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RESUMEN

El hipocampo es una estructura clave en el aprendizaje y memoria que se
caracteriza por presentar cambios plasticos funcionales y estructurales en
respuesta a estimulos constantes y demandas ambientales que suelen
manifestarse morfolégicamente por espinas dendriticas (ED). Las deficiencias en
la ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria observadas en hijos de madres
con diabetes materna han proporcionado conclusiones contradictorias respecto al
significado de esta condicidon diabética, sobre las actividades cognitivas de su
progenie. Con base en estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue analizar
el efecto teratogénico de la hiperglucemia materna sobre la densidad y tipo de
espinas dendriticas en CA3 del hipocampo dorsal, en crias de 30 dias de edad
sometidas a campo abierto y sin intervencion conductual. Se utilizaron ratas
gestantes de la cepa Sprague-Dawley con diabetes inducida y controles a las que
se les monitoreé durante el embarazo el peso corporal, glucemia, glucosuria,
cetonuria y hemoglobina glucosilada. A las crias obtenidas por parto espontaneo
también se les monitore6 peso, glucemia, glucosuria y cetonuria desde el
nacimiento hasta el dia 30. Se obtuvieron los cerebros (n=8 c/gpo.) de crias de
ratas control intactas (CGCIl) y sometidas a campo abierto (CGC-CA), crias de
ratas diabéticas intactas (CGEIl) y con campo abierto (CGE-CA), se procesaron
con el Kit de Golgi Réapido. Se realiz6 analisis morfolégico y morfométrico del
cerebro, hipocampo y soma de neuronas piramidales de la region CA3. En el
bregma -3.36 mm se seleccionaron seis neuronas y se cuantificd la cantidad y tipo
de ED en la parte basal del soma, en el segmento proximal y primera ramificacion
de la dendrita apical (25 um de longitud en cada segmento). Se encontrdé que las
ratas gestantes experimentales presentaron hiperglucemia (<300 mg/dl),
glucosuria (1800 mg/dL) e incremento de hemoglobina glucosilada Alc (7%). Las
gestantes controles mantuvieron los rangos normales de estos metabolitos. No se
encontraron diferencias de glucemia, glucosuria y cetonuria en las crias obtenidas
de ratas diabéticas y controles. El peso corporal y tamafio de los hemisferios
cerebrales e hipocampo fue significativamente mas pequefio en las crias
obtenidas de ratas diabéticas. Las altas concentraciones de glucosa en el que se
desarrollaron los embriones y fetos provocd una menor densidad de ED totales, el
soma fue la zona con menor nimero, seguido del segmento proximal y por ultimo
la primera ramificaciébn dendritica en donde se cuantific6 el mayor nimero de
espinas. En todos los cerebros obtenidos de crias con estudio conductual, se
observé un aumento en la densidad de espinas dendriticas, sin embargo, en el
grupo experimental este aumento fue significativamente menor con respecto a los
controles y se relaciona con alteraciones en el aprendizaje espacial reportados por
Gonzalez, 2011. La correlacion entre la morfogénesis de espinas dendriticas y los
cambios conductuales en las crias obtenidas de ratas diabéticas permite inferir
gue esta condicion materna altera la plasticidad neuronal de la region CA3
hipocampal.



1. INTRODUCCION
1.1 DIABETES MELLITUS (DM)

DEFINICION: Es un trastorno metabélico de multiples etiologias, que afecta a diferentes
organos y tejidos, se caracteriza por un aumento en las concentraciones de glucosa en la
sangre “hiperglucemia” (HG) (Triana, 2001). La causan varios trastornos, siendo el

principal un déficit absoluto o relativo de la hormona insulina, secretada por las células

beta de los islotes de Langerhans en el pancreas, que repercute en el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas. Esta enfermedad es un problema de salud publica,
debido al creciente nimero de individuos afectados, con consecuencias médico-sociales y
econdémicas. Es la segunda enfermedad endécrina mas comdn en la infancia y

adolescencia después de la tiroiditis.

Los sintomas de la HG que se presentan en la DM son: emisiébn excesiva de orina
(poliuria), aumento anormal de la necesidad de comer (polifagia), incremento de la sed
(polidipsia), pérdida de peso, fatiga y vision borrosa (Harrison, 2006; Tierney, 2002; WHO,
2003). Las complicaciones de la DM son: dafio en ojos, rifiones, nervios y vasos
sanguineos pero cuando los dafios son mayores ocasiona enfermedades

cardiovasculares, nefropatias, retinopatias y neuropatias, entre otras.

EPIDEMIOLOGIA: De acuerdo con estudios epidemiolégicos realizados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Asociacibn Americana de Diabetes (ADA) y la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF), la prevalencia de esta enfermedad en la
poblacion de 20 a 79 afios de edad en el afio 2010 fue de 6.4%, afectando a 285 millones
de adultos. Se estima que para el afio 2030 esta enfermedad afectara a 439 millones de
personas con una prevalencia del 7.7%, lo que nos indica que entre el afio 2010 y el
2030, habra un aumento del 69% de adultos con diabetes en los paises en desarrollo y un
20% en los paises desarrollados (Gabir, 2000).

México ocupa el décimo lugar a nivel mundial con casi 4 millones de enfermos.
Actualmente, se estima que la poblacion afectada fluctia entre 6.5 y 10 millones
(prevalencia nacional de 10.7% en personas de 20 a 69 afios), de los cuales,
aproximadamente dos millones de personas aun no saben que padecen esta enfermedad.
Se estima que en los proximos afios México podria ocupar el 7° lugar en esta enfermedad
(FMD, 2007).
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De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes, clasifican a la diabetes mellitus en 4

grupos:
a) Tipo1l
b) Tipo 2
c) Gestacional
d) Otros tipos

La diabetes tipo 1 (DMT1), se caracteriza por una destruccion de las células beta de los
islotes pancreéticos y son propensos a la cetoacidosis. La DMTI, incluye los casos
atribuibles a un proceso autoinmune, asi como aquellos para los que no se conoce una
etiologia o una patogenia (es decir, idiopética). Principalmente se presenta en jévenes y

con menos frecuencia en adultos.

La diabetes tipo 2 (DMT?2), incluye la forma comin de diabetes en los adultos y es el
resultado de defectos en la secrecién de insulina. El organismo produce insulina pero no
lo suficiente, o no puede utilizarla teniendo como consecuencia una mala distribucion de

glucosa en el cuerpo (resistencia a la insulina) (ADA, 2004).

ALTERACIONES EN EL APRENDIZAJE Y MEMORIA EN PACIENTES DIABETICOS

Existe una informacién extensa acerca del aumento en el riesgo de deficiencia cognitiva o
demencia en personas con pre-diabetes, diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y tipo 2 (DMT2),
comparados con la poblacién en general. En afios recientes se han encontrado evidencias
en humanos que vinculan a la hiperglucemia con alteraciones anatémicas, bioquimicas,
electrofisiologicas y conductuales del sistema nervioso central (SNC) en general y en
articular al hipocampo con dafio cognitivo consecuente. Se ha reportado que la DMT1
afecta al SNC, los niveles altos de glucosa en cerebro afecta la barrera hematoencefalica
y que los cambios osmoticos asociados con los altos niveles de glucosa altera la via de
los neurotransmisores (McCall, 1997). Estudios volumétricos de pacientes con DMTL1,
mostraron una disminucion significativa del volumen de materia gris en el tdlamo e
hipocampo y disminucién de la materia blanca en el parahipocampo y en los I6bulos
temporales. Esta patologia es probable que se relacione con déficit en varios dominios

cognitivos, como la memoria (Musen, 2006). Estudios en nifios con DM T1 han reportado
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dificultades cognitivas y neuroconductuales, han demostrado déficit de atencion,
problemas de ejecucion de tareas, en la inteligencia y la memoria, estos déficits se
traducen en coeficientes intelectuales bajos (Northam, 2009).

1.2 DIABETES DURANTE LA GESTACION

Segun datos de la FMD, la alta prevalencia de la DM en nuestro pais, la obesidad en
mujeres en edad reproductiva, la historia familiar y la diabetes previa al embarazo no
diagnosticada, son factores que favorecen que la diabetes, que se manifiesta desde el
inicio y/o durante el embarazo, se haya incrementado y convertido en un problema de
salud prioritario. La diabetes durante la gestacion puede suponer un factor de riesgo, a
corto y largo plazo, en cuanto al desarrollo de determinadas complicaciones en la madre y

en la descendencia (Acosta, 2006).
La diabetes durante la gestacion funcionalmente se divide en dos grupos: (ADA, 2004).

Diabetes mellitus pregestacional (DMPG): es aquella que precede al embarazo, incluye
todas las gestantes diabéticas conocidas antes de su embarazo, insulino-dependientes o
no. Esta asociada a un alto riesgo materno-fetal debido a la inestabilidad metabdlica
propia de la enfermedad, aunado a los cambios metabdlicos y hormonales caracteristicos
del embarazo, asi como el efecto del tratamiento con insulina durante el embarazo y la
lactancia. Entre los riesgos destacan el aumento de morbimortalidad perinatal, muerte
fetal in utero, malformaciones fetales, macrosomia, aborto espontaneo, complicaciones
metabdlicas neonatales y restriccion del crecimiento intrauterino (Pridjian, 2010; Pefia,
2006).

Diabetes mellitus gestacional (DMG): se manifiesta Unicamente durante el embarazo,
inicia a partir de la semana 24 o 28 y determina un mayor riesgo obstétrico cuando no se
diagnostica o se trata inadecuadamente. Est4 asociada a macrosomia, sufrimiento fetal y
complicaciones del recién nacido. Los hijos de madres diabéticas durante el embarazo
estan expuestos a un ambiente con trastornos metabdlicos dependientes del tipo de
diabetes. La embriopatia diabética se produce en aproximadamente del 6 al 10% de los
embarazos diabéticos y esté directamente relacionado con los niveles de HbAlc durante
la organogénesis. El embarazo es un estado diabetogénico que exacerba la diabetes

preexistente. El metabolismo cambia dramaticamente durante el embarazo y ambos
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metabolismos de la glucosa basal y posprandial cambian gradualmente a lo largo del
embarazo para satisfacer las demandas nutricionales de la madre y el feto. La incidencia
de complicaciones esta relacionada con el tipo de diabetes y la calidad del control de la
morbilidad materna (Pridjian, 2010, Pefia, 2006 y Torres, 2004).

EPIDEMIOLOGIA. La prevalencia de la diabetes materna en el embarazo se ha ido
incrementando, afectando entre 1-15% de todos los embarazos. El 90% corresponde a
diabetes gestacional con dafio materno y fetal. Mientras que mujeres con diabetes
pregestacional, tienen una prevalencia de un 10%, ademas el aumento répido de la
glicemia incrementa de tres a cuatro veces el riesgo de tener hijos con malformaciones
congénitas (ADA, 2004).

ALTERACIONES EN HIJOS DE MADRES DIABETICAS

Pueden existir algunas malformaciones congénitas menores que con frecuencia aparecen
en los embarazos de mujeres diabéticas, cuya interrelacion con el control metabdlico es
dificil de probar. Por otro lado, las malformaciones congénitas mayores, definidas como
aguellas que resultan ser letales 0 necesitan correccién quirdrgica, son 5 veces mas
comunes en nifos de madres diabéticas y su correlacién directa con la glucemia es

claramente demostrable (Acosta, 2006).

Las malformaciones que ocurren con mayor frecuencia en nifios de madres diabéticas

son:
1. Malformaciones esqueléticas y del sistema nervioso central:
— anencefalia, microcefalia y otros defectos del tubo neural.
2. Malformaciones gastrointestinales:

— atresia duodenal, atresia anorrectal.

3. Malformaciones renales:

— hidronefrosis, agenesia renal.

4. Malformaciones cardiacas:
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— coartacion de aorta, comunicacion interauricular, comunicacién interventricular,

cardiomegalia.
— trasposicion de grandes vasos.

Dado a que el periodo de organogénesis es corto, es fundamental el control glucémico
pre-concepcional para prevenir las malformaciones fetales. Se sabe que el riesgo de
malformaciones tanto mayores como menores es elevado con cifras altas de hemoglobina

glucosilada en los periodos iniciales de la gestacion (Acosta, 2006).

ALTERACIONES EN EL APRENDIZAJE Y MEMORIA EN HIJOS DE MADRES
DIABETICAS

La presencia de la diabetes durante el embarazo aumenta la tasa de trastornos del
desarrollo en los hijos. Diferentes metodologias han sido empleadas para responder si la
diabetes durante la gestacion afecta el desarrollo neurocognitivo de los hijos en diferentes

etapas.

