proceso de
almacenamiento de la informacion y de su mantenimiento (Foster, 1999).

La capacidad de recordar que depende de la funcién del hipocampo parece
ser particularmente vulnerable al envejecimiento, por ejemplo la memoria de
informacion espacial novedosa es extremadamente susceptible a este proceso. En
comparacion con los animales jovenes, los animales seniles muestran un proceso
de aprendizaje mas lento y retienen por menos tiempo la informacién. En la
actualidad los marcadores electrofisiologicos (Long Term Potentiation y Long Term
Depontiation), que miden las alteraciones en la funcion sinaptica hipocampal,
proveen uno de los primeros modelos para observar las deficiencias de la
memoria debidas a la edad (Rosenzweig & Barnes, 2003).

El incremento de la posibilidad de olvidar cierta informacion parece normal
en sujetos seniles sin dafio en el hipocampo cuando el periodo del intervalo de
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retencidon es mayor o igual a 24h, en comparacion con sujetos que presentan
algun dafio en el hipocampo o que presentan la enfermedad de Alzheimer, ya que
estos sujetos olvidan en cuestién de minutos (Rosenzweig & Barnes, 2003). Esos
cambios se relacionan con varias alteraciones que incluyen a la pérdida del
namero de sinapsis axoespinosas en el GD; disminucion de la fuerza sinaptica
entre las colaterales de Schaffer y el CAl, decremento en la respuesta mediada
por los receptores NMDA en las sinapsis del patron perforante hacia las células
granulares del GD y a alteracion en la regulacién del Ca** en el area del CA1

hipocampico (Rosenzweig & Barnes, 2003).

3. JUSTIFICACION

A pesar de que el cerebro en general es susceptible y vulnerable a los
efectos de la malnutricion y el envejecimiento; en el presente trabajo nos
enfocamos en observar si una dieta baja en proteina afecta al hipocampo y a los
procesos cognitivos que dependen de éste, con base en los hallazgos que
muestran que los animales malnutridos o con restriccion caldrica presentan
menores rasgos de senilidad (deficiencias en procesos cognitivos en especial el
aprendizaje y la memoria). Por lo tanto, consideramos de suma importancia
explorar si los retardos en el desarrollo observados en animales malnutridos se
pueden extrapolar a su conducta, en especial a su desempefio en tareas que
involucren la adquisicion y la retencion de nuevas conductas. Es por esto que en
el presente trabajo se estudié como es el desempefio en pruebas de aprendizaje
de animales seniles y ademas malnutridos en comparacion con animales seniles
con una dieta balanceada de laboratorio. Asi como también se estudi6 la ultra
estructura de las células piramidales del CA1, para observar qué efecto tiene la
malnutricion y la edad sobre éstas.

4. HIPOTESIS
4.1 Conductuales:
e Los animales joévenes aprenderan mejor la tarea evitacion activa en

comparacion con los animales seniles.
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Los animales jovenes presentaran una mejor retencion a corto y a largo
plazo de la tarea evitacion activa en comparacion con animales seniles.

La malnutricibn no producira deficiencias en el aprendizaje de la tarea de
evitacion activa en animales jovenes y seniles.

La malnutricibn no producira deficiencias en la retencién a corto y a largo
plazo de la tarea evitacion activa en animales jovenes y seniles.

Los animales jovenes presentaran una mejor extincion de la tarea de
evitacion activa en comparacion con animales seniles.

La malnutricibn no afectara la extincion de la tarea de evitacion activa en

animales jovenes y seniles.

4.2 Subcelulares:

Los animales seniles controles presentaran indicativos de atrofia celular
asociados a la edad en las neuronas de proyeccion (piramidales) del CA1
del hipocampo.

Las células de proyeccion (piramidales) del CAl1 de los animales jévenes
malnutridos no presentaran alteraciones subcelulares en comparacion con
animales controles.

Las células de proyeccién (piramidales) del CA1 de los animales seniles
malnutridos presentardn menos indicativos de atrofia celular asociados a la

edad en comparacién con animales seniles controles.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos generales:

En ratas Sprague-Dawley de 90 y 660 dias de edad control y malnutridas
postnatalmente, explorar el proceso de adquisicion y de retencion de la
tarea de evitacion activa.

Observar las caracteristicas de la organizacion subcelular de las células
piramidales del CA1 en los cuatro grupos que conforman este estudio.
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5.2 Objetivos particulares:

Explorar el aprendizaje de la tarea evitacion activa en los grupos:

e Jovenes (90 dias) controles.

e Seniles (660dias) controles.
Determinar, si la malnutricion interfiere en el aprendizaje de la tarea
evitacion activa en los grupos:

e Jovenes (90 dias) malnutridos.

e Seniles (660 dias) malnutridos.
Explorar la memoria de largo plazo de la tarea evitacion activa en los
grupos:

e Jovenes (90 dias) controles.

e Seniles (660 dias) controles.
Determinar si la malnutricion interfiere en la memoria de la largo plazo de la
tarea evitacion activa en los grupos:

e Jovenes (90 dias) malnutridos.

e Seniles (660 dias) malnutridos.
Determinar si la edad interfiere con la extincion de la tarea evitacion activa
en los grupos:

e Jovenes (90 dias) controles.

e Seniles (660 dias) controles.
Determinar si la malnutricion interfiere con la extincion de la tarea evitacion
activa en los grupos:

e Jbovenes (90 dias) malnutridos.

e Seniles (660 dias) malnutridos.
Determinar las caracteristicas de la ultraestructura de células piramidales
del CALl en los grupos:

e Control joven.

e Control senil.

e Malnutrido joven.

e Malnutrido senil.
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e Establecer las diferencias y analogias de la ultraestructura de las células

piramidales del CA1 entre los grupos control joven y control senil.

e Establecer las diferencias y analogias de la ultraestructura en las células

piramidales del CA1 entre los grupos malnutrido joven y malnutrido senil.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Sujetos

El protocolo y las maniobras que se utlizaron en el estudio, fueron

aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la

UNAM. Asimismo, estan acordes con las normas internacionales establecidas

para el manejo y uso de animales de experimentacion (NIH y la Nacional

Academy of Science, 2003)%.

Se trabajé con un total de 38 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley,

provenientes del bioterio del Instituto de Neurobiologia, donde se encontraban

en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y con libre acceso a agua y alimento. Se

les administré diferente dieta: una que incluia el 25% de caseina (control); y

otra que incluia solamente el 6% de caseina (malnutridos). Se formaron dos

grupos de ratas jovenes (90 dias), grupo malnutrido y grupo control y dos

grupos de ratas seniles (660 dias), grupo malnutrido y grupo control.

Grupos de Estudio

Sujetos | Controles

Malnutridos

Joévenes n=10

n=9

Seniles n=10

n=9

Tabla 1. Namero de sujetos y condiciones de nutricion que fueron considerados para este estudio.

6. 2 Método de Malnutricién

La malnutricion se produjo en una rata gestante primipara al reducir la

cantidad de proteina (caseina) al 6%° en la dieta desde 5 semanas antes del

8 National Institutes of Health (NIH). www.nih.gov.

® Dieta hipoproteinica isocalérica. Tekland diet 170915.Componentes g/k: Proteina (6% de Caseina), 60.0; L-metionina, 3.7;
sucrosa 511.74, fécula de maiz 53.52; aceite de maiz 151.80;celulosa (fibra) 67.16; Sales Minerales 35.0; fosfato de calcio
dibasico 6.02; carbonato de calcio 0.73; mezcla de vitaminas 10.00. K cal/g 4.30; color azul 0.33.
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apareamiento, con la finalidad de que su metabolismo corporal se estabilice. La
dieta se mantiene durante el apareamiento y se realizan frotis vaginales para
determinar el dia 1 de gestacion. Después del parto, las crias se separan por
sexo, se pesan y se dejan sélo 4 hembras y 4 machos con la madre. Las crias de
las madres control se pasan a una madre nodriza malnutrida para producir
malnutricion postnatal (Figura 10). Todas las crias se destetan en el dia 21 y se
colocan 3 animales en cada caja con la misma dieta. El grupo control se mantiene
con la dieta normal de laboratorio (25% de caseina) durante los periodos pre y
postnatal. Este disefio permite valorar el dafio que produce la malnutricion
postnatal por carencia de la proteina principal de la leche materna (caseina)
durante los periodos criticos del desarrollo, sobre todo en los procesos de
maduracion del SNC y en el establecimiento de sus funciones (Morgane, Mockler
& Galler, 2002).