Estudios de comportamiento realizados en lactantes de 6 meses de edad, donde se
evalué la memoria de reconocimiento auditiva y visual y la memaria de reconocimiento
trans-modal, mediante potenciales relacionados a eventos (ERP), mostraron que el grupo
control tuvo la capacidad de identificar el rostro materno y el de un extrafio; mientras que
el grupo de lactantes de madres diabéticas no mostraron ninguna diferencia. Esto sugiere
alteraciones en el hemisferio derecho, el cual esta relacionado con el reconocimiento
facial (Nelson, 2000).

Estudios similares en lactantes evaluaron la memoria auditiva a través del reconocimiento
de la voz materna versus una voz extrafia. El grupo control mostr6é una atencion sostenida
hacia los estimulos auditivos familiares y novedosos. En contraste, los hijos de madres
con diabetes pregestacional y gestacional mostraron una respuesta deficiente, ya que
tuvieron dificultad para diferenciar entre la voz materna y la voz extrafia, aun cuando

mostraron atencion sostenida hacia ambos estimulos (Nelson, 2003).

Al evaluar a nifios de 1 afio de edad de madres diabéticas, con la prueba de la escala de
Bayley reportaron un desempefio menor en el desarrollo cognitivo, es decir, tuvieron
dificultad para decodificar estimulos nuevos y mostraron deterioro en la capacidad de
reconocimiento trans-modal (Silverman, 1991). Por el contrario, otros investigadores han
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reportado que nifios en edad escolar de madres con DMPG y DMG, no presentan
diferencias en el nivel de aprendizaje e inteligencia comparado con el grupo control en las
diferentes edades evaluadas. No obstante estos estudios reflejaron un desempefio menor
en tareas relacionadas con la motricidad fina y gruesa, hiperactividad y problemas de
atencion (Nelson, 2000).

Cabe sefialar que en la evaluacion de la inteligencia y otras funciones neuropsicologicas
en hijos de madres diabéticas se han utilizado herramientas distintas y se han enfocado a
aspectos diversos, lo que dificulta llegar a una conclusién sobre los resultados de los

mismos. Razén por la cual es necesario recurrir a modelos experimentales.

1.3 MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES MELLITUS

Es evidente que el estudio experimental sistematico de los efectos de la diabetes mellitus
tanto prenatal como postnatal o ambas, no es posible efectuarlo en el ser humano, por lo
que ha sido necesario recurrir a modelos experimentales de DM en animales. Dentro de
estos modelos destaca el uso de la rata de laboratorio que ofrece grandes ventajas
practicas y a la vez permite establecer conclusiones valiosas, ya que las caracteristicas

de la diabetes desarrollada en rata son similares a las del humano.

Existen diversos métodos que permiten inducir la diabetes mellitus tipo 1, la mayoria de
los casos debido principalmente a la destruccién de las células beta del pancreas. Uno de
estos métodos es la induccion por sustancias quimica, siendo la estreptozotocina la que

se utilizara en este trabajo. (Hugues, 2001; Ramos, 1994).

ESTREPTOZOTOCINA (ST2)

Es un antibiético de amplio espectro citotoxico aislado de la bacteria del suelo
Streptomyces achromogenes, destruye selectivamente a las células beta de los islotes
pancreéaticos de Langerhans (Szkudelski, 2001), quimicamente es una nitrosourea de
glucosamina y tiene actividad diabetogénica. La STZ es captada por las células
productoras de insulina de los islotes pancreaticos a través del transportador de glucosa
GLUT-2, algunos estudios encontraron que este farmaco penetra a las células beta ya
que tiene gran afinidad a la glucosamina del anémero del receptor, el cual es expresado
abundantemente en dichas células (Schnedl, 1994). Es el modelo quimico mas empleado
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para la induccion de diabetes, se utiliza en una dosis Unica de 50-60 mg/Kg de peso por
via intravenosa o intraperitoneal. La STZ en solucién a temperatura ambiente tiene una
vida media muy corta, de aproximadamente 5 minutos asi mismo, una vez inyectada se

elimina del torrente sanguineo en un lapso méaximo de 4-6 horas.

La aplicaciéon de la STZ, da lugar a un sindrome diabético verificado por la presencia de
polidipsia, poliuria, hiperglucemia y la pérdida de peso en los animales diabéticos en
comparacion con animales controles (Lin, 2011).

Muchos de los avances cientificos actuales sobre la diabetes mellitus y de los posibles
mecanismos patogénicos sobre el sistema nervioso central, provienen de estudios en
modelos animales “ratas” tratadas con STZ. Este modelo de diabetes inducida con STZ es
ampliamente aceptado y utilizado, ya que se han evaluado los efectos de la hiperglucemia

en animales y se han comparado los efectos en humanos con diabetes (Wei, 2003).

ALTERACIONES EN EL APRENDIZAJE Y MEMORIA EN MODELOS
EXPERIMENTALES CON DIABETES MELLITUS

Varias areas del cerebro parecen contribuir al déficit cognitivo asociado a la diabetes
mellitus (Heijer, 2003). Sin embargo, las tareas dependientes del hipocampo parecen ser
particularmente sensibles a la hiperglucemia (Li, 2005). Las pruebas cognitivas aplicadas
en ratones y ratas con diabetes inducida con STZ en edad adulta, han revelado resultados

similares a los observados en humanos.

Ratones diabéticos muestran déficit significativo en la retencién de la memoria y en tareas
de evocacion activa dependiente del hipocampo (Flood, 1990). También se observé en
ratas adultas después de 2, 4, 6 y 8 semanas de induccién de la diabetes, deficiencia en
la realizacion o en el rendimiento en tareas de memorizacion y aprendizaje espacial.
Estas deficiencias se agudizan conforme aumenté la complejidad de las tareas (Popovic,
2001).

Los defectos en la memoria declarativa (recuerdos de experiencias personales, uso y
acumulacién del conocimiento), dependiente del hipocampo, parecen ser el resultado de
los efectos deletéreos de la hiperglucemia. En ratas diabéticas existe deterioro progresivo
de la plasticidad sinaptica y del aprendizaje (Kamal, 2000). Las alteraciones en la

plasticidad sinaptica asociadas con deficiencia en el aprendizaje de tareas espaciales se
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previenen con la aplicacion de insulina, pero no se revierten una vez que el déficit en la
ejecucion de la tarea o en la potenciacion a largo plazo (LTP), se han instalado (Biessels,
1998). Asi mismo, las ratas diabéticas muestran deficiencia en la retenciéon y en la
recuperacion de la informacién almacenada (Biessels, 1996).

En un experimento emplearon ratas y ratones con diabetes inducida de 4 a 8 semanas de
edad y encontraron que las regiones CA1 y CA3 del hipocampo y en las capas Il y Il de la
corteza parietal, hubo una disminucion significativa en el tamafio y en el nimero de
neuronas piramidales, ademas una reduccioén en la longitud de las dendritas neuronales,
también en el nimero de intersecciones y en la cantidad de ramas dendriticas, en el
numero de espinas dendriticas, tanto en la regién basal como apical y principalmente las
espinas de tipo hongo y las largas se vieron reducidas (Malone, 2006; Malone, 2008;
Kamal, 2000; Sima, 2009). Existe evidencia a partir de modelos animales que demuestran
que los cambios en la morfologia dendritica, probablemente estén asociados con
alteraciones sinapticas y se correlacionan con alteraciones en la memoria y las

habilidades de aprendizaje (Beauquis, 2010, Martinez, 2005).

TRASTORNOS NEUROLOGICOS EN CRIAS DE RATAS DIABETICAS
DESARROLLADAS EN UN MEDIO INTRAUTERINO HIPERGLUCEMICO

Loeken en 2006, empleando ratones con diabetes pregestacional reporté que los
embriones de 7.5, 8.5 y 10.5 dias presentan defectos del tubo neural (DTN), sefialando
gue éstos fueron 3 veces mas frecuentes en los embriones de hembras diabéticas en
comparacion con animales sin diabetes. Los trastornos neuroldgicos que se observaron
en los ratones son equivalentes a los que aparecen en los seres humanos y tienen una
notable similitud con los DTN que se producen en la cepa Splotch, originados por una
mutacion del gen que codifica el factor de transcripcion, Pax 3. Este gen se expresa en las
primeras etapas del desarrollo embrionario en el tubo neural, en la cresta neural y en el
mesodermo. En el modelo sefialado se comprobd, mediante hibridacion in situ y PCR la
expresion de Pax 3 esta bloqueada en embriones de ratones hembra diabéticas. La
expresion de este gen durante la embriogénesis y la sensibilidad a la hiperglucemia
materna coinciden con el momento en el cual el tubo neural comienza a formarse y es
susceptible a malformaciones. La estructura y el patron de expresion del gen Pax 3

humano son muy parecidos a los de raton, de manera tal que es razonable pensar que si

18



su expresion se compromete durante la embriogénesis humana, podrian aparecer los

mismos defectos que se observan durante la maduracién murina (Loeken, 2006).

En experimentos preliminares realizados en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo y
Teratogénesis Experimental de Hospital Infantil de México, utilizando ratas gestantes con
diabetes inducida, se encontré desregulacion de la cronologia del desarrollo, disminucion
del peso corporal y disminucion en el tamafio del cerebro y cerebelo en crias de 21 dias
de gestacion descendientes de madres diabéticas (Salazar, 2010). Asi mismo, en
estudios a nivel conductual reportaron alteraciones en la capacidad de atencion,
seguridad y locomocion al someter a prueba de exploracion en campo abierto a crias de
30 dias descendientes de madres diabéticas (Gonzalez, 2011). Aunque no se investigo si
los hijos de madres diabéticas presentan alteraciones morfolégicas en sus componentes
neuronales y plasticidad neural del hipocampo, estructura fundamental en los procesos de

aprendizaje y memoria.

1.4 HIPOCAMPO

Una de las regiones que ha sido estudiada con mayor interés, debido a su relacién con el
aprendizaje y memoria es el hipocampo. Los dafios que provoca la diabetes en esta
estructura cerebral se pueden detectar a nivel morfolégico, electrofisiolégico y conductual.
Se sabe en general, que la hiperglucemia induce cambios en la citoarquitectura del
hipocampo, altera las caracteristicas eléctricas del ritmo theta y de la potenciacion a corto
plazo y afecta la integracion de los procesos del aprendizaje y la memoria (Beauquis,
2010, Malone, 2008 y Martinez, 2005).

El hipocampo se localiza en la parte dorso-medial de los I6bulos temporales del cerebro
de la rata, por debajo del ventriculo lateral y ocupa parte de la pared ventro-posterior y
ventro-lateral de la corteza cerebral. Es una estructura pareada y se localiza en ambos
hemisferios cerebrales. Debe su nombre a su forma similar de un caballito de mar
(Hippocampus), la cual adquiere al seguir un trayecto arqueado desde la base de los
I6bulos temporales hasta el piso del diencéfalo. Forma parte del sistema limbico y su
estudio se considera de importancia por ser un sitio de la memoria (Lothman, 1991). La
ontogenia del hipocampo es particular, debido a que sus poblaciones celulares presentan

heterocronia, es decir, las células son generadas en distintos momentos del desarrollo,
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por lo que resulta ser un modelo ideal para demostrar los efectos de la diabetes sobre

estas poblaciones celulares (Salas, 1991).

El desarrollo del hipocampo es a partir de los primordios telencefélicos identificables en el
embrién de rata el dia 16 de la gestacion. (E16). En etapa adulta mide aproximadamente
1.2 cm® (Bayer, 1980b). Este se encuentra dividido en tres regiones: el giro dentado (GD),
el Campo de Ammon y el complejo Subicular (Lothman, 1991). El giro dentado (GD)
consta de tres capas: una capa granular, molecular y polimorfa, las cuales estan
dispuestas en forma de U y de V. La region de Campo de Ammon esta formada por una
sola capa de neuronas piramidales, las cuales presentan variaciones morfolégicas
dividiendo al Campo de Ammon en 4 regiones que se conocen como: CAl, CA2, CA3y
CA4 que las cuatro regiones reciben el nombre de formacién hipocampica. En los
roedores, la region CA2 es pequefia e indistinta que generalmente es ignorada. La CA4
también es llamada de células polimérficas. EI complejo subicular es una cufia de la
corteza, la cual se curvea anterior y lateralmente, enrollandose alrededor de la extension
posterior del Giro dentado. En el complejo subicular es posible distinguir por la
citoarquitectura tres areas distintas: el Subiculum, Parasubiculum y Presubiculum
(Carpenter, 1994).

FUNCIONES

Durante la primera mitad del siglo pasado se pensé que la formacion hipocampica estaba
relacionada primariamente con el olfato, razén por la que se le llam6 Rinencéfalo o
cerebro olfatorio. Hoy se acepta ampliamente que la funcion del hipocampo esta
relacionada con la memoria (Winters, 2004). Ademas se ha demostrado la relacion entre
neurodegeneracion de poblaciones hipocampicas y enfermedad de Alzheimer, asi como
algunos tipos de amnesia (Takeda, 2007). Por otra parte, se ha demostrado el papel del
hipocampo en la memoria en base a la potenciacién a largo plazo (LTP) y la plasticidad
sinptica en la mayoria de los componentes del circuito hipocampico (Adams, 2004).

Son clasicos los experimentos en los que la eliminacion del hipocampo de ambos lados
para inhibir crisis epilépticas, provoca la pérdida de la memoria a corto plazo. Estas
observaciones y otros estudios en animales confirman el papel de esta estructura del SNC
en la memoria (Wu, 2000). Hoy sabemos que el hipocampo, especialmente las reas CAl

y CA3, participan en la denominada “memoria espacial’. O Keefe (1971) y Muller (1996),
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demostraron la existencia de células piramidales hipocampicas denominadas “Place
cells”, las cuales se cree que dan informacion del lugar especifico donde se encuentra el
animal. Experimentos posteriores han demostrado que estas células se activan cuando la

cabeza del animal esta orientada en determinada posicion.

El sistema hipocampal también participa en la generacion del ritmo theta que es de 4-12
ciclos por segundo (Hz) y puede ser de dos tipos: ritmo theta I, frecuencia de 7-12 Hz,
gue se presenta cuando el animal se mueve y que es resistente a la atropina y ritmo theta
Il, se presenta cuando el animal esta inmovil, con una frecuencia de 4-6 Hz y que es
sensible a la atropina. Este ritmo Il se presenta también en el animal anestesiado (Xu,
2004).

AFERENCIAS, EFERENCIAS Y CIRCUITO TRISINAPTICO

Las principales aferencias hacia el hipocampo y el GD surgen desde la corteza entorrinal,
la regién septal y el hipocampo contralateral. También hay otras aferencias importantes
de otras regiones como son el hipotdlamo, el tdlamo y la amigdala. Sin embargo, la
corteza entorrinal proporciona el mayor componente de las aferencias sensoriales hacia
el hipocampo a través de las fibras del patron perforante, llegando asi al GD vy al
Subiculum (Bravo, 1991).

Para el correcto funcionamiento del hipocampo, resulta de gran importancia la actividad
de un circuito intrinseco denominado “circuito trisinaptico”. La via trisinaptica se origina en
la corteza entorrinal, donde a través de la via perforante, las aferencias entorrinales
activan a las células granulares del Giro dentado (primera sinapsis). A su vez, las fibras
musgosas de las células granulares del GD son una eferencia importante hacia la region
CA3 del hipocampo en donde forman sinapsis excitatorias con las dendritas proximales
de las células piramidales (segunda sinapsis). Los axones de éstas contribuyen a las
proyecciones de asociacion en el mismo campo CA3 pero ademas de éste salen fibras
gue son la mayor eferencia hacia las neuronas piramidales de CAL (tercera sinapsis). El
grupo de axones de las neuronas de CA3 reciben el nombre de colaterales de Schaffer.
Finalmente las neuronas de la region CALl proyectan sus axones al Fornix y de nuevo

sobre la corteza entorrinal, cerrdndose asi el circuito (Fig. 1) (Delgado, 1999).
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Figura 1. Circuito trisinaptico. La entrada al hipocampo es la via perforante (PP) que llega a
la capa granular (gc) del giro dentado (DG), hace sindpsis con las células granulares, éstas
envian las fibras musgosas (mf) a la capa piramidal (pyr) de la region CA3, las cuales a su
vez se conectan con las neuronas piramidales de la region CA1 a través de las colaterales
de Schaffer (Sch) (Modificado de Hassel y Dingledine, 2006).

En el hipocampo se han identificado gran numero de neurotransmisores Yy
neuromoduladores. El glutamato es el neurotransmisor excitador mas importante de la
region, mientras que el GABA es el principal neurotransmisor inhibidor, y los
neuromoduladores como la noradrenalina y la acetilcolina se distribuyen de manera

amplia en el hipocampo (Shepehred, 1990).

ACTIVIDAD ELECTRICA

El hipocampo procesa y almacena por un periodo de semanas 0 meses la informacion
recién adquirida y después la transfiere a areas de la corteza cerebral para un

almacenamiento mas prolongado (Shatz, 1992).

En el andlisis electroencefalografico cuantitativo han reportado que se producen dos
clases de ritmo theta que se definen con base en la frecuencia dominante. Se ha
observado que durante el comportamiento exploratorio (locomocién), se produce
espontdneamente un ritmo theta que tiene un rango de frecuencia de 6-8 Hz, conocido
como componente tonico; en contraste, un segundo ritmo o componente fasico, con
frecuencia en el rango de 8-12 Hz puede ser producido por estimulacion eléctrica del

hipotalamo dorsomedial (Suzuki, 1991).

De esta manera, el ritmo theta podria ser considerado como una sefial de atencién del
animal a estimulos biolégicamente relevantes dentro del medio ambiente y durante el
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suefio (MOR) ingresando informacién al flujo de ésta a través de los sistemas neuronales

hipocampales que juegan un papel en la consolidacion de la memoria (Morgane, 1993).

En el hipocampo ocurre también un fendbmeno relacionado con el aprendizaje y la
memoria conocido como potenciacion a largo plazo (LTP) por su hombre en inglés (long-
term potentiation). La LTP consiste en un aumento persistente en la magnitud de la
respuesta postsinptica provocada por una estimulacién de frecuencia alta (400 Hz), en
la via aferente el aumento o potenciacion es inducido por un estimulo breve (8 a 10
segundos) y se mantiene por un tiempo prolongado (hasta meses). La LTP se produce en
el hipocampo en las tres sinapsis del circuito del hipocampo (Bravo, 1991; Shepehred,
1990).

RELACION CON EL APRENDIZAJE Y MEMORIA

Muchos organismos tienen la capacidad de modificar su conducta en respuesta a eventos
que ocurren durante su vida. Esta capacidad biol6gica adaptativa se traduce en la
habilidad para aprender y recordar (Ardilla, 1982). Por lo tanto, el aprendizaje es el
proceso por medio del cual un organismo adquiere nueva informacion del ambiente o de
situaciones a las cuales se ven sometidos en su interaccién con este, es el medio mas
importante en que los sucesos ambientales modulan la conducta (Kaldel 1992). La
informacién adquirida durante el aprendizaje se registra y se conserva por medio del
proceso de memorizacion, que puede definirse como el proceso por el cual se retienen los

conocimientos y se pueden recordar tiempo después (Kaldel, 1992).

De esta manera, el aprendizaje y la memoria se relacionan estrechamente dado que el
aprendizaje puede considerarse tan solo en términos de cambios conductuales originados
por algun tipo de estimulacion; la informacién contenida en tal estimulacién produce
cambios fisicos en sistema nervioso y dichos efectos se almacenan por algun tiempo en
éste, antes de que pueda derivarse de ellos un cambio conductual; por lo tanto, cualquier

medicion del aprendizaje depende de la memoria (Thompson, 1984).

Por lo tanto, la memoria es la capacidad del organismo para almacenar, retener y
recuperar posteriormente la informacién. Desde una perspectiva de procesamiento de
informacion hay 3 etapas en la formacion y la recuperacion de la memoria:

a) Caodificacién y registro (procesamiento y combinacion de informacion recibida).
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b) Almacenamiento (creacibn de un registro permanente de la informacion
codificada).
c) Recuperacion (llamando a volver la informacion almacenada en respuesta a
alguna referencia para su uso en una actividad o proceso).
Con el término de memoria se hace referencia a un conjunto de sistemas

(cerebrales/conductuales/cognitivos), disociables, pero interrelacionados funcionalmente.

Una clasificacion basica y generalmente aceptada de memoria se basa en la duracién de
retencidbn memoria e identifica tres tipos: la sensorial, la de corto plazo y la de largo plazo.
La memoria sensorial corresponde aproximadamente a los primeros 200-500
milisegundos después de que un elemento es percibido. La capacidad de mirar un
elemento y recordar lo que parecia con sélo un segundo de observacion 0 memorizacion,
esto es un ejemplo de este tipo. Parte de la memoria sensorial es transferida a la memoria
a corto plazo. Esta memoria nos permite recordar algo desde varios segundos hasta un
minuto sin ensayo, su capacidad es muy limitada. La memoria a corto plazo se cree que
depende en su mayoria de un cdodigo acustico para almacenar informaciéon y en menor
medida un cédigo visual. El hipocampo es esencial para la consolidacién de la
informacién de la memoria a corto plazo y a largo plazo, aunque no parece almacenar la

informacioén en si.

Ya Hebb (1949) mencioné la aplicaciébn de mecanismos cerebrales distintos para cada
tipo de memoria; asi indicaba que la base fisiolégica de la memoria a corto plazo estaria
en los circuitos reverberantes neuronales, mientras que en la memorizacion a largo plazo
apareceria un cambio estructural permanente en el sistema nervioso haciendo referencia

aunque sin saberlo, a los cambios plasticos cerebrales.

Squire 2004, identifica dos sistemas de memoria disociables, dentro de la memoria

asociativa a largo plazo:

1.- La memoria explicita o declarativa es aquella que esta disponible para la evocacién
consciente de hechos, acontecimientos o estimulos especificos. Esta memoria puede
disociarse en memoria episodica y memoria semantica. En palabras del propio Tulvin
1972 la memoria recibe y almacena la informacién sobre episodios y acontecimientos
fijados temporalmente, al igual que las relaciones espacio-temporales entre tales

acontecimientos.
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En el humano el sistema hipocampico se asocia a la llamada memoria episédica y a la
memoria espacial. Los investigadores no estan de acuerdo acerca de cuanto tiempo se
almacenan recuerdos episddicos en el hipocampo ya que estos recuerdos episddicos se
almacenan por un corto tiempo después se consolidan las memorias a la neocorteza.
Para la formacion de nuevos recuerdos episédicos se necesita del I6bulo temporal medial,
que es una estructura que incluye al hipocampo. Sin el I6bulo temporal medial uno no es
capaz de recordar nuevos recuerdos pero no se puede recordar los acontecimientos
durante el cual pasaron. Se ha demostrado que el hipocampo tiene un papel importante
para establecer el aprendizaje asociativo y para la consolidacion de la memoria. La
memoria sOlo necesita una exposicion a un episodio para recordarlo, con fuertes
componentes de lugar y tiempo que pueden ser experimentados nuevamente al recordar

no sélo la experiencia en si, sino el contexto espacial y temporal.

Existe una amplia evidencia que juega el hipocampo en la memoria declarativa en
humanos y la espacial en roedores. En 1978, O "Keefe y Nadel propusieron que el
hipocampo podria ser la estructura cerebral a través de la cual se forma el mapa cognitivo
que permite al animal navegar en el espacio. Los animales realizarian una representacion
de las relaciones espaciales mediante las estimaciones de la distancia y las relaciones
entre estimulos. Investigaciones posteriores indicaron que esta estructura podria ser
importante en la formacion del “engrama”, observando que la potenciacion a largo plazo
(PLP) ocurre mas rapidamente en el hipocampo. Aunque la PLP del hipocampo se ha
asociado a diversos tipos de aprendizaje, se ha relacionado méas claramente con el

aprendizaje espacial.

El hipocampo contendria un mapa cognitivo formado por células de lugar con el que el
animal podria moverse en su entorno. Estas células han sido descritas en ratas y ratones
y parecen codificar una representacion polimodal del lugar, lo que apoyaria la hipétesis de

gue el hipocampo esta implicado en la formacién del mapa cognitivo.

La teoria del mapa cognitivo (O’Keefe y Nadel, 1978) postula que el hipocampo es una
estructura clave en la navegacion cartografica. Esta idea concuerda con la evidencia
neuroanatémica y neurofisiolégica que muestra como el hipocampo integra mdltiples
areas corticales relevantes para la percepcién y la memoria, e interviene en la codificacion
de las asociaciones entre las caracteristicas espaciales y temporales de los estimulos

ambientales (Kessels, 2001). Existen otras regiones cerebrales como el talamo y la

25



corteza prefrontal participan en el aprendizaje espacial. El tAlamo como principal estacion
de relevo y la corteza prefrontal en la planificacion y adaptacion a las condiciones en

situaciones complejas.