Método de Malnutricion

Grupo Control (25%) Grupo Malnutrido (6%)
Madres Madres
Gestantes Gestantes
Parto Parto
Crias Control (25/25) Crias Malnutridas (25/6)
Dieta control Dieta 25/6

90 dias y 660 dias de edad

Prevencion Activa y Microscopia Electrénica

Figura 10. Método de malnutricion postnatal.
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6.3. Tarea de evitacidon activa de una via

Todos los animales se entrenaron en la tarea de evitacion activa de una via.
Para dicho entrenamiento fueron habituados a las condiciones del laboratorio; la
prueba se llevo a cabo en dos sesiones: la primera sesion fue de entrenamiento
(20 ensayos); la segunda 24 h después fue para medir la retencion (20 ensayos).
Se entrend primero a los animales seniles y un mes después se entrend a los
animales jovenes.

En esta tarea el sujeto adquiere una nueva conducta, la mantiene en la
memoria de corto plazo y posteriormente la consolida en la memoria de largo
plazo; en la sesidn de retencion, 24 h después, evoca la informacion aprendida en

el entrenamiento.

6.3.1 Material

El entrenamiento de evitacion activa y la prueba de retencion se realizaron
en una caja (plastico) de condicionamiento constituida por dos compartimientos de
las mismas dimensiones (30 x 30 x 30 cm) separados por una puerta tipo guillotina
(Figura 11). El piso del compartimiento de seguridad (A), hecho con barras de
acero inoxidable de 6 mm de didmetro separadas por 1.5 cm entre si. Las paredes
del compartimiento de castigo (B) estdn compuestas de dos placas de acero
inoxidable las cuales se encuentran separadas en la mitad del piso por una ranura
de 1 cm, dando una forma de V, lo cual permite que los sujetos hagan contacto
con ellas todo el tiempo y reciban un choque eléctrico. EI compartimiento de
castigo puede electrificarse utilizando un estimulador de pulsos cuadrados (Grass
Instruments Co., modelo S48) conectado en serie con una unidad de corriente
constante (Grass- Instruments Co., modelo CCU-1A). La camara de
condicionamiento esta ubicada en un cuarto sono amortiguado (2.44 x 1.95 x 2.50
m) y con baja iluminacion provista de un enmascarador de ruido (BRS/LVE,
modelo AU-902).
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COMPARTIMENTO DE COMPARTIMENTO DE
SEGURIDAD (A) CASTIGO (B)

ESTIMULADOR

Figura 11. Camara de evitacion activa

6.3.2. Sesion de adquisicion

Consiste en introducir al animal en el compartimiento B de la caAmara de
condicionamiento por 10 seg, con la puerta abierta. Enseguida se le administra un
choque, que permanece durante 10 seg. adicionales, tiempo durante el cual el
animal podia escapar al compartimiento A porque la puerta se mantiene abierta
durante el tiempo que el animal reciba el choque eléctrico. En el momento en el
que el animal escapa al compartimiento opuesto se cierra la puerta y el animal se
mantiene dentro de este compartimiento por 30 seg. En este momento se termina
el primer ensayo. Desde el compartimiento A, el animal es llevado manualmente al
compartimiento B para la realizacion de un nuevo ensayo, y asi hasta concluir 20
ensayos consecutivos, después de los cuales el animal se retira a su caja
habitacion y se termina la sesion. Puesto que cada animal realiza 20 ensayos en
una sesion, soélo puede ejecutar un maximo de 20 aciertos 6 20 errores. Se califico
con acierto o respuesta de evitacion, si el animal cruza del compartimiento B al
compartimiento A antes de recibir un choque eléctrico en las patas. Cuando el
animal permanece en el compartimiento B mas de 10 seg y recibe un choque
eléctrico (ImA) en las patas antes de cruzar al compartimiento de seguridad se
califica como error o escape en ese ensayo. Si el animal recibe un choque, y no
escapa al compartimiento contiguo al término de los 10 s que dure el choque se
cierra la puerta y se comienza con un nuevo ensayo (Martinez, Quirarte, Diaz-
Cintra, Quiroz & Prado-Alcala, 2002).
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6.3.3. Ensayo de retencién

Para medir la retencién de la tarea, se tomé en cuenta Unicamente el primer

ensayo de la sesion de extincion.

6.3.4. Sesion de extincion

Se entiende por extincidbn al proceso mediante el cual una respuesta
condicionada tiende a disminuir cuando se omite la presentacion del estimulo
reforzante o incondicionado, al que inicialmente se asocio dicha respuesta.

La sesion de extincidon (que también llamaremos sesion de retencion) se
realiz6 siguiendo el mismo procedimiento que en la sesidén de entrenamiento, pero
sin la aplicacion de choques eléctricos, para lo cual se mantuvo apagado el
estimulador de corriente eléctrica. En esta sesion se calificO cada ensayo como
acierto si el animal dio una respuesta de evitacibn, es decir, si cruzé al
compartimiento A dentro de los primeros 10 seg, o se calific6 como un error, si el
animal no cruzaba al compartimiento B, antes de 10 seg, si el animal cruza

después de los 10 seg se sigue considerando como error.

6.4. Andlisis estadistico conductual

De acuerdo a los puntajes experimentales obtenidos en cada una de las
mediciones de los grupos utilizados, se procedié a usar los siguientes modelos

estadisticos:

6.4.1. Ensayo por ensayo: Se analizaron las medias y errores estandar para
cada grupo ensayo por ensayo, para observar el curso temporal de la curva de
aprendizaje a lo largo de toda la sesion de adquisicidon, y se realizd el mismo

analisis para la sesion de extincion.

6.4.2. Bloques: - Se obtuvieron los datos crudos provenientes de las dos sesiones
que conformaron la evitacion activa, éstos se refieren a 20 ensayos por animal
para la adquisicion y otros 20 ensayos para la extincion. Posteriormente, se
agruparon los 20 ensayos sacando el promedio de 5 ensayos para formar un
bloque, por lo tanto se trabajé con los valores provenientes de 4 bloques por
animal en cada sesién (adquisicidn y extincion) de 5 ensayos cada uno.
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6.4.3. ANOVA: Se realiz6 una analisis multifactorial general de tres factores en el
cual se analizd el efecto de la edad y el efecto de la dieta en la sesién de
adquisicién y en el ensayo de retencién y de extincién. Se compararon los valores
por bloques y por sesién para los cuatro grupos, es decir para el primer andlisis se
trabajé con los valores obtenidos del bloque uno, de la sesién de adquisicion de

los cuatro grupos y se procedié a hacer las comparaciones estadisticas.

6.4.4. Andlisis post hoc: Se aplicé una prueba post hoc de Fischer's PLSD para
observar las diferencias significativas entre los grupos, las sesiones y los bloques

que las conforman.