ELEMENTOS NEURONALES
Los tipos celulares en la formacion hipocampica son basicamente tres:

Las células piramidales se generan en la rata prenatalmente entre los dias 12 al 18
embrionarios (Altman y Bayer, 1990). Los somas tienen forma de pirdmides con base de
20 a 40 um y de 40 a 60 um de altura; presentan su dendrita apical con numerosas
ramificaciones y espinas dendriticas (Shepehred, 1990) (Fig. 2).

Figura 2. Tincién de Violeta de Cresilo, de un corte histolégico de cerebro de rata, en donde se observa el hipocampo y sus
regiones principales: CA1, CA2, CA3, CA4 y giro dentado (GD).

Células granulares: son la principal poblacion del Giro Dentado (GD), el soma mide entre
10-15 pm, de cada célula granular surge una o varias dendritas y sus axones forman
haces denominadas fibras musgosas. En la rata estas células se originan en la etapa
postnatal entre el dia PO al P18.

Las interneuronas: se encuentran distribuidas por toda la formacién hipocampal y se han
descrito diferentes tipos y tamafios de neuronas; entre ellas estan las células en cesta que

miden de 15 a 30 um, las células GABAérgicas que se generan en la etapa embrionaria
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entre los dias E15 al E19 y su mayor concentracion es en el GD. La regién del hilum esta
formada principalmente por interneuronas inmunopositivas a glutamato descarboxilasa
(GAD) (Shepehred, 1990).

Como ya se menciono, las células piramidales del hipocampo se originan prenatalmente y
cerca del 85% de las células granulares en el periodo postnatal (en rata), han reportado
gue este tipo celular se sigue produciendo durante toda su vida.

Dentro de la formacion hipocampica la region CA3 es una de las zonas mas importantes
del hipocampo, primero por sus caracteristicas morfolégicas que son células piramidales
grandes con un arbol dendritico que se dirige hacia el centro del Giro Dentado, éste arbol
dendritico tiene numerosas espinas dendriticas que varian de forma y tamafio lo cual le
da la caracteristica al hipocampo de ser una estructura plastica. Segundo; se ha
sugerido que CA3, es el principal integrador del hipocampo por el patron de aferencias y
eferencias y porque es el intermediario entre la entrada del Giro Dentado (GD) y la salida
desde el hipocampo como un todo recibiendo las proyecciones del GD y enviando
informacién intrahipocampalmente a otras areas del cerebro. Por lo tanto, las células
piramidales CA3 parecen mejor disefiadas para difundir y regular informacion a través del
hipocampo y células granulares. Y tercero; las células piramidales del CA3 junto con las
células granulares del GD son neuronas clave en el circuito trisinaptico hipocampal, un
circuito que se piensa 0 se considera que juega un papel critico en las funciones de

memoria (Scharfman, 2007; Eichenbaum, 2001).

ESPINAS DENDRITICAS

Son los principales receptores de entrada de excitacion en el sistema nervioso central,
proporcionan compartimentos bioquimicos que controlan a nivel local los mecanismos de
sefializacién en las sinapsis individuales. En el hipocampo muestran la plasticidad
estructural de base para los cambios fisiol6gicos en la eficacia sinaptica que subyacen en
el aprendizaje y la memoria. Las espinas dendriticas se observaron por primera vez por el
neurdlogo espafiol Ramoén y Cajal hace mas de 100 afios con el protocolo de Camilo
Golgi “reazione nera” y desde entonces, muchos cientificos y neurélogos han tratado de

entender su funcién cerebral.
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Las espinas dendriticas son protuberancias citoplasmicas que emergen de las dendritas
de las células neuronales, siendo las principales especializaciones morfoldgicas de las
sinapsis. Estudios realizados en roedores han mostrado que las dendritas originan
postnatalmente su morfogénesis y la formacion de sinapsis ocurre entre el dia P15y P25
postnatal (Rihn, 1990 y Pokorny, 1981) ademas el neurotransmisor glutamato es esencial
para este proceso.

En general las espinas miden entre 0.1 y 2 um de longitud (Harris, 1989) y, aunque con
ligeras variaciones angulares, se disponen perpendicularmente y forman un angulo de 90
grados con respecto al eje longitudinal de la dendrita progenitora correspondiente.
Morfol6gicamente las espinas se dividen en dos segmentos principales: el cuello y la
cabeza (Harris, 1989), ultraestructuralmente se observa en la porcion mas distal de la
cabeza de todas las espinas una electrodensidad tipica que corresponde a lo que se
conoce como densidad postsinaptica (DPS), esta constituye el componente postsinaptico

de las sinapsis y se encuentra en aposicion con la presinapsis.

La cantidad de espinas dendriticas en las neuronas es variable de acuerdo a la densidad
de inervacion excitadora aferente a ellas (Bannister, 1995). Por otra parte, en aquellas
neuronas que poseen espinas se observa que éstas se congregan preferentemente en
regiones dendriticas distantes al soma. Siendo excitadores los contactos sinapticos que
se establecen con espinas, lo anterior podria estar relacionado con el hecho de que las
sinapsis inhibidoras ocurren predominantemente en las inmediaciones dendriticas

cercanas al soma.

Las neuronas espinosas presentan diferencias en la densidad (nUmero de espinas por
unidad de longitud dendritica), en la distribucién (presencia tipica en regiones especificas
del arbol dendritico), asi como en la densidad proporcional en que se presentan las
diferentes formas de espinas (Bannister, 1995). Diversos estudios electrofisiologicos y
morfolégicos sugirieron que la forma de las espinas podria influir en la traduccion de los
mensajeros excitadores. De tales estudios y para facilitar la interpretacion de su actividad
funcional se determind que las espinas serian clasificadas en funcion de las
caracteristicas de su cuello y de su cabeza, de acuerdo con esto se les clasific6 en:

delgadas, cortas, en hongo y ramificadas (Peng Shi, 2009; Sorra, 2000).

Las espinas delgadas presentan un cuello largo, estrecho y cabeza pequefia, las espinas

cortas no muestran distincion entre cuello y cabeza, las espinas en hongo tienen el cuello
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corto y el diametro del cuello es muy pequefio en relacion al tamafio de la cabeza que es
grande. Existen otras formas geométricas de espinas que de manera excepcional han

sido observadas en estructuras cerebrales especificas (Fig. 3).

R Do

H

Figura 3. Diagrama de un segmento dendritico en el que se muestran los
diversos tipos de espinas dendriticas mas comunmente cbservadas en el sistema
nervioso central. De, delgada; C, corta; H, hongo; R, ramificada; Do, doble; A,

ancha.

La densidad proporcional de cada tipo de espina varia de acuerdo a la estirpe neuronal en
cuestion. Sin embargo, existe una tendencia general que indica que las espinas mas
abundantes en una neurona son las delgadas, tanto en neuronas piramidales del
hipocampo (Harris, 1992), en la corteza cerebral y cerebelo. Le siguen aquellas en forma
de hongo, cuya densidad proporcional oscila entre 25 y 35%, en tanto que las cortas
estan presentes entre 20 y 30%. La proporcion de estos tres tipos de espinas dista del
resto. Aunado al hecho de que las espinas delgadas, cortas y en hongo son las mas
abundantes, la relativamente grande variacion de sus proporciones parece critica para la
integracion de la informacién sinaptica que intermedian. (Pérez-Vega, 2000). Aunque
pueden presentar modificaciones estructurales con un dinamismo del orden de minutos
(Muller, 2000). Dichos cambios dependen de eventos sinapticos, que constituyen el
sustrato morfo-funcional que sustenta la capacidad de plasticidad sinaptica subyacente a
fendbmenos tan complejos como el aprendizaje y la memoria (Pérez-Vega, 2000; Lee,
2005 y Muller, 2000).

Numerosos estudios han sugerido que las espinas delgadas o largas estan relacionadas
con la adquisicion de informacion (aprendizaje), en tanto que aquellas en forma de hongo
estan involucradas en el almacenamiento de la misma (memoria), como se ha sugerido a
partir de estudios relacionados con el desempefio cognoscitivo diferencial en diferentes

fases del ciclo estral de ratas (Gonzalez-Burgos, 2005). La cabeza de las espinas
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constituye el sitio de contacto de sinapsis excitadoras mediadas por glutamato, mientras
que el cuello estrecho como las delgadas y en hongo les confiere una caracteristica de

ser las mas eficientes en la transmision de los impulsos sinépticos.

En particular, se ha sugerido que un suficiente nUmero de espinas con cuello estrecho
quizas sean requeridas para el mantenimiento de la Potenciacién a Largo Plazo (PLP), el
cual, ha sido considerado como un mecanismo celular de por lo menos algunas formas de
aprendizaje y memoria. Por otro lado, se ha sefialado que la PLP generada en el
hipocampo a partir de un proceso de aprendizaje, da lugar a cambios morfoldgicos en las
espinas dendriticas, que podrian constituir la base estructural de la memoria (Bourne,
2008; Sala 2002; Harris, 1992).

Para realizar los estudios de plasticidad cerebral en tareas espaciales dependientes del
hipocampo, se han utilizado diversas pruebas conductuales en animales, entre la que

destaca la conducta motora en campo abierto.

CONDUCTA MOTORA EN CAMPO ABIERTO: Es una evaluacion comprensiva mediante
la cual multiples conductas del repertorio natural de las ratas son observadas
simultdneamente en una caja o arena novedosa para el animal. Esta conducta
exploratoria corresponde a una tendencia natural que presenta la mayoria de los
individuos cuando se enfrentan a un ambiente extrafio, y cuyo objetivo es adquirir
informacion util desde el medio ambiente. Esta técnica permite estudiar la orientacién
espacial ya que proporciona al animal caminar libremente en cualquier direcciéon durante
la exploracion o busqueda. Cuando un animal es colocado por primera vez en un campo
abierto, la conducta méas evidente es una caminata rapida de reconocimiento de todo el
espacio geométrico en el cual estd confinado. La caminata o locomocién espontanea
forma parte de la exploracién espacial, que consiste en el desplazamiento horizontal del
animal de una localidad a otra. La exploracion estd motivada por el miedo, la informacién
obtenida durante la exploracién sirve para reducir el mismo. La exploracién es s6lo una
respuesta a la estimulacion de imprevistos y la funcién es para recopilar informacion del
medio ambiente (Whishaw, 2006).

Otra manera de explorar el ambiente es mediante la exploracion vertical, en el cual el
animal se yergue y se sostiene durante varios segundos en posicion vertical apoyandose

en el tripode formado por las dos patas posteriores y la cola. Este es un proceso mas
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complejo, susceptible de ser modificado independientemente de la caminata. Se ha
demostrado que la exploracion vertical esta asociada con la aparicion de las ondas teta en
el hipocampo.

Durante la caminata y la exploracion el hipocampo juega un papel significativo en la
orientacion de los animales ya que provee una indicacién continua de su ubicacion

espacio-temporal.

Esta prueba evalla atencion y seguridad ante la exposicion de un ambiente nuevo,
parametros importantes para la habituacion a corto plazo.

Para medir adecuadamente el rendimiento del animal en relacion con el problema de que
tiene que resolver, es registrar el caminar y posteriormente calcular todos los parametros

con los que puede ser el motor y los comportamientos de orientacién caracterizados.

Parametros a evaluar:

1. Caminata o locomocidén espontanea: forma parte de la exploracién espacial,
consistente en el desplazamiento horizontal del animal de una localidad a otra.
Ademas de la distancia total recorrida se evalia el numero de movimientos
horizontales, distancia promedio por movimiento y tiempo por movimiento
horizontal. Durante la caminata y la exploracion el hipocampo juega un papel
significativo en la orientacion de los animales ya que provee una indicacion
continua de su ubicacion espacio-temporal (Géngora, 2008). Al respecto se sabe
gue la locomocion espontanea estd asociada con la apariciéon de ondas teta con
frecuencias de 6 a 10 Hz en el hipocampo, que se correlacionan positivamente con
la velocidad de la caminata. Asi mismo se ha demostrado que el ritmo teta parece
funcionar como un reloj que sirve de referencia para ubicar en el tiempo el disparo
de las neuronas del subiculo que se activan en relacién a la posicion del animal en
el espacio (Schwarting, 1996). De hecho, las lesiones del hipocampo producen
defectos en el aprendizaje espacial. Cabe mencionar que el ritmo teta del
hipocampo puede depender no solo de la velocidad de la locomocién, sino
también del estado motivacional de la rata, asociado con la marcha.