Las comparaciones realizadas fueron hechas por sesién, por edad y por
dieta, asi para la sesién de adquisicién se hicieron comparaciones de todos los
grupos contra todos, tomando en cuenta los valores obtenidos de los bloques de

ensayos. Para la sesion de retencion se hicieron las mismas comparaciones.
6.5. Técnica de microscopia electrénica

Una semana posterior al entrenamiento, se perfundié a los animales por via
intracardiaca (previa anestesia con pentobarbital sédico), utilizando como fijador
paraformaldehido al 4% en solucién salina, luego se extrajo el encéfalo y se
continuo su fijacién por 2 horas en una solucion de 0.1 M de buffer de fosfato con
un pH 7.4, y paraformaldehido y glutaraldehido al 1.5% (c/u). Transcurrido el
tiempo, esta solucion fijadora se aspiré y se lavo 3 veces con solucion salina de
buffer de fosfato (0.1 M, 0.9% NaCl, pH 7.3). Se obtuvo el hipocampo a la altura
de -3.3 de Bregma y se realizaron cortes de 200 micras en un vibratomo; se
utilizaron los hipocampos dorsales izquierdos y fueron divididos en GD, CAl y
CA3. Los cortes referentes al area del CA1 fueron procesados con la técnica de
microscopia electrénica y fueron incluidos en plano. Las observaciones bajo el
microscopio se realizaron de los cortes finos de esta zona a aumentos de 5,000x
con la finalidad de observar la neurona completa. Asimismo, se escogieron
aquellas en las que se observaba la dendrita apical y se aumentaron a 8,000x con
la finalidad de observar méas de cerca la neurona y la dendrita. Para poder medir
las areas del soma, del ndcleo y del citoplasma se realizé la reconstruccion de
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cada célula, ensamblando cada una de las impresiones en papel para visualizar a
la neurona, completa. Cada parte fue tomada a 20,000x (Figura 12), (Carabez,
Sandoval & Palma, 1998). Se tomaron en cuenta estos parametros de medicién
con base en estudios previos realizados por Diaz—Cintra, Yong, Aguilar, Bi, Lynch
y Ribak, (2004), los cuales mostraron que los principales cambios celulares
debidos al envejecimiento se reflejaban en el tamafio del somay en el nucleo de la

célula.

Area del soma

Area del citoplasma

Area del ntcleo

Figura 12. Fotomicrografia a 8,000x de una neurona piramidal del CA1 de un animal senil control.
Las flechas indican las diferentes areas que se midieron en cada neurona, para obtener el area del
citoplasma se hizo la substraccion del area del ndcleo al area del soma.

6.5.1. Preparacion del hipocampo en plano

Para mantener al tejido lo mas plano posible y que se conserve la
orientacion de las células del CAl, durante la deshidratacion e impregnacion se
coloca cada una de las zonas entre dos papeles filtro y dos cubreobjetos de

plastico perforados asegurados con un clip. La deshidratacion se efectu6 en
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alcohol de concentraciones graduales desde 50% hasta absoluto. Luego, se
incluyeron en resina epoxica (Eponate Polybed-812) por 3 dias. La polimerizacion
de los cortes se efectué en dos pasos, primero los bloques individuales se
mantuvieron “planos”, posteriormente se colocaron entre dos portaobjetos de
plastico (12 h), al término del tiempo se separaron en pequefas lentejuelas para
ser re-incluidas por polimerizacibn a un molde de resina epodxica, procurando
colocarlas en el centro. Después se obtiene la “piramide” de la zona de estudio
(Figura 13), se hacen cortes semifinos de 5 micrometros en un ultramicrotomo
Reichert Um03 para obtener cortes finos del area del CAl. Estos se tifien con
0.1% de azul de toluidina sobre una placa caliente, se lavan y se observan al
microcopio. Una vez ubicada la zona del CA1l, se procede a obtener cortes finos
de esta zona con una navaja de diamante, los cuales son colectados en porta
muestras, se tiflen con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras se
observan en el microscopio electrénico de transmision (Jeol-100 B) operando a 80
kV. Se localizan las neuronas del CAl1 cuyas dendritas apicales se localicen
claramente. En cada célula, deben distinguirse ademas del nucleo los organelos
celulares (aparato de Golgi, mitocondrias, lisosomas asociados a vesiculas
(granulos de lipofusina) y lisosomas (Figura 14). Luego se procede a su captura y
digitalizacion en una computadora Macintoch (Diaz-Cintra, Yong, Aguilar, Bi,
Lynch & Ribak, 2004).

6.6. Analisis morfométrico

Se efectud en 6 neuronas piramidales del CA1 provenientes de 3 animales
por grupo escogidos al azar. Cada célula se digitalizé por partes por medio de
fotomicrografias de 20,000x, y con las impresiones se reconstruy0 la neurona
completa en papel. La captura de cada célula, también se hizo por digitalizacién
de imégenes directo del microcopio electrénico y con el programa de IpLab. En
cada célula, se midi6 el perimetro y area del soma, del nucleo y area del
citoplasma, asi como el nimero de mitocondrias, lisosomas, aparatos de Golgi y

lisosomas asociados a vesiculas.
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4X 10X

CM
DA

CP
15X 20X

Figura 13. Fotografias de cortes incluidos en resina, donde se puede observar como se le va
dando a la preparacién forma de piramide para proceder a realizar los cortes semifinos (tefiidos
con azul de toluidina). Se observa la capa de células piramidales (CP), la capa molecular (CM) con

las dendritas apicales (DA) del CAL.

Mitocondrias

Lisosomas
A B
Aparato de
Golgi
Lisosomas
asociados
a

Vesiculas

C D

Figura 14. Fotomicrografias de cortes finos a 20,000x de neuronas piramidales del CAl, se
observan los organelos considerados para este estudio: lisosomas (A), mitocondrias (B), lisosomas

asociados a vesiculas (C) y aparato de Golgi (D).
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6.6.1. Andlisis estadistico subcelular

Posterior al entrenamiento de la evitacion activa se realizo la perfusion de
los animales para obtener el hipocampo dorsal izquierdo y procesarlos con la
técnica de microscopia electréonica. El analisis subcelular de las neuronas
piramidales del CAl, se realiz6 tomando 3 animales al azar y de éstos se
estudiaron 6 neuronas piramidales (por animal) en las cuales se pudiera observar
la dendrita apical y el nucléolo. Se tomaron fotomicrografias directas del
microscopio y fueron analizadas. Con el programa Iplab se midié el area y el
perimetro del soma y del nucleo; a su vez se calculé el area del citoplasma
restando el area del nucleo al area del soma. En las fotomicrografias impresas
(20,000x) se contaron el niumero de mitocondrias, de lisosomas y de lisosomas

aunados a vesiculas.

6.6.2. ANOVA: Se realiz6 un analisis multifactorial para observar el efecto del
envejecimiento y la dieta sobre la organizacion subcelular de las neuronas
piramidales del CAl. Comparando todos los grupos contra todos para cada
variable; es decir, se compararon los resultados obtenidos de la medicion del area
del nucleo y se compararon los valores de todos los grupos contra estos mismos

valores.

6.6.3. Analisis post hoc: Se aplico una prueba post hoc de Fisher LSD para
observar las diferencias significativas entre los grupos y las variables subcelulares
tomadas en cuenta para este estudio. Las comparaciones realizadas fueron

hechas por edad, por dieta y por variable.
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7.- RESULTADOS

Para verificar a las hipodtesis planteadas en el estudio se analizaron los

siguientes resultados.

7.1. Conductuales

Se realizé un analisis multifactorial general para observar la interaccion
entre los diferentes factores contemplados en este estudio. A continuacién se
muestran dichos resultados para ambas sesiones (adquisicion y extincion). En
la Tabla 2 se muestra el ANOVA de medidas repetidas para la sesion de
adquisicion. En la cual se observa que para existe diferencia significativa entre
grupos y entre los ensayos con una p<0.01. En la interaccion se observa una
p=0.0526 considerada como valor limitrofe.

ANOVA de medidas repetidas para la sesion de Adquisicion

Factor GL F p<
Grupos F(3, 34) 7.123 0.01
Ensayos F (19,57) 8.205 0.01

Interaccion F (57,646) 1.342 0.0526

Tabla 2: ANOVA de medidas repetidas para la sesidn de adquisicion, los valores en rojo indican
diferencias significativas con una p<0.05.

Para una mejor comprension de estos resultados observar la Figura 15 en
la cual se muestra el ANOVA del desarrollo de los animales, asi como las medias
y errores estandar a lo largo de toda la sesién ensayo por ensayo. Esta grafica
muestra que el grupo joven malnutrido (azul) obtiene valores de latencia de
escape mayores en comparacion a todos los grupos, observandose diferencias
significativas con respecto al grupo joven control en los ensayos 3, 7, 11, 13, 15,
16 19. Los grupos control joven, senil control y senil malnutrido muestran un
desempefio similar a lo largo de toda la sesion. La Figura 16 muestra el andlisis

post hoc de esta sesion agrupando los 20 ensayos en 4 blogues de 5 ensayos.
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Sesién de Adquisicion Joven Control

Senil Control
* Joven Malnutrido
12 Senil Malnutrido

10

[oe]

Latencia de Escape (Seg)
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Numero de Ensayos

Figura 15: Medias y errores estandar de la latencia de escape ensayo por ensayo para la sesion
de adquisicion, notese que el grupo joven malnutrido muestra valores mas altos de latencia de
escape en toda la sesion. Los grupos joven control, senil control y senil malnutrido muestran un
desempefio similar a lo largo de toda la sesion. * =p<0.05

Para una mejor comprension de estos resultados se realiz6 el andlisis post
hoc para el cual los datos se agruparon en 4 bloques de 5 ensayos. Se utilizo la
prueba Fischer’s PLSD para cada bloque. Los resultados se muestran en la Figura
16. Observamos que el grupo joven malnutrido (azul) tiene valores de latencia de
escape significativamente mas altos en todos los bloques en comparacién con los
otros grupos, sin embargo, se mantiene por debajo de los 10s, lo cual indica que si
aprende la tarea. En el bloque uno muestra valores de latencia de escape
significativamente mayores en comparacién con el grupo joven control con una
p<0.01. En el bloque 2 observamos que el grupo joven malnutrido muestra valores
de latencia de escape significativamente mayores en comparacion con el grupo
joven control con una p<0.01; en comparacion con el grupo senil control con una

p<0.01 y con el grupo malnutrido senil con una p<0.001. En el bloque 3
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observamos que el grupo joven malnutrido muestra valores de latencia
significativamente mas elevados en comparacion con el grupo joven control con
una p<0.001; en comparacién con el grupo senil control con una p<0.001;
finalmente, en comparacion con el grupo senil malnutrido con una p<0.001. Para
el bloque 4 observamos en las comparaciones valores significativamente mayores
para el grupo joven malnutrido en comparacién con el grupo joven control con una
p<0.001; para el grupo joven malnutrido en comparacion con el grupo senil control
con una p<0.001 y para el grupo joven malnutrido en comparacion con el senil

malnutrido con una p<0.001.

Joven Control

Sesidn de Adquisicidn Senil Control
Joven Malnutrido
Senil Malnutrido
10 **
**%k *k*%

. 8 *k*
=)
o)
()
-
)
g 6
[&]
(%]
L
)
°
g 4
e *
5 Diferente en comparacion
S con el grupo joven Control

2 *x* Diferente en comparacion

con todos los grupos
0
Bl B2 B3 B4

Bloques de 5 ensayos

Figura 16: Analisis post hoc para la sesién de adquisicion. Se observa que en todos los bloques el
grupo joven malnutrido muestra valores de latencia de escape significativamente mayores en
comparacién con los otros grupos, entre los cuales no se encuentran diferencias significativas.
Cada punto muestra la media + el error estandar. **=p<0.01; ***=p<0.001.

La Tabla 3 muestra el ANOVA de medidas repetidas para la sesion de
extincion, se observan diferencias significativas entre grupos y entre ensayos con

una p<0.05. En esta sesion se observé interaccion con una p>0.05.
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ANOVA de medidas repetidas para la sesién de Extincion

Factor GL F p<
Grupos F (3,34) 10.933 0.01
Ensayos F(19,57) 12.013 0.01
Interaccion F(57,646 1.948 0.01

Tabla 3. ANOVA de medidas repetidas para la sesiéon de extincién, los valores en rojo indican
diferencias significativas con una p<0.05.

La Figura 17 muestra los resultados de el ANOVA de medidas repetidas, asi
como las medias + el error estdndar ensayo por ensayo para la sesion de
extincion. Se observa que el grupo senil malnutrido, presenta una curva de
extincion muy clara al obtener valores de latencia de escape muy por encima en
comparacion con los demas grupos desde los primeros ensayos. En el grupo
joven malnutrido la extincién puede observarse durante los primeros ensayos; sin
embargo en el ensayo 5 presenta recuperacion espontanea de la conducta
adquirida en la sesion de entrenamiento, después de este ensayo vuelve a
extinguirse esta conducta. El grupo senil control presenta extincion de la respuesta
hasta el ensayo 6; y finalmente el grupo joven control no muestra extincion durante
los primeros 13 ensayos; en el ensayo 14 muestra valores de latencia de escape
superiores a los 10s, pero para los ensayos subsecuentes vuelve a mantener

valores de latencia de escape inferiores a los 10s.
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Figura 17. ANOVA de medidas repetidas para la sesién de extincion. Se observan diferencias
significativas entre el grupo joven control y el grupo joven malnutrido en todos loe ensayos excepto
en los ensayos 4, 5,7,8 y 14. Cada punto indica las medias + errores estandar de la latencia de
escape ensayo por ensayo. Nétese que el grupo malnutrido senil muestra valores mas altos de
latencia de escape en toda la sesién, seguido del grupo joven malnutrido aunque este presenta
una recuperacion espontanea en el ensayo 5. El grupo control senil presenta extincion de la
conducta a partir del ensayo 6. El grupo joven control mantiene valores de latencia de escape
inferiores a los 10s en todos los ensayos con excepcion del ensayo 14. *0p<0.05.

Para una mejor comprension de estos resultados se realiz6 el andlisis post
hoc para el cual los datos se agruparon en 4 bloques de 5 ensayos. Se utilizo la
prueba Fischer’'s PLSD para cada bloque. Los resultados obtenidos se observan
en la Figura 18. En el bloque 1, el grupo joven control muestra diferencias
significativas en comparacion con el grupo senil control con una p<0.01, en
comparacion con el grupo joven y senil malnutrido muestra diferencias
significativas con una p<0.001. En el bloque 2 se observa que el grupo joven
control muestra diferencias significativas en comparacion con el grupo senil control
con una p<0.01 y diferencias significativas en comparacion con los grupos joven y
senil malnutrido con una p<0.001. Para el bloque 3 se observa que el grupo joven
control muestra diferencias significativas en comparacién con los grupos senil

control; joven malnutrido y senil malnutrido con una p<0.001. En el bloque 4
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observamos que el grupo joven control muestra diferencias significativas en
comparacion con los grupos senil control; joven malnutrido y senil malnutrido con

una p<0.001.