2. Exploracion vertical (rearings en inglés): en la cual el animal se yergue y se

sostiene durante varios segundos en posicion vertical apoyandose en el tripode
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formado por las dos patas posteriores y la cola (Géngora, 2008). Si la conducta se
evalla en un espacio con paredes, es comun que el animal realice la mayor parte
de los episodios de exploracion vertical apoyando las patas anteriores en las
paredes, lo cual le ayuda a mantener la posicion vertical durante mas tiempo. El
andlisis fino de esta conducta incluye el niumero de episodios de exploracion
vertical, duracion de cada episodio, tiempo total invertido en esta conducta e
histograma de distribucion de frecuencias de acuerdo a la duracion de cada
episodio exploratorio. Aunque comparte algunos sustratos funcionales con la
locomocidn, la exploracién vertical es un proceso cognoscitivo mas complejo,
susceptible de ser modificado independientemente de la caminata. Se demostré
que este tipo de exploracion también esta asociada con la aparicién de ondas teta
en el hipocampo; ademas, se ha descrito que su frecuencia es un reflejo del nivel
general de vigilia (Whishaw, 2006).

3. Tigmotaxis (del Griego thigma = contacto y taxis = respuesta innata de un
organismo de moverse hacia a un estimulo), en la cual las ratas pasan un mayor
tiempo en aquellos espacios que estan rodeados por el mayor nimero posible de
paredes. Los bigotes o vibrisas juegan un papel determinante en esta conducta. La
funcién sensorial de las vibrisas en el rastreo tigmotactico se pone de manifiesto
en ratas a las cuales se les han cortado los bigotes de un solo lado, ya que en
estas condiciones prefieren caminar pegadas a las paredes con el cuerpo
orientado hacia el lado donde tienen intactos sus bigotes. La tigmotaxis se ha
usado como un indice de ansiedad en roedores, ya que se incrementa cuando los
animales son tratados con farmacos que inducen ansiedad, mientras que
disminuye cuando reciben farmacos ansioliticos.

La importancia de analizar la conducta exploratoria en ambientes nuevos sirve para
optimizar la seguridad, abre nuevas vias para explicar diferencias en la actividad

locomotora de los animales objeto a la lesion cerebral o un ensayo farmacoldgico.
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Dado que en nuestro pais y a nivel mundial, el indice de diabetes durante la gestacién ha
ido en aumento, es importante conocer mas sobre los factores etiolégicos maternos que

afectan la embriogénesis del sistema nervioso y su efecto cognitivo en la vida posnatal.

Debido a la imposibilidad préactica y ética de investigar este proceso en mujeres diabéticas
gestantes es necesario recurrir a modelos animales para producir esta enfermedad y
evaluar si la hiperglucemia durante la gestacion altera en su progenie, la morfogénesis de
espinas dendriticas en neuronas de la region CA3 del hipocampo, estructura cerebral que
ademas de haber sido ampliamente reportada en la literatura como vulnerable a
hiperglucemia, es altamente plastica y estd relacionada con procesos de aprendizaje
espacial.

En un trabajo conductual previo realizado en el laboratorio de Investigacion en Biologia
del Desarrollo y Teratogénesis Experimental, se encontr6 que las crias de 30 dias
obtenidas de ratas diabéticas mostraron baja capacidad de atencién, disminucion en la
locomocién y poca seguridad al explorar un ambiente nuevo en campo abierto (Gonzalez,
2011). Esto nos llevo a plantear la necesidad de estudiar si estas alteraciones en el
aprendizaje espacial se correlacionaban con alteraciones en la plasticidad neuronal

hipocampal del area CA3.

La informacion obtenida en este trabajo, ademas de demostrar si esta patologia materna
durante el embarazo induce alteraciones en la densidad de espinas dendriticas y déficit
en el aprendizaje y memoria en los hijos, servird para investigar los mecanismos

morfoldgicos, bioquimicos y moleculares que determinan las alteraciones del hipocampo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La hiperglucemia materna modifica en su progenie la densidad y tipo de espinas

dendriticas en las neuronas piramidales del hipocampo dorsal?

¢La tarea conductual en campo abierto altera la densidad de espinas dendriticas en

neuronas piramidales de la region CA3 del hipocampo en crias de ratas diabéticas?
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3. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto teratogénico de la hiperglucemia materna sobre la densidad y tipo de
espinas dendriticas en CA3 del hipocampo dorsal, en crias de 30 dias de edad sometidas

a campo abierto y sin intervencién conductual.

Objetivos Particulares

Cuantificar y comparar los valores de peso corporal, glucemia, glucosuria, cetonuria y
hemoglobina glucosilada de las ratas gestantes del grupo experimental y control; asi

como de sus crias desde el nacimiento y hasta los 30 dias de edad.

Obtener y analizar morfométricamente el cerebro, hipocampo y soma de neuronas
piramidales de CA3 de crias intactas y sometidas a la prueba conductual de exploracion

en campo abierto.

Cuantificar en crias intactas y sometidas a la prueba conductual de exploracion en campo
abierto, la densidad y los diferentes tipos de espinas dendriticas en neuronas piramidales
de CA3 del hipocampo dorsal
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4. MATERIAL BIOLOGICO Y METODO

ANIMALES

Se utilizaron 12 ratas hembras de la Cepa Sprague Dawley de 250 a 300 g de peso
corporal en etapa reproductiva, obtenidas del bioterio del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, IMSS. Estas fueron colocadas en cajas de policarbonato y se mantuvieron bajo
condiciones de luz obscuridad (12:12 hrs), temperatura (22-24°C), humedad (40-50%) y

con libre acceso al alimento y agua.

REPRODUCCION

Se les tomaron frotis vaginales a todas las hembras para identificar la etapa del ciclo
estral y se tifieron con azul de toluidina al 0.5% (anexo 1.1) se observaron bajo el
microscopio. Posteriormente, dos hembras que presentaron frotis en etapa de estro se
colocaron con un macho sano y de fertilidad comprobada toda la noche. Al siguiente dia,
por la mafiana (8:00 a.m.) se confirmé el apareamiento por la presencia del tap6n vaginal
mucoso y para confirmar en el frotis vaginal espermatozoides. Ese dia se consider6 como

dia cero de la gestacion.

INDUCCION DE LA DIABETES

Las ratas prefiadas se colocaron en cajas individuales, en condiciones de luz-obscuridad
de 12:12 horas, humedad 40-50% y temperatura 22-24°C. Se les proporciond alimento en
pellet para rata al libre acceso y agua. A cada caja se le identifico con un tarjetén (anexo
2.1).

Grupo experimental (GE): al quinto dia de la gestacion, antes de que el blastocisto se
implantara, las ratas se les indujo la diabetes mediante la inyeccién de estreptozotocina
50 mg/Kg de peso intraperitoneal (anexo 1.4 y 1.5), para crear una condicién similar a la

diabetes tipo | (glucemia = 200 mg/dl) (n=6)
Grupo control (GC): no se le realiz6é ningun tipo de manipulacién. (n=6)

Dos dias después de la induccién de la diabetes se tomaron muestras de sangre a cada
hembra cuantificandola con un glucémetro CONTOUR de BAYER vy tiras reactivas para

determinacion de glucosa.

Se llevé un monitoreo durante toda la gestacion del estado metabdlico de las ratas

diabéticas y controles el cual consistié: registro del peso corporal, 2 veces/semana,
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glucemia con tiras reactivas para glucosa en sangre marca CONTOUR de BAYER,
Glucosuria y Cetonuria con tiras reactivas para determinar glucosa y cetonas en orina
Ames Keto-Diastix 1 vez/semana. Todas las lecturas se registraron en una bitdcora
(anexo 2.2).

OBTENCION DE CRIAS DE RATAS DIABETICAS Y CONTROLES

Al término de la gestacion por parto espontaneo las ratas tuvieron a sus crias. En ambos
grupos (control y experimental) las camadas fueron ajustadas a 8 animales. En una
bithcora se registr6 el numero total de crias, nimero de crias vivas, muertas, peso
corporal y tiempo de gestacion (anexo 2.3). Las crias se pesaron cada tercer dia y se les
tomaron los mismos parametros que a las ratas durante la gestacion. A las crias de
madres diabéticas se les asigno una nodriza, con el fin de descartar que el factor lactancia
sea una variable que influya en los resultados obtenidos ya que nuestro objetivo fue
evaluar el efecto teratogénico de la hiperglucemia durante el embarazo.

Al dia 21 del destete se colocaron 4 crias por caja y se mantuvieron en las mismas
condiciones de bioterio se les proporcion6é alimento y agua a libre acceso. No se
considerd el sexo de las crias ya que a esta edad el factor hormonal todavia no esta
presente.

El dia 30 de vida extrauterina tanto las crias de los grupos diabéticos como controles se

dividieron aleatoriamente en 4 grupos (n=8 para c/gpo):

CRIAS DE RATAS CONTROL INTACTO (CGCI)

CRIAS DE RATAS DIABETICAS INTACTO (CGEI)

CRIAS DE RATAS CONTROL SOMETIDAS A CAMPO ABIERTO (CGC-CA).
CRIAS DE RATAS DIABETICAS SOMETIDAS A CAMPO ABIERTO (CGE-CA)

A las crias de los grupos intacto no se les realiz6 ninguna intervencién conductual,

permanecieron en el bioterio hasta el dia en que comenzé la prueba conductual.

A los otros dos grupos de crias intervenidas conductualmente se les realizo la prueba de
exploracion en campo abierto. El andlisis de los resultados de esta prueba conductual
fueron reportados previamente en la tesis “Efecto teratogénico de la hiperglucemia en

ratas gestantes sobre el aprendizaje y memoria a corto y largo plazo” (Gonzéalez, 2011).
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE LOS CEREBROS

Una vez concluida la prueba conductual las crias de todos los grupos fueron pesadas y
medidas. Inmediatamente se decapitaron, la cabeza se colocé sobre una gasa y con unas
tijeras de diseccion se retir6 la piel y musculo. Con unas alicatas se corté el craneo, se
removié el cerebro, se enjuago con buffer de fosfatos (anexo 1.3) y se fotografio
rapidamente. Con el programa de Axio Vision A C version 4.4 fueron medidos los ejes
mayor y menor de los hemisferios cerebrales (Fig. 4).

Hermisferi
derecho r

Hermisferio
izquierdo -
-~

Figura 4. Medicion de los ejes de los hemisferios cerebrales: La linea verde para ejes menores y la linea morada para los
ejes mayores.

Para el analisis histolégico y cuantificacién de espinas dendriticas, se utilizé la técnica de
Impregnacion con el kit de Golgi rapido (FD Rapid GolgiStain ™ Kit., elaborado por FD

NeuroTechnologies).

De cada uno de los grupos se seleccionaron aleatoriamente 3 cerebros y se colocaron en
una solucién de impregnaciéon preparada 24 horas antes del sacrificio y se almacené en
condiciones de oscuridad (anexo 1.6). Seis horas después se cambié la solucién de
impregnacién por una nueva donde se colocaron los cerebros por dos semanas a
temperatura ambiente bien sellados evitando la luz. Posteriormente el tejido se paso a
una solucion C (anexo 1.7), se almacend a 4°C durante una semana. Se reemplazo la
solucion después de las primeras 24 horas de inmersion. Pasado este tiempo se
realizaron cortes por congelacion en un criostato (SLEE Technikmainz), ajustando la
temperatura a -22°C cuatro horas antes de cortar. Se hicieron cortes frontales seriados de
100 um de grosor se colocaron en portaobjetos previamente cubiertos con un adhesivo de
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Poly L lisina al 5% (anexo 1.2) colocando 6 cortes en cada laminilla, a cada corte se le
puso una gota de solucion “C” se retiré el exceso con papel filtro dejandolos secar a

temperatura ambiente cubriéndolos del polvo y luz.

Proceso de revelado: Una vez secos los cortes estos se enjuagaron con agua bidestilada
y se revelaron con un solucion previamente preparada (D + E + Agua bidestilada) (anexo
1.8) dejando 10 min, en seguida se enjuago con agua bidestilada y se continu6 con la
deshidratacién con una serie de alcoholes graduales 50%, 75%, 95%, alcohol absoluto y
aclarados con xilol se montaron con una resina sintética Entellan cubriéndolas con un

cubreobijetos.
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ANALISIS MORFOMETRICO DEL HIPOCAMPO DORSAL

Las laminillas obtenidas se observaron al microscopio estereoscopico Lumar V12 marca
Zeiss, para identificar la region de estudio con el Atlas de Paxinos y Watson 2009. Se
seleccionaron seis cortes continuos de cada cerebro donde se identific6 el hipocampo
dorsal (Bregma -3.36 mm) y se fotografiaron. En cada corte se midié el perimetro y los
ejes mayor y menor con el programa de Axio Vision A C version 4.4 (Fig. 5).