Sesidn de Extincion 24 h después
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Figura 18. Andlisis post hoc para la sesién de extincion, se observa que en todos los bloques el
grupo senil malnutrido muestra valores de latencia de escape significativamente mayores en
comparacioén con los otros grupos. El grupo control joven mantiene valores de latencia de escape
por debajo de 10s en los 4 bloques. Cada barra muestra la media + el error estandar. **=p<0.01;
***=n<0.001.

Para observar si los 4 grupos de trabajo retuvieron la tarea de evitacion
activa, se tomo el ensayo 1 de la sesién de extincion como prueba de retencién,
los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Figura 19, en dénde
observamos que 24h después del entrenamiento los grupos control joven, control
senil y senil malnutrido recuerdan la tarea; no asi el grupo malnutrido joven, el cual

muestra latencias de escape superiores a los 10s en este ensayo.
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Figura 19. Analisis factorial para el ensayo 1, el cual se tomé como ensayo de retencion. Se
observa que el grupo joven malnutrido es diferente significativamente en comparacion con los otros
3 grupos de trabajo. **=p<0.01; ***=p<0.001.



7.2. Anatdémicos

7.2.1. Pesos corporales

Se analizaron los pesos corporales a lo largo del desarrollo de los animales
utilizados en este estudio para observar el efecto de la malnutricion en el peso

corporal en diferentes edades.

Tabla de Pesos Corporales

EDAD CONTROLES | MALNUTRIDOS

Nacimiento 6.3+ 4.2 5.2+ 0.94

Destete 44.3 + 3.13 25.0 £ 6.39

90 dias | 383.91 + 14.65 87.9 +£11.00

660 dias |489.02 +76.91 | 386.47 +58.82

Tabla 4: Muestra las medias + las desviaciones estandar de los pesos corporales de animales
controles y malnutridos al momento del nacimiento, del destete, a los 90 dias y a los 660 dias de
edad.

Se calculd la disminucién del peso corporal en porcentaje de acuerdo a la
edad y se observé que el grupo joven malnutrido muestra una reduccion de peso
corporal del 77% en comparacion con el grupo control joven; y el grupo senil
malnutrido muestra una reduccion de peso corporal del 20% en comparacion con

el grupo senil control.

7.2.2. Pesos Cerebrales

Se analizaron los pesos cerebrales previos a la perfusion para observar el

efecto de la malnutricion y de la edad en este parametro del desarrollo.
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Tabla de Pesos Cerebrales

EDAD CONTROLES MALNUTRIDOS
90 dias 1.53+0.12 1.36 £ 0.05
660 dias 1.8+ 0.15 1.47 £ 0.15

Tabla 5: Muestra las medias + las desviaciones estandar de los pesos cerebrales de animales
controles y malnutridos a los 90 dias y a los 660 dias de edad.

Se analizé la disminucion del peso cerebral en porcentaje de los grupos
controles jovenes y seniles en comparacién con los grupos malnutridos de las
mismas edades y se observO que el grupo joven malnutrido muestra una
disminucion del peso cerebral del 11.11% en comparacién con el grupo joven
control. El grupo senil malnutrido muestra una disminucién del 18.33% del peso

cerebral en comparacion con el grupo senil control.

7.3. Subcelulares

El analisis de los resultados correspondientes a los pardmetros obtenidos
de estructuras subcelulares se realiz6 mediante una ANOVA de una via para
cada variable: area del soma, del nucleo y del citoplasma, asi como; niumero de
aparatos de Golgi, lisosomas asociados a vesiculas, lisosomas y mitocondrias
para los cuatro grupos: jovenes controles y malnutridos; y seniles controles y

malnutridos. En total se analizaron 72 células provenientes de 12 animales.

7.3.1. Area del Soma

Los resultados obtenidos para esta variable se muestran en la Figura 20,
observamos que el area del soma de el grupo control joven es significativamente
menor en comparacion con el grupo malnutrido senil con una p<0.01, asi como el
grupo control senil tiene un tamafo significativamente menor en comparacion con

el malnutrido senil con una p<0.01.
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Figura 20. Analisis multifactorial para la variable area del soma, el grupo joven control tiene un
area del soma significativamente menor en comparaciéon con el grupo senil malnutrido con una
p<0.01; el grupo senil control tiene un area significativamente menor en comparacion con el grupo
senil malnutrido con una p<0.01. Cada barra indica la media + el error estandar.

7.3.2. Area del Nucleo

Para esta variable observamos que el grupo control senil tiene un tamafio
del area del ndcleo significativamente menor en comparacion con el grupo
malnutrido senil con una p<0.05 (Figura 21). Entre los grupos control joven y

malnutrido joven no se observan diferencias significativas.
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Figura 21. Andlisis multifactorial para el area del nucleo, observamos que el grupo senil control
tiene un tamafio del area significativamente menor en comparacion con el grupo senil malnutrido.
Cada punto indica la media * el error estandar.
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7.3.3. Area del Citoplasma

Los resultados obtenidos del andlisis para esta variable se muestran en la
Figura 22, observamos que el grupo control joven tiene un area del citoplasma
significativamente menor en comparacién con el grupo malnutrido joven y con el
grupo malnutrido senil con una p<0.05. El grupo control senil tiene un area del
citoplasma significativamente menor en comparacién con el grupo malnutrido

joven y malnutrido senil con una p<0.05.
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Figura 22: Andlisis multifactorial para el area del citoplasma, observamos que los grupos controles
jovenes y seniles tienen un area del citoplasma significativamente menor en comparacion con los
grupos malnutridos jévenes y seniles con una p<0.05. Cada barra indica la media + el error
estandar.

7.3.4. Aparato de Golgi

Después de analizar los resultados obtenidos para esta variable se observé
que no existen diferencias significativas entre ninguna comparacion en el nimero
de aparatos de Golgi observados en las neuronas de estudio. Los datos se

muestran el la Figura 23.
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Figura 23: Cada barra muestra las medias + errores estandar para esta variable. No se observan
diferencias significativas entre los grupos.

7.3.5. Lisosomas asociados a vesiculas

Los resultados obtenidos del analisis para esta variable se muestran en la
Figura 24. Observamos que el grupo control joven tiene un ndmero
significativamente menor de lisosomas asociados a vesiculas en comparacion con
el grupo malnutrido senil con una p<0.01. El grupo malnutrido joven tiene un
namero significativamente menor de lisosomas asociados a vesiculas en
comparacion con el grupo malnutrido senil con una p<0.01. Por ultimo el grupo
control senil, tiene un numero significativamente menor de éste organelo en

comparacion con el grupo malnutrido senil con una p<0.05.
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Figura 24: Analisis multifactorial para la variable lisosomas asociados a vesiculas. Se observa que
el grupo senil malnutrido tiene un numero de este organelo significativamente mayor en
comparacién con los otro tres grupos. * =p<0.05, ** =p<0.01. Cada barra indica la media + el error
estandar.

7.3.6. Lisosomas

Los resultados obtenidos del andlisis multifactorial para esta variable se
muestran en la Figura 24, observamos que el grupo control joven tiene un nimero
de lisosomas significativamente menor en comparacion con el grupo malnutrido
joven con una p<0.05 y con el grupo malnutrido senil con una p<0.01. El grupo
senil control tiene un numero significativamente menor de lisosomas en
comparacion con el grupo malnutrido joven con una p<0.05 y con el malnutrido

senil con una p<0.01.
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Figura 25. Andlisis multifactorial para la variable lisosomas, observamos que los grupos
malnutridos jovenes y seniles muestran un nimero de lisosomas significativamente mayor en
comparacién con los grupos controles jovenes y seniles. *=p< 0.05, *=p<0.01. Cada barra indica la
media + el error estandar.