Figura 5. Morfometria del hipocampo dorsal. Corte frontal donde se muestra las mediciones realizadas: perimetro (P), eje
mayor (my) y eje menor (mn).

DENSIDAD TOTAL Y TIPO DE ESPINAS DENDRITICAS

Con la ayuda de un microscopio Optico Olympus BH2-RFCA vy utilizando el objetivo SPlan
40X PL 0.70 se seleccionaron seis neuronas de la region CA3 del hipocampo dorsal, se
capturaron y enseguida se midieron los ejes mayor y menor. La imagen capturada
permitio tener un plano éptico de toda la neurona y sirvid de referencia espacial para

colocar una barra de 25 um de longitud en las siguientes areas de la neurona piramidal
(Fig. 6).

1. De la parte basal del soma hacia la parte inicial del segmento proximal.
2. El segmento proximal de la dendrita apical

3. La primera ramificacion de la dendrita apical.
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Figura 6. Neurona piramidal en donde se sefialan las tres regiones de estudio con una barra de 25 um de longitud, ahi se
llevé a cabo la identificacion y cuantificacion de espinas dendriticas, ademas se marca el eje mayor (my) y menor (mn) del
soma. SP-DA= segmento proximal de la dendrita apical, 12 R-DA= primera ramificacion de la dendrita apical.

Para reportar la densidad de espinas dendriticas de cada segmento se cuantifico el
namero total de estas/25 um. Se empled el objetivo de inmersion 100X, con enfoque a
diferentes planos 6pticos y de acuerdo a los criterios de clasificacién determinados por
Sorra y Harris 2000, las espinas fueron clasificadas morfolégicamente como largas, hongo

y cortas. Todas las que no entraron en la clasificacién anterior se clasificaron como “otras”
(Fig. 7).

La densidad total se defini6 como el nimero total de todos los tipos de espinas dendriticas

de los tres segmentos estudiados.

Figura 7. Tipos de espinas dendriticas consideradas para la cuantificacion en cada uno de los segmentos. Espina larga (L),
hongo (h), corta (c) y otras (0).
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ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante la prueba de t-Student’s para evaluar los
datos de: peso corporal, glucemia, cetonuria, glucosuria, peso cerebral, eje mayor, eje

menor.

Para el analisis de la densidad de espinas dendriticas y tipos de estas, se utiliz6 ANOVA
de una via, empleando el programa SPSS versibn 16.0, el cual consisti6 en la
comparacion de la densidad de espinas dendriticas y tipos en las tres regiones
establecidas de las neuronas piramidales y en los cuatro grupos de estudio de crias de 30
dias de edad.
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5. RESULTADOS

RATAS GESTANTES:

SEGUIMIENTO DE LOS PARAMETROS METABOLICOS Y PESO

Glucemia: A los dos grupos de estudio de ratas gestantes se les midieron los niveles de
glucosa en el dia 3 de la gestacion, antes de la induccion de la diabetes y no hubo
diferencias en los niveles sanguineos de glucosa, registrandose valores entre 86 a 94
mg/dl; pero una vez administrada la STZ en dosis Unica al grupo experimental (ratas
diabéticas), los niveles de glucemia se incrementaron hasta alcanzar valores promedio de
590 mg/dl al final de la gestacién. Dos dias después de la induccién se confirmé la
condicion diabética de las ratas experimentales las altas concentraciones de
hiperglucemia se mantuvieron durante toda la fase experimental, hasta el sacrificio de las
mismas. En comparacién con los animales control las concentraciones de glucemia se
mantuvieron dentro de los valores normales. Al realizar la prueba estadistica se encontro
diferencias significativas con una p<0.05 (Gréfica 1).
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Gréafica 1. Niveles de glucemia en ratas gestantes con diabetes inducida con STZ y controles (n=6). Las concentraciones de
glucosa en el grupo experimental se fueron incrementando posteriores a la induccién y se mantuvieron durante el periodo
gestacional. La linea roja indica el promedio (z) desviacion estandar del grupo control (GC), y la linea verde corresponde al
grupo experimental diabético (GE). *p<0.05

42



Glucosuria y cetonuria: En concordancia con las concentraciones de glucemia, altas
concentraciones de glucosa en orina estuvieron presentes en las ratas diabéticas,
registrandose concentraciones de 1800 mg/dl al final de la gestacién. Por lo contrario, el
grupo control no presentd glucosuria. Al mismo tiempo, se hizo determinacién de
cetonuria en ambos grupos y la prueba salié negativa para los dos grupos.

Hemoglobina glucosilada Alc; Al término de la gestacion se cuantificd la concentracion
de hemoglobina glucosilada fraccion Alc (HbAlc) a los dos grupos de estudio,
observando que los valores para el grupo diabético fue del 7% de HbAlc, en comparacion

con el grupo control los valores fueron del 3.9%.

Peso Corporal: Los promedios y () desviacion estandar obtenidos durante los dias en
que se monitoreo el peso en las ratas gestantes controles/diabéticas fueron los siguientes:
Dia 0= 275.43 £ 12.75/274.33 + 25.32, D1 = 280.96 + 14/279.2 +23.37, D3 = 289.78 +
14.5/285.6 + 21.3, D5 = 293.5 + 14.5/290.6 + 31.08, D7 = 304.7 + 7/298.8 + 31.5, D9
316.7 + 8.5/307 + 19.4, D11 = 329.4 + 10.5/312 + 18.7,D 13 = 338 + 9/310 + 23.5, D15 =
352 + 4.95/312 + 20.6, D18 = 383.5 + 10.23/321.7 + 18, D 21 = 412.2 + 12/337.6 + 20,
D23 = 350.3 + 16. Estos resultados denotan que el grupo diabético tuvo menor ganancia

de peso en el transcurso de la gestacion y este comportamiento fue estadisticamente
significativo a partir del dia 15 y continué hasta el dia del nacimiento de las crias con una
p<0.05 (Gréfica 2).
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Gréfica 2. Promedio del peso corporal de los dos grupos de ratas durante la gestacion, el grupo diabético (GE) tuvo menor
ganancia de peso corporal. *p<0.05
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Tiempo de gestacion: se llevd un registro de inicio y término del periodo de gestacién de
las ratas, de las cuales se observo que las hembras del grupo control su periodo de
gestacion fue de 21 dias, mientras que las del grupo experimental presentaron un retraso
de 2 dias y sus crias nacieron a los 23 dias.

Caracteristicas de las camadas obtenidas: El nUmero de crias por camada tanto del
grupo control como experimental fue de 10 a 14 crias. Todas nacieron vivas y no se

observaron malformaciones externas evidentes.

CRIAS DE RATAS OBTENIDAS DE RATAS CONTROL Y DIABETICAS

SEGUIMIENTO DE LOS PARAMETROS METABOLICOS Y PESO

Glucemia: Los promedios (+) desviacion estandar de los niveles de glucosa en sangre de
crias monitoreadas en los dias 12, 21 y 30 dias de edad para el grupo control fueron:
D12= 95.54 + 14, D21= 100.45 £ 16.09, D30= 97.04 + 10.8, y los del grupo GE fueron:
D12= 86.62 = 12, D21= 84.95 + 13.20 y D30= 103.75 % 64. Las concentraciones de
glucemia registrados en los diferentes tiempos de edad de los dos grupos de estudio, no

presentaron diferencias significativas (Grafica 3).
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Gréfica 3. Niveles de glucemia en crias de ratas diabéticas (linea verde) (CGE) y controles (linea roja) (CGC). No se
encontraron diferencias significativas de glucemia en sangre en las crias en los distintos tiempos de muestreo para los dos
grupos de estudio (n=16 para c/gpo).
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Glucosuria y cetonuria: Al mismo tiempo se tomaron muestras de orina para determinar

estos dos parametros en las crias y los resultados fueron negativos para los dos grupos.

Peso corporal: De acuerdo a los datos registrados, se observd que el incremento del
peso corporal de las crias del grupo experimental fue menor comparado con el grupo
control, encontrandose diferencias significativas (Gréfica 4). Los promedios, () desviacion
estandar obtenidos a partir del nacimiento y hasta los 30 dias de edad de crias de madres
control/diabéticas fueron los siguientes: DO = 7.65 + 019 /6.075 £ 0.233, D3 = 11 +
1.17/8.025 + 0.48, D6 = 11 + 1.17/9.23 £ 0.60, D9 = 20.5 £ 2.3 /15 + 2.64, D11 = 255 +
2.72 /20.3 £ 4.65, D15 =34 +1.22 /27 +4.07, D18 =38 + 1.54 /34 + 458, D21 =50 +
5.38 /43 + 7.10, D24= 58 + 7.7 /49.5 + 5.79, D27=75 + 7.83/72.4 + 2.02, D30=96 +
14.50/79 + 8.96.
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Grafica 4. Promedio (+) desviacién estandar del peso corporal de las crias desde el nacimiento hasta los 30 dias de edad.
Crias del grupo control (CGC, linea en color rojo) y crias del grupo experimental diabético (CGE, linea en color verde).
(n=16 para c/gpo, p=0.05).

45



Morfometria de los hemisferios cerebrales:

En cuanto a la longitud de los ejes mayor y menor de los hemisferios derecho e izquierdo
de crias de 30 dias de edad de los grupos diabéticos fueron significativamente mas

pequefios que los de las crias de ratas del grupo control *p< 0.05 (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Promedio y desviacion estandar de las longitudes de los ejes de los hemisferios cerebrales de crias de 30 dias de
edad de los grupos: Control y Experimental HD: hemisferio derecho, HI: hemisferio izquierdo. (n= 16 c/gpo).

Morfologia y morfometria del hipocampo dorsal:

Respecto a la morfologia del hipocampo de crias de ratas control (Fig. 8A), se muestra
una estructura delimitada por sus diferentes areas CA1, CA3 y GD, ademas se observan
numerosas neuronas y ramificaciones dendriticas distribuidas en el area hipocampal, al
comparar los hipocampos con los del grupo experimental (Fig. 8B) se observaron menos
células piramidales y ramificaciones en el area hipocampal.
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Figura 8. Imagen del hipocampo de 30 dias de edad en el Bregma -3.60 mm. A= Hipocampo de cria de rata control. Se
observa el giro dentado (GD), las regiones CA1 y CA3. y B= Hipocampo de cria de rata diabética se observa menor nimero
de células piramidales en la area hipocampal. Técnica de Golgi rapido. Escala de la barra 25 pm.

Los valores registrados del perimetro del hipocampo dorsal de las crias de los grupos
control/experimental intactos (CGCI/CGEI) fueron: 7.251 + 0.33/ 5.321 + 0.095. Con la
aplicacion de la prueba conductual en campo abierto a las crias de los grupos (CGC-
CA/CGE-CA) los valores fueron de: 7.33 + 0.39/5.42 + 0.28, siendo significativamente

mas pequefio el hipocampo de crias descendientes de madres diabéticas (Gréfica 6).
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Grafica 6 Perimetro del hipocampo dorsal de crias de 30 dias de edad. Donde se muestran las diferencias del perimetro de
los hipocampos de los grupos experimentales (CGEI y CGE-CA). (n=3 para c/gpo)
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En cuanto a la longitud de los ejes del hipocampo dorsal (Grafica 7), el tamafio del eje
mayor del grupo control y experimental intactos (CGCI/CGEI), fue de: 4.31 mm %
0.1602/3.87 mm = 0.191 respectivamente y para los ejes menores fueron de: 3.36 mm +
0.081/2.82 mm + 0.05. El eje mayor hipocampal en las crias de los grupos a las que se les
aplico la prueba en campo abierto (CGC-CA/CGE-CA) midi6: 4.503 mm * 0.19/3.92 mm +
0.22 respectivamente y para el eje menor los valores fueron de: 3.45 mm + 0.095/2.96
mm £ 0.12. Por lo que podemos decir que la longitud de los ejes de crias descendientes
de madres diabéticas fueron mas pequefios con diferencia significativa de p<0.05

comparado con las crias de madres control.
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Gréfica 7. Longitud de los ejes mayor y menor del hipocampo dorsal. En las crias de ratas diabéticas (CGEI y CGE-CA) el
tamafo de la longitud de los ejes fue significativamente mas pequefio que el de las crias obtenidas de los grupos control
(CGCl y CGC-CA) P<0.05 (n=3 para c/gpo).

Caracteristicas morfolégicas y morfométricas de las neuronas piramidales de CA3:

Las neuronas piramidales de CA3 del hipocampo de crias evaluadas a los 30 dias de
edad de los grupos control (Figs. 9A y C) presentaron su morfologia piramidal
caracteristica, el tamafio del soma definido y normal, la dendrita apical con numerosas
ramificaciones dendriticas y espinas a lo largo el eje. En cambio, las neuronas del
hipocampo de crias obtenidas de los grupos diabéticos (Figs. 9B y D) se vio afectado el

tamafio del soma, se observaron menos ramificaciones en la arborizacion dendritica y en
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algunas ramas a lo largo de su eje se observaron espacios sin espinas (comparar figs. 9A
y C con figs. 9B y D). Es importante mencionar que el grupo de crias obtenidas de madres
diabéticas con estudio en campo abierto (CGE-CA) aumento el tamafio de los somas y se

aprecio un incremento en el numero de ramificaciones dendriticas (Fig. 9D) con respecto

al grupo experimental intacto (comparar figs. 9B con 9D).

Figura 9. Neuronas piramidales de CA3 del hipocampo dorsal de crias de 30 dias de edad de los grupos: A= control intacto
y C= control con campo abierto. Neuronas piramidales de crias de ratas diabéticas: B= intacto y D= con campo abierto. SP-
DA= segmento proximal de la dendrita apical; ad= arborizacién dendritica. Escala de la barra 25 um. Técnica de Golgi
rapido. Observe menor plasticidad en las crias de ratas diabéticas (B y D) comparada con los grupos control (A y C). (n=36
para c/gpo)

Morfometria: El promedio + desviacion estandar del eje mayor de los somas en los
grupos control y experimental intactos (CGCI/CGEI) fue de 36 + 5.73/32.86 + 4.03 y para
eje menor de: 21.55 + 4.11/19.19 + 2.03. En los grupos con estudio conductual (CGC-CA/
CGE-CA) lo promedios para el eje mayor fueron de: 36. + 4.20/33 + 3.66 y para el eje
menor 21.5 + 2.13/18.58 + 1.45 (Gréfica 8). Aunque el tamafio del eje mayor y menor en
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las crias de ratas diabéticas fue menor que en las controles esta diferencia no fue
estadisticamente significativa.
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Gréfica 8. Promedio y desviacion estandar de los ejes mayor y menor de somas de crias de 30 dias de edad de los cuatro
grupos de estudio. (n=36 para c/gpo).Aunque el soma neuronal fue mas pequefio en las crias obtenidas de ratas diabéticas,
esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

Densidad total de espinas dendriticas:

El andlisis de resultados realizado con la ANOVA de una via sobre la densidad total de
espinas dendriticas de las tres regiones analizadas revelo diferencias significativas en los
grupos de estudio. En la grafica 9 se aprecia que la hiperglicemia materna durante el
periodo de gestacion afecto el desarrollo de las espinas dendriticas, reflejandose menor
plasticidad neuronal en el grupo experimental intacto (CGEl= 194 espinas + 8.61)
comparado con el grupo control (CGCI=231 £ 9.13). Cuando se realiz6 la cuantificaciéon
para los grupos con estudio en campo abierto, se cuantific6 un incremento de espinas
dendriticas como respuesta a esta nueva experiencia conductual y los valores obtenidos
fueron (CGE-CA/CGC-CA): 210 + 10.03/ 257 + 6.54.

Al comparar la densidad de espinas dendriticas en crias intactas obtenidas de ratas

diabéticas con las el grupo experimental al que se le aplico la prueba conductual de
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campo abierto se aprecié un incremento estadisticamente significativo de espinas con una
p<0.01. Esto nos muestra que la prueba conductual estimulo la formacion de espinas
dendriticas en las crias de ratas diabéticas, pero no alcanz6 el numero de espinas que
presentaron las del grupo control sometidas a la misma prueba.
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Grafica 9. Densidad total de espinas dendriticas en neuronas piramidales de CA3 del hipocampo dorsal cuantificadas en las
3 regiones estudiadas. (n=36 para c/gpo. p<0.01)

Cuantificacion de espinas dendriticas por region:

Soma: Se observaron escasas espinas dendriticas en el soma de las neuronas
piramidales hipocampales de la region CA3 en los 4 grupos de estudio (Gréfica 10, fig.10).
El promedio y desviacion estandar de espinas cuantificadas en las 25 micras de longitud
en neuronas de crias del grupo control intacto (CGCI) fue de 4 £ 0.47 y para el grupo con
estudio de campo abierto (CGC-CA) el promedio fue de 2.5 + 0.42, en este grupo se
observd menos espinas aun expuestas al estudio conductual. Por el contrario las crias
descendientes de madres diabéticas (CGElI y CGE-CA) mostraron un aumento
significativo de espinas al aplicarles la prueba tuvieron una media de 1 + 0.27 /1.75 *
0.42. Asi mismo se aprecia en la grafica que las crias de madres diabéticas con y sin

aplicacion de prueba en campo abierto presentaron menos espinas que las controles.
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Grafica 10. Densidad de espinas dendriticas en somas de neuronas piramidales de crias de 30 dias de edad en las
diferentes condiciones de estudio. Se puede apreciar significativamente mayor niimero de espinas dendriticas en las crias
obtenidas de ratas control comparadas con las diabéticas. (n=36 neuronas para c/gpo)

Figura 10. Somas de neuronas piramidales de crias de 30 dias de edad. En las fotomicrografias se aprecian escasas
espinas dendriticas (flechas negras) en crias intactas y sometidas a campo abierto. Segmento proximal de la dendrita apical
(SP-DA). Escala de la barra 10 pum. Técnica de Golgi rapido. (A) CGCI, (B) CGEl, (C) CGC-CA y (D) CGE-CA (n=36
neuronas para c/gpo)
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Segmento proximal de la dendrita apical: La cantidad de espinas fue mayor en
comparacion al soma. La densidad de espinas dendriticas en esta region se muestra en la
gréfica 11 y fig. 11, en donde el nimero de espinas en los grupos control (CGCl y CGC-
CA) aumento, principalmente en el grupo con estudio en campo abierto: 17.25 + 2.7/19.25
+ 1.4. En los grupos experimentales los valores fueron menores con valores de 14 +
2.05/13 £ 2.1. Se encontraron diferencias significativas en los grupos con estudio
conductual (CGC-CA vs CGE-CA) con una p<0.01, es decir la hiperglucemia durante la
gestacion disminuyo la plasticidad neuronal en hijos de madres diabéticas sometidas a la
prueba conductual comparadas con los controles. Este mismo comportamiento se

observo en los grupos CGC-CA vs CGEI con una p<0.01
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Gréfica 11. Promedio y desviacion estandar de espinas dendriticas en el segmento proximal de neuronas
piramidales de CA3 de crias de 30 dias de edad p<0.01 (n=36 neuronas para c/gpo)
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Figura 11. Segmento proximal de la dendrita apical (SP-DA) de neuronas piramidales del hipocampo dorsal de crias de 30
dias de edad de los cuatro grupos de estudio: (A) CGCI; (B) CGEl; (C) CGC-CA y (D) CGE-CA. Los grupos de crias
experimentales presentaron menor densidad de espinas dendriticas comparadas con las controles. Escala de la barra 10
pum. Técnica de Golgi rapido. D- apical, Dendrita apical. (n=36 neuronas para c/gpo)

1™ Ramificacién de la dendrita apical: En cuanto al estudio morfométrico de esta regién
se cuantificd la mayor cantidad de espinas dendriticas comparado con las regiones antes
descritas (Gréafica 12). Para el grupo control intacto los valores de la media fueron 57 +
8.05 y para el de campo abierto la media fue: 42.5 £ 5.15, al comparar los valores con los
experimentales el grupo CGEI presenté un decremento de espinas con promedio de 33.5
+ 3.45 y el grupo CGE-CA un promedio de 37.75 + 6.25. Puede observarse que las crias
de madres diabéticas intactas presentaron una marcada disminucibn de espinas
dendriticas comparadas con los controles, asi también las crias que fueron expuestas a
un ambiente exploratorio presentaron un aumento en el nimero de espinas comparado
con las crias intactas pero no hubo significancia. En la fig. 12 se pueden observar los
diferentes tipos de espinas distribuidos a lo largo de la ramificacién dendritica. En el grupo
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experimental intacto (B) se ven espacios en la dendrita (flechas negras) y las espinas no

estan bien definidas en comparacion con los otros grupos de estudio 12A, Cy D.
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Grafica 12. Densidad de espinas dendriticas en la primera ramificacion donde se observa que los grupos CGCl y CGC-CA
presentaron mayor densidad de espinas comparado con los grupos experimentales CGEIl y CGE-CA. (n=36 neuronas para

c/gpo)

Figura 12. Densidad de espinas dendriticas de la primera ramificacion de la dendrita apical (12R-DA) en neuronas
piramidales de CA3 de hipocampo dorsal de crias de 30 dias de edad de los grupos: (A) CGCI; (B) CGEl; (C) CGC-CAy (D)
CGE-CA. Se observa en los grupos experimentales menor plasticidad que en los grupos control. L, espina larga; h; espina
de hongo; espina corta c; espina de copa. Escala de la barra 10 um. Técnica de Golgi rapido. (n=36 neuronas para c/gpo)
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Tipo de Espinas Dendriticas

La densidad de todos los tipos de espinas fue modificado por el ambiente hiperglucémico
en el que se desarrollaron las crias obtenidas de ratas diabéticas durante la gestacion En
cambio las crias de los grupos control que estuvieron inmersos en un ambiente

euglucémico durante su desarrollo no se alter su patrén de espinogénesis.

En cuanto al tipo de espinas identificadas en las diferentes regiones de las cuatro
condiciones de estudio las espinas largas fueron las que se cuantificaron mas. En la
grafica 13 se muestra éste aumento de espinas, las crias que tuvieron una experiencia a
un ambiente nuevo (prueba exploratoria en campo abierto), presentaron un ligero
incremento en la espinogénesis (CGC-CA y CGE-CA) con valores de media y error
estandar de 31 + 23.55/26 + 9.098 respectivamente y un valor de p= 0.3401. Mientras que
los grupos intactos (CGCIl y CGEIl) sus valores de media y error estandar fueron: 30 £
8.249/23 + 8.036 y un valor de p= 0.2271. A pesar de que este tipo de espina fue el mas

abundante en los cuatro grupos, no se encontraron diferencias significativas.
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Grafica 13. Numero de espinas dendriticas largas cuantificadas en las tres regiones en neuronas piramidales de CA3 de
hipocampo de crias de 30 dias de edad de ratas control y experimental. (h=36 neuronas para c/gpo)

Las espinas de hongo fueron las segundas mas abundantes (Gréfica 14) donde también

se observd un incremento de este tipo en los grupos con estudio conductual (CGC-
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CA/CGE-CA) con una media y error estandar de 20.33 + 8.17/17.33 + 7.66 y con un valor
de p= 0.4175, en cuanto a los grupos de crias intactas (CGCI/CGEI) los valores de media
y error estandar fueron: 14 + 6.79/12.33 + 7.02 con un valor de p= 0.5888.
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Gréfica 14. Densidad de espinas dendriticas tipo hongo cuantificadas en las tres regiones seleccionadas en neuronas
piramidales de CA3 de hipocampo dorsal de los diferentes grupos de estudio. (n=36 neuronas para c/gpo)

En cuanto a las espinas cortas (Gréfica 15), se observé un mayor incremento en el grupo
experimental con estudio conductual (CGE-CA) con una media y error estandar de: 19.33
*+ 5.84, seguido del grupo control con estudio conductual (CGC-CA) con una media de:
18.33 + 5.16 y valor de p= 0.7901 para ambos grupos. Los valores de las espinas de los
grupos de crias intactas (CGCI/CGEI) la media y el error estandar fueron menores: 17 +
4.099/16 + 3.96 y el valor de p= 0.7901. En este tipo de espina no se encontraron

diferencias significativas.
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Gréfica 15. Densidad de espinas dendriticas tipo corta cuantificadas en las tres regiones seleccionadas en neuronas
piramidales de CA3 de hipocampo dorsal de los diferentes grupos de estudio. (n=36 neuronas para c/gpo)

Y el ultimo tipo de espinas cuantificado fueron las “otras” (Gréfica 16), en la grafica se
muestra que las espinas “otras” del grupo experimental con estudio conductual (CGE-CA)
presento significativamente menor nimero de espinas comparado con los grupos control y
experimental intacto (CGCI, CGC-CA y CGElI). Los valores de media y error estandar para
los grupos intactos (CGCI/CGEI) fueron: 16 + 4.14/13 + 4.94. Entre los grupos con estudio
de campo abierto (CGC-CA/CGE-CA) los valores de media y error estandar fueron: 16 +
5.51/7.33 + 2.49 y el andlisis estadistico reflejo diferencia estadisticamente significativa
con p<0.002 y también entre los grupos (CGCI vs CGE-CA) con diferencia significativa de
p<0.002
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Grafica 16. Densidad de espinas dendriticas tipo otra cuantificadas en las tres regiones seleccionadas en neuronas
piramidales de CA3 de hipocampo dorsal de los diferentes grupos de estudio p<0.02 (n=36 neuronas para c/gpo)
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6. DISCUSION

Existe controversia acerca del efecto que tiene la diabetes materna durante la gestacion
sobre el desarrollo hipocampal y en las habilidades cognitivas propias de esta regién. En
este trabajo se evalu6 el efecto teratogénico que ocasiona un ambiente intrauterino
hiperglucémico sobre la densidad y morfologia de espinas dendriticas de neuronas
piramidales del hipocampo dorsal en crias de 30 dias, obtenidas de ratas diabética y su
correlacion con la baja capacidad de atencién, disminucion en la locomocién y poca

seguridad que presentan al explorar un ambiente nuevo en campo abierto.