7.3.7. Mitocondrias

Los resultados obtenidos del andlisis multifactorial para esta variable se
muestran en la Figura 25. Observamos que el grupo senil control muestra un
namero significativamente menor de mitocondrias en comparacién con el grupo
senil malnutrido con una p<0.05. Para los grupos joven control y joven malnutrido

no se observaron diferencias significativas.
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Figura 26. Analisis multifactorial para el numero de mitocondrias. El grupo senil control muestra un
namero significativamente menor en comparacion con el senil malnutrido con una p<0.05. Cada
barra indica la media * el error estandar.
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron dos variables (malnutricion y edad) por
separado y la interaccién entre ambas sobre la adquisicion, retencion y extincion
de la prueba de evitacién activa y sobre la estructura subcelular de las neuronas
piramidales del CAl del hipocampo. Para mayor claridad, se argumenta cada
variable por separado, y posteriormente se argumenta la interaccion entre ambas.
De esta manera, se discuten los resultados de la prueba conductual valorada en
tres sesiones; una de adquisicion, una de retencién y otra de extincion, cabe hacer
la aclaracion que de ésta ultima se considera el primer ensayo como la prueba de
retencidn y los subsecuentes ensayos como prueba de extincion. En esta parte de
la discusién, se compara la capacidad plastica del sustrato neuronal hippocampal
asociado a los procesos de memoria y aprendizaje en los distintos grupos
experimentales. Al final de la discusion se argumentan los cambios cuantitativos y
morfométricos en la estructura subcelular de las neuronas del CA1 del hipocampo;
estos cambios fueron observados como resultado de la medicién de las areas del
soma, del nucleo y del citoplasma; ademas de contar el nimero de los organelos
(mitocondrias, aparato de Golgi, lisosomas asociados a vesiculas y lisosomas); en
los cuatro grupos de trabajo. Esta Ultima parte enfoca la discusion de las
alteraciones metabdlicas neuronales de los distintos grupos asociados a as

variables experimentales analizadas.

Hasta el presente, en la literatura existe evidencia tanto conductual como
anatomica de los efectos que produce la malnutricion, sobre el desarrollo SNC. En
los roedores se ha mostrado que la malnutricion prenatal o postnatal produce
anormalidades estructurales y bioquimicas en diferentes regiones cerebrales,
particularmente en la neocorteza y la FH (Lukoyanov & Andrade, 2000). A su vez,
se ha mostrado que los animales malnutridos durante el desarrollo exhiben
numerosos y a menudo irreversibles cambios conductuales incluyendo
alteraciones en conductas como la de evitacién, la exploratoria y en su
comportamiento social; asi como, trastornos emocionales y deficiencias
relacionadas con la memoria espacial (Lukoyanov & Andrade, 2000). Se ha

observado también en estos animales hiperactividad ante estimulos dolorosos y
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aversivos (Rocinholi, Almeida & Oliveira 1997), menores signos de ansiedad
(Hernandes & Almeida, 2003); y un pobre desempefio en pruebas que involucran
los procesos de aprendizaje y memoria sobre todo de tipo espacial, mismos que
requieren la participacion del hipocampo (Bedi, 1992). Sin embargo,
observaciones de este laboratorio han sugerido que los animales malnutridos
presentan mayor longevidad y menores rasgos de senilidad o de enfermedades
aparentes asociadas al envejecimiento. A su vez el grupo de Tacconi, et al; 1991,
observaron en animales con dieta restringida, que no sufren aumento de peso
debido a la edad, que se incrementa la longevidad y que el deterioro fisioldgico
gue se observa en animales con dieta ad libitum, se ve retrasado en estos
animales. Estas observaciones provocaron la duda de si estos rasgos aminorados
del envejecimiento pudieran replicarse en la ejecucion de procesos cognitivos. En
el presente trabajo, obtuvimos resultados que concuerdan con estas
observaciones en lo referente al desempeiio en la prueba de evitacion activa. Si
tomamos en cuenta que la prueba de evitacion activa utilizada, consta de 20
ensayos tanto para la sesion de adquisicion como para la sesion de extincion;
podriamos argumentar, que en la sesién de adquisicion el animal normal aprende
informacion nueva y ésta es procesada por la memoria de corto plazo durante los
20 ensayos, lo cual le permite al sujeto resolver la tarea. Nuestras observaciones
conductuales de los grupos malnutridos muestran que tanto jévenes como seniles
logran aprender la tarea. Por lo tanto, podemos inferir que estos animales son
capaces de procesar informacion nueva y mantenerla en la memoria de corto
plazo para resolver la tarea. Sin embargo, el grupo joven malnutrido difiere
significativamente en su menor desempefio de la prueba en comparacién con los
otros grupos. Este dato sugiere que el procesamiento de informacion requerido
para adquirir nuevas conductas y resolver adecuadamente una tarea se ve
alterado significativamente por el efecto negativo de la malnutricion en animales
jovenes.  Asimismo, probablemente la  malnutricibn esté afectando
significativamente al hipocampo, dando como resultado la incapacidad de unir los
elementos del estimulo en combinaciones. Este dato sugiere que el dafio

producido por la malnutricion es mas evidente en etapas tempranas, suponiendo
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que, como los animales no recibieron un tratamiento de rehabilitacion nutrimental,
le toma mayor tiempo al organismo adaptarse a la deficiencia de proteina, y podria
ser por esta razén que el dafio en la conducta provocado por la malnutriciéon sea
mas evidente en animales jovenes. Por otro lado, no debe perderse de vista que
los animales malnutridos presentan retardo en la maduracion funcional (Bush &
Leathwood, 1974; Kirkwood & Shanley, 2005). Asi que debido a este factor,
pudiera ser que los animales de 90 dias presentan inmadurez en el sistema
nervioso lo cual se ve reflejado en que desempefien pobremente esta tarea, o bien
a que los animales malnutridos invierten la mayor parte de su energia en el
mantenimiento de las funciones celulares para lograr la supervivencia (Kirkwood &
Shanley, 2005). A estas observaciones se une el hecho de analizar los pesos
corporales y ver la ganancia de peso a lo largo del desarrollo en los animales de
90 dias se hace mas evidente la pérdida de peso en comparaciéon con los
animales controles. Asimismo, a partir de esta edad, el peso corporal en los
animales malnutridos no se incrementa en la misma proporcion en comparacion

con los animales controles.

Durante el proceso de aprendizaje, se observo que la intensidad de choque
utiizada (1mA), es suficiente para que los animales malnutridos jévenes y
malnutridos seniles adquieran la tarea; seria interesante para estudios posteriores
utilizar diferentes intensidades de choque, para definir si los animales en estas
condiciones pueden aprender la tarea con una intensidad de choque menor o si su
rendimiento mejora utilizando una intensidad mayor. Para la variable edad
observamos el mismo patron ya que los animales seniles controles aprendieron la
tarea, sin diferir significativamente del grupo joven control. Esto permite inferir que
ni el aprendizaje ni la memoria de corto plazo se ven afectados por la edad, y que

la intensidad de choque utilizada (1mA) fue suficiente para producir el aprendizaje.

Al analizar los resultados del ensayo 1 de la sesién de extincion el cual se
tom6 como prueba de memoria d largo plazo, Unicamente el grupo joven
malnutrido no retiene la tarea, esto puede deberse al pobre desempeiio en la
sesion de entrenamiento, ya que aunque logra aprender la tarea, lo hace de

manera deficiente. Este resultado puede tener una doble explicacion: la primera es
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que los animales jovenes malnutridos no establecen correctamente la relacion
entre el estimulo condicionado y el reforzador negativo utilizados en esta prueba;
la segunda posibilidad es que establezcan de manera correcta la relacién, pero no
sean capaces de mantenerla en la memoria d corto plazo y debido a ésto se vean
forzados a aprender constantemente la tarea durante toda la sesidn. Resultan
sobremanera interesantes los resultados obtenidos en este ensayo ya que ni el
factor edad, ni la interaccion entre edad y malnutricion afectan la retencion de la
tares 24 h después, dato que sustenta nuestras hipotesis. Asimismo, las curvas de
extincion obtenidas en los ensayos subsecuentes, del grupo senil control y del
grupo senil malnutrido muestran que estos grupos son capaces de entender el
cambio en los estimulos presentados, y por lo tanto de adquirir un nuevo
aprendizaje, estos resultados sustentan la sugerencia de que una dieta restringida
en calorias no afecta la capacidad de aprender y recordar una nueva tarea en
animales seniles. Esta capacidad no se observa tan clara en el grupo joven
malnutrido ya que presenta recuperacion espontanea en la sesion de extincion y
requiere de mas ensayos para asociar la nueva relacion entre los estimulos. Esto
podria deberse a que en edades tempranas el dafio por la malnutricion es mayor,
debido a que el organismo requiere de un tiempo mas prolongado para lograr
adaptarse a la deficiencia de proteina. Esta idea se puede corroborar con los
estudios de aprendizaje espacial en el laberinto acuético de Morris, realizados por
Bedi (1992), quien estudio los efectos postnatales de la malnutricion en animales
de diferentes edades (35, 65, 170 y 220 dias de edad). Este autor encontré que
solio los animales de 35 dias de edad tuvieron alteraciones en el aprendizaje
espacial en comparaciéon con los controles, en las otras edades no encontrd
deficiencias significativas, debido a que después de un largo periodo de
rehabilitacion nutrimental se eliminaron las diferencias entre los controles y los
grupos previamente malnutridos, sin importan la edad, ni el grado de malnutricién.
Es decir, los animales que fueron probados con menor tiempo de rehabilitacion
nutrimental presentaron alteraciones conductuales y los animales que recibieron
por un periodo mas largo la rehabilitacion no presentaron alteraciones

conductuales. En el caso de nuestro trabajo la malnutricion se indujo durante toda
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la vida de los animales, sugiriendo que con la edad el organismo es capaz de
generar un mecanismo de compensacion, y quizas por éste el grupo senil
malnutrido incluso presenta mayor niumero de aciertos en ambas sesiones en
comparacion con el grupo joven malnutrido. Por lo tanto, podemos inferir que los
rasgos de envejecimiento menos evidentes observados en animales seniles
malnutridos, de alguna manera se pueden extrapolar a la conducta de éstos. Con
respecto a esta observacion, es importante sefialar que los animales malnutridos
logran mantener mecanismos de plasticidad (respuestas celulares adaptativas
ante un factor nocivo externo); los cuales podrian contrarrestar algunos de los
dafios producidos por la malnutricion posnatal cronica. Esta respuesta de
plasticidad adaptativa se muestra en los resultados conductuales obtenidos en
este trabajo, sugiriendo que la capacidad de aprendizaje y de retencién se
preserva a lo largo del desarrollo aun en animales seniles malnutridos. Por lo
tanto, puede sugerirse que el efecto de la malnutricion por si sola es mas evidente

en edades tempranas.

El segundo aspecto considerado en esta investigacion fue identificar los
cambios producidos por la malnutricion y por la edad en la estructura subcelular de
las neuronas piramidales del CAl, tomando en cuenta que las células se suelen
encontrar en un estado de equilibrio homeostatico. Asi que éstas pueden modificar
su estado funcional en respuesta a estimulos de intensidad moderada,
manteniendo su equilibrio, pero frente a estimulos fisiolégicos més excesivos o
estimulos patolégicos. Bajo estas condiciones, las células reaccionan utilizando
diferentes mecanismos de compensacion al dafio y a la senectud que incluyen
entre otros a los siguientes:

a) Adaptacion: Estimulos fisiologicos excesivos o algunos estimulos patolégicos
que dan lugar a un estado nuevo y alterado que preserva la viabilidad de la célula.
b) Lesién celular reversible: Se refiere a cuando la célula ha sufrido modificaciones
patologicas que pueden desaparecer cuando dicho estimulo cesa, o la lesidén es
leve.

c) Lesion celular irreversible: Se refiere a alteraciones patoldgicas de caracter

permanente que gradualmente dan lugar a la muerte celular.
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Entre las diversas causas que provocan estas reacciones se encuentran los
desequilibrios nutricionales (carencias proteico-cal6ricas, de vitaminas y otros
componentes de la dieta) y el proceso natural del envejecimiento. Ambas
observaciones indican que la estructura celular, se altera de manera importante
desencadenando procesos tales como la apoptosis o0 la necrosis; cabe hacer la
aclaracién de que los mecanismos que desencadenan el proceso de apoptosis
son con mayor frecuencia factores internos del organismo y los mecanismos que
desencadenan procesos necréticos son con mayor frecuencia factores externos
(Velasco, Beas-Zarate & Gomez-Pinedo, 2004). Las caracteristicas particulares de
cada proceso estan totalmente diferenciadas y ya han sido presentadas en la
seccion de antecedentes.

Las lesiones celulares que se producen por estos dos factores pueden ser
de caracter reversible dependiendo de la lesion y del estadio de la misma. La
célula puede activar mecanismos de reparacion para compensar dicha lesion.
Tomando en cuenta estas observaciones, en el presente trabajo, se hizo un
estudio cuantitativo de algunas estructuras subcelulares de las neuronas del CAL,
para valorar como se ven afectadas por la malnutricion postnatal cronica y por la
edad. En primer lugar, se hizo el céalculo del area del soma, del nucleo y del
citoplasma, debido a que cuando la célula recibe un estimulo nocivo pierde la
permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica produciendo alteraciones en
el transporte de las sustancias hacia el interior de la célula, sobre todo afectando
al transporte activo y produciendo un cumulo de sodio intracelular, con el cual
aumenta la presion osmotica en el interior de la célula provocando la entrada de
agua y produciendo edema intracelular también conocido como tumefaccién
celular. Como respuesta a la lesion celular se distienden las cisternas del reticulo
endoplasmico y del aparato de Golgi. Asimismo, se dilatan las mitocondrias, se
dispersan los polirribosomas, se forman vacuolas confluentes en el citoplasma y
se rompe la membrana plasmatica (Velasco, Beas-Zarate & Gbémez-Pinedo,
2004). En nuestros hallazgos observamos como afecta la malnutricion postnatal
cronica el tamafio de las neuronas y obtuvimos que producto de la interaccion

entre la malnutriciébn postnatal crénica y la edad, encontramos que el area del
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soma es significativamente mayor en el grupo senil malnutrido en comparacion
con los otros tres grupos de trabajo. Este resultado muestra que las células de
estos animales perdieron la permeabilidad de la membrana promoviendo la
entrada de sustancias a la neurona y por lo tanto, estas neuronas se encuentran
en estado de edema o tumefaccion celular. Por otro lado, observamos que en el
grupo senil malnutrido el &rea del ndcleo es significativamente mayor en
comparacion con los otros 3 grupos de trabajo. Este resultado es congruente con
un estado de tumefaccién en el que posiblemente, se encuentran estas células
quizas por el dafio oxidativo que es mas frecuente en animales malnutridos, ya
gue se ha mostrado que una dieta baja en proteinas disminuye las defensas
antioxidantes (Bonatto, et al.,, 2005). Este dafio provoca disminucion en la
produccion de ATP, en consecuencia se impide el funcionamiento normal de las
bombas metabdlicas y se permite la entrada masiva de agua y Na+ a la célula,
gue provoca un edema celular irreversible (Martinez, Vargas & Arancibia, 2003).