Los hallazgos del presente estudio revelan que la hiperglucemia materna durante el
periodo gestacional, afectd de forma diferente el tipo y nimero de espinas dendriticas, su
distribucién en las tres regiones evaluadas y el tamafio del soma de las neuronas
piramidales de la regién CA3 del hipocampo dorsal. Estos resultados se correlacionaron
con trastornos en el aprendizaje espacial observado en las crias de madres diabéticas
previamente descrito por Gonzalez en 2011, quien reporté disminucién en la locomocion,
poca seguridad al explorar un ambiente nuevo, menor capacidad de atencion y aumento

de ansiedad.

Se utiliz6 a la rata como modelo experimental y a la STZ como agente quimico para la
induccién de diabetes, este fue un modelo adecuado ya que se mantuvo un estado
hiperglucémico durante todo el periodo de gestacién que fue comprobado mediante el
monitoreo metabdlico realizado a las ratas, donde los valores registrados de la glucemia
fueron mayores a los 200 mg/dI (ver grafica 1); al mismo tiempo se llevé el monitoreo del
peso corporal en donde se observé que antes de la induccién de la diabetes los animales
iban aumentando de peso, pero posterior a la induccion hubo poca ganancia de peso en
comparacion con las ratas controles (Gréafica 2). Estos datos de los altos niveles de
glucosa en sangre inducidos por la STZ y la pérdida de peso son similares a los
reportados en la literatura en donde emplean el mismo procedimiento de induccion
(Martinez, 2005; Szkudelski, 2001; Hugues, 2001, Palomino, 1998; Salazar, 2010).

Un aspecto importante a considerar es que el estado hiperglucémico desarrollado por las
ratas tratadas con STZ se establecié antes de que se implantara el embrién, lo anterior

permite confirmar que los hallazgos encontrados en las crias fueron debido al ambiente
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hiperglucémico intrauterino en el que se desarrollaron y no al efecto directo de la STZ,

esto concuerda con lo reportado por Polanco y colaboradores en el 2005.

En cuanto a los pardmetros metabdlicos de las crias obtenidas de los grupos control y
diabético, los niveles de glucosa fueron registrados dentro de los parametros normales
(80-120 mg/dl), ademas, no se detectd glucosuria y cetonuria en ninguna de las crias de
los cuatro grupos de estudio (ver gréfica 3). Estos resultados permiten inferir que la
glucemia de las crias no fue un factor que pudiera haber afectado su desarrollo en etapas
posteriores. Por otro lado, los descendientes de madres diabéticas (CGE), presentaron
una disminucion significativa del peso corporal comparado con las crias control (CGC), a
pesar de haber cursado por un periodo de gestacion que se prolong6 dos dias, lo que
concuerda con lo reportado por otros autores que sefialan que la hiperglucemia materna
induce una desregulacion cronolégica del desarrollo (Salazar, 2010; Polanco, 2001),
situacion que se sigue reflejando en la etapa postnatal.

La diabetes materna inducida durante el periodo gestacional resulté ser un factor nocivo
durante el desarrollo del SNC. Las alteraciones observadas en el patrén de maduracion
dendritico como en el de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de CA3 del
hipocampo dorsal en crias de 30 dias de edad se correlacionaron con el menor tamafio
del cerebro e hipocampo y con las alteraciones en la memoria espacial reportados por
Gonzélez, 2011.

En cuanto al andlisis morfométrico del hipocampo de crias de madres diabéticas, tanto el
perimetro como sus ejes mayor y menor fueron significativamente mas pequefios que los
controles, datos que también confirman la desregulacion cronoldgica previamente
sefialada. Estos cambios morfométricos, reflejan los efectos de la hiperglucemia durante
el desarrollo embrionario y fetal de esta estructura, fundamental para los procesos de
aprendizaje y memoria. Esta evidencia es importante ya que no existen reportes
morfométricos del hipocampo en crias 30 dias de edad, asi como tampoco del tamafio de

las neuronas piramidales de CA3.

Aunqgue no se tiene una referencia bibliografica que apoye o contradiga los resultados
obtenidos en la morfologia y morfometria de las neuronas piramidales asi como la
densidad total de espinas dendriticas en ratas expuestas a un ambiente hiperglicémico

durante el desarrollo hipocampal, existen mecanismos propuestos en ratas en las que se
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indujo la diabetes en etapas juveniles y adultas que sefialan que las altas concentraciones
de glucosa afectan la plasticidad neuronal. En estos casos, se ha propuesto que esta
condicion metabdlica altera los niveles de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS) que
regula la sintesis del Oxido nitrico repercutiendo en estas alteraciones morfologicas
neuronales en diferentes regiones del cerebro entre ellas el hipocampo, la corteza
prefrontal y la corteza occipital teniendo como consecuencia alteraciones en el

aprendizaje y la memoria (Martinez, 2005; Malone, 2006).

Otro de los mecanismos propuestos para explicar alteraciones en la plasticidad neuronal
en ratas juveniles hiperglucemicas es el incremento en los niveles intracelulares de
sorbitol e inositol en la corteza cerebral y el hipocampo, lo que trae como consecuencia
que disminuyan los niveles de taurina, aminoacido importante en el crecimiento neuronal.
Al presentarse estos cambios morfolégicos en las neuronas se alteran las sinapsis
excitadoras que se encuentran en las espinas dendriticas y disminuye la superficie de
contacto neuronal, aunado al decremento de espinas, esto se traduce en una reduccion

del potencial de interaccién neuronal deficiente.

La atrofia y la pérdida de las espinas dendriticas han sido previamente asociadas con la
disfuncion cognitiva en los roedores y en los seres humanos y esto refleja una ruptura o
interrupcion de los circuitos cerebrales. Por lo que, en este estudio podemos inferir que la
hiperglucemia durante la gestacion induce una menor formacion de espinas dendriticas, lo
cual podria ser la base fundamental neuroanatémica de la disminucion en la plasticidad
neuronal en las crias de madres diabéticas y por consiguiente de las alteraciones

neuroconductuales reportadas por Gonzalez en el 2011.

Por otra parte, las crias sometidas a campo abierto independientemente del tipo de
tratamiento presentaron un aumento en la densidad de espinas dendriticas (comparar
figuras 9A con 9C vy figuras 9B con 9D), estos resultados son concordantes con lo
reportado con Widman-Rosellini 1990 y Larson 2002 quienes describen que la exploracion
en situaciones de novedad en campo abierto incrementa la actividad exploratoria y por
ende la plasticidad neuronal. Asi mismo los resultados son concordantes con lo sefialado
por Drapeau en 2003, sobre la relacion directa que existe del nivel de neurogénesis y el
aprendizaje de tareas dependientes del hipocampo. Observe en la gréfica 9, que aunque

aumento la densidad de espinas en las crias obtenidas de ratas diabéticas (CGE-CA),
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este fue significativamente menor que en las crias obtenidas de ratas control, es decir la

plasticidad sinaptica fue menor aun con el estimulo de la prueba conductual.

En cuanto a la distribucion y cantidad de espinas dendriticas evaluadas en las neuronas
piramidales de crias de 30 dias de edad, se observé que la distribucién de éstas vario de
acuerdo a la region del cuerpo neuronal. En el presente trabajo se contd que el soma fue
la zona con menor numero de espinas dendriticas, seguido del segmento proximal de la
dendrita apical y por dltimo la primera ramificacién dendritica en donde se cuantificé el
mayor nimero de espinas. Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura, en
donde se sefiala que la distribucién de las espinas dendriticas aumenta conforme se aleja
del cuerpo neuronal siendo mas abundantes en la region distal del arbol dendritico (Miller,
1981a). Esta distribucion de espinas dendriticas le dio al hipocampo la caracteristica de
plasticidad neuronal.

En cuanto al tipo de espinas que se encontr6 con mas frecuencia fueron las espinas
largas, después las de hongo junto con las cortas y por ultimo las espinas “otras”, datos
que son congruentes con lo reportado previamente por otros autores. De acuerdo con
Harris y colaboradores 1998, la densidad proporcional de cada tipo de espina varia en las
diferentes estirpes neuronales en cuestién. Sin embargo, existe una tendencia general
que indica que las espinas mas abundantes en una neurona son las largas, tanto en
neuronas del hipocampo, la corteza cerebral asi como en las células de Purkinje del
cerebelo. Le siguen aquellas en forma de hongo en una proporcion que oscila entre 25 a
un 35% en tanto que las cortas estan presentes entre 20 y 30%. Aunado al hecho de que
las espinas largas, en hongo y cortas son las mas abundantes, la relativamente grande
variacibn de sus proporciones parece critica para la integracion de la informacién
sinaptica que intermedian (Harris, 1992). Las espinas clasificadas en el grupo de “otras”
fue el tipo de espina que se encontraron en menor nimero en las crias de ratas diabéticas
aun cuando se les aplic6 la prueba conductual y de acuerdo con Bourne y colaboradores
en 2008, mencionan que este tipo de espina es una fase de transicibn de maduracién
hacia el tipo larga u hongo dependiendo del estimulo recibido. De acuerdo con nuestros
resultados los diferentes tipos de espinas cuantificadas reflejan que la hiperglucemia
materna durante la gestacion provocé una menor sinaptogénesis en las crias
repercutiendo en la etapa postnatal en una menor plasticidad neuronal que se vio

reflejada en los cambios conductuales de los animales.
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Nuestros resultados son concordantes con lo reportado por Malone en 2008, quien sefala
que las espinas largas estan estrechamente relacionadas con el aprendizaje y las espinas
tipo hongo con funciones especificas de memoria por lo que su menor frecuencia podria
estar relacionada con el deterioro de la memoria en las crias de ratas hiperglucémicas.
Lee en el 2005, sefal6 que las formas y el nUmero de espinas dendriticas van cambiando
drasticamente en las diferentes condiciones fisiolégicas o patoldgicas, como el desarrollo,
la concentracion de calcio o el enriquecimiento del medio ambiente ademas los reajustes
estructurales de las espinas dendriticas son inducidos después de potenciales a largo
plazo (LTP).

Los resultados de los estudios morfométricos realizados al cerebro, hipocampo y
neuronas piramidales de la regibn CA3 demostraron que las altas concentraciones de
glucosa en el que se desarrollaron los embriones y fetos impacto negativamente en la
histogénesis de esta estructura, dafio que se vio reflejado en la etapa postnatal en una
menor plasticidad hipocampal y esta menor densidad de espinas dendriticas se
correlaciono con la falta de atencién, seguridad de las crias de ratas diabéticas, asi como
alteracion en la locomocién y memoria a corto y largo plazo previamente sefialados.

Nuestros hallazgos amplian el poco conocimiento que se tiene en este campo y permiten
hacer inferencia en nifios de afio y medio de edad (equivalente a las ratas de 30 dias),
tiempo en que los procesos de histogénesis y microneurogénesis son los predominantes y
que son esenciales en los procesos de memoria y aprendizaje. Informacién que debe
llegar al ambito de profesionales clinicos para disefar las estrategia necesarias para
prevenir estas deficiencias conductuales