En los grupos malnutridos tanto jévenes como seniles se observd que el
area del citoplasma fue significativamente mayor en comparacion con los grupos
controles de ambas edades. Estos resultados parecen ser consistentes con el
estado de edema celular en el que se encuentran las neuronas de estos animales,
producto de la malnutricibn. En particular haciendo un analisis cualitativo las
neuronas del grupo malnutrido joven, son las que presentan mayores rasgos de
necrofanerosis, que incluyen la deformacién del nacleo, tumefaccion simple de las
mitocondrias e inflamacidbn de las cisternas del aparato de Golgi. Estas
observaciones refuerzan la idea de que a los 90 dias de edad los animales
parecen ser mas vulnerables a los efectos de la malnutricion postnatal tanto al
nivel conductual como celular.

Los principales cambios en la matriz celular, se encontraron en los grupos
malnutridos tanto jovenes como seniles, siendo los cambios subcelulares mas
evidentes en el grupo malnutrido senil, ya que se encontr6 un numero de
mitocondrias y lisosomas asociados a vesiculas significativamente mayor en
comparacion con los otros grupos. Este dato, es importante debido a que en casos

de lesion severa e irreversible, se produce lesiébn en la membrana de los
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lisosomas, que al romperse liberan enzimas liticas que generan auto-digestion o
autolisis (Velasco, Beas-Zarate & Pinedo-Gémez, 2004). Este resultado nos indica
el grado de autofagocitosis en el que entra la neurona, ya que al no poder
degradar normalmente los desechos celulares, se empiezan a acumular los
lisosomas que dan lugar a la formacién de lipofucsina signo caracteristico
asociado a la edad (aunque también se puede observar en animales jovenes). El
namero de lisosomas fue significativamente mayor en los grupos malnutridos tanto
jovenes como seniles en comparaciéon con los otros grupos. Con el proceso de
necrosis las mitocondrias se ven afectadas provocando una serie de reacciones
qgque en su mayoria son irreversibles. Se frena la fosforilacion oxidativa y en
consecuencia disminuye la produccién de ATP, esta respuesta celular provoca
que los mecanismos que requieren ATP se detengan, tales como: a) el
funcionamiento de la bomba de sodio, b) la agregacion de polirribosomas
asociados a las membranas del reticulo endoplasmico y c) la captacion de calcio
al interior de las mitocondrias (Velasco, Beas-Zarate & Pinedo-Gomez, 2004). El
hecho de no encontrar diferencias significativas de la ultraestructura entre el grupo
malnutrido joven, malnutrido senil y senil control, puede sugerir que la malnutricién
en animales jovenes simula lo que ocurre en animales seniles producto del dafio
oxidativo. Es decir, que las lesiones neuronales observadas en el grupo malnutrido
joven son debidas a la malnutricion; y que las lesiones celulares observadas en los
animales seniles son producto del estrés oxidativo, y por ultimo en el grupo
malnutrido senil las lesiones neuronales observadas son producto de la
malnutricion y del estrés oxidativo. Lo que resalta es que a pesar de que en el
grupo senil interactdan las dos variables, el grupo malnutrido joven no presenta un
estado celular significativamente mejor, es decir que la malnutricion en animales

jovenes provoca el mismo estado celular que la interaccion malnutricion y edad.

En observaciones cualitativas de las neuronas piramidales del CA1l, las
mitocondrias presentaron cambios importantes como dilataciones, alargamientos y
pérdida de las crestas mitocondriales; estos cambios fueron mas evidentes en el
grupo de malnutridos tanto jévenes como seniles. La alteracion mitocondrial, por la

malnutricion es importante debido a que hay que considerar la herencia matrilineal
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de las mitocondrias, en efecto, se hereda el DNAmt solo de la madre, ya que la del
padre se pierde. Por lo tanto, la actividad mitocondrial se basa en el control del
DNA tanto nuclear como mitocondrial, dando lugar a patrones matrilineales tipicos
para las mitocondrias (Johns, 1995). Esto puede ser alterado por mudltiples
factores, en el humano, se manifiesta como encefalomiopatias o bien en la
enfermedad de Parkinson, y algunas demencias debidas a fallas mitocondriales
por las alteraciones en la sintesis proteica, insuficiencia de los mecanismos de
reparacion y por el deterioro en la funcién respiratoria mitocondrial parcial o total
(Di Mauro & Moraes, 1993).

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas en el nimero de los

aparatos de Golgi, se observé que en el grupo malnutrido joven este organelo

presenta rasgos de edema, dilatacién y en algunos casos pierde totalmente su

forma.

En un intento de recapitular los resultados obtenidos en este trabajo, puede
mencionarse que el grupo joven malnutrido, muestra diferencias significativas en
las sesiones de adquisicidn, retencién y extincion de la tarea de evitacién activa,
cuando se le compara con el resto de los grupos. Con base a lo anterior, puede
resumirse que: La malnutricion postnatal en animales de 90 dias produce dafios a
nivel subcelular en las neuronas del CA1l, asi como deficiencias en las conductas
dependientes del hipocampo, aqui evaluadas. Asimismo, que a lo largo del
desarrollo los animales malnutridos preservan mecanismos de compensacion los
cuales les permiten adquirir nuevas conductas y retenerlas en la memoria de largo

plazo.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Conductuales

1. A pesar de que los cuatro grupos considerados en este trabajo aprenden la
tarea de evitacidbn activa, existen diferencias significativas en su
desempeiio.

2. El factor malnutricion afecta significativamente la adquisicion de la tarea
evitacion activa en animales jovenes, sin embargo este grupo logra adquirir
la tarea.

3. El factor edad no afecta de manera significativa la adquisicién de la tarea de
evitacion activa.

4. La interaccion de los factores edad y malnutricion no afectan de manera
significativa la adquisicion de la tarea evitacion activa en animales seniles
malnutridos.

5. La malnutricion afecta significativamente la retencion de la tarea evitacion
activa 24h después del entrenamiento en animales jévenes.

6. La edad no interfiere negativamente en la retencion de la tarea de evitacion
activa 24h después del entrenamiento en animales seniles.

7. La interaccion edad y malnutricion no afecta negativamente la retencion de
la tarea de evitacion activa 24h después del entrenamiento en animales
seniles malnutridos.

8. La malnutricion afecta significativamente la extincion de la tarea de
evitacion activa 24h después del entrenamiento en animales jovenes.

9. La edad no interfiere con la extincion de la tarea de evitacion activa 24h
después del entrenamiento a partir del ensayo 6 en el animales seniles.

10.La interaccién edad y malnutricion no afectan la extincion de la tarea de
evitacion activa 24h después del entrenamiento en el grupo senil

malnutrido.



9.2 Subcelulares:

9.2.1 Areas

1.

La malnutricién incrementa significativamente el area del soma en animales
jovenes.

La interaccibn de los factores edad y malnutricibn incrementa
significativamente el &rea del soma en animales seniles malnutridos.

La interaccion de los factores edad y malnutricion incrementa
significativamente el area del nacleo en animales seniles malnutridos.

La malnutriciébn incrementa significativamente el area del citoplasma en
animales jovenes.

La interaccion de los factores edad y malnutricion incrementa

significativamente el area del citoplasma en animales seniles malnutridos.

9.2.2 Organelos

1.

La interaccion de los factores edad y malnutricibn aumenta
significativamente el numero de mitocondrias en animales seniles
malnutridos.

La interaccion de los factores edad y malnutricibn aumenta
significativamente el numero de lisosomas asociados a vesiculas en
animales seniles malnutridos.

La malnutricion aumenta significativamente el nimero de lisosomas en
animales jovenes.

La interaccion de los factores edad y malnutricibn aumenta

significativamente el nimero de lisosomas en animales seniles malnutridos.
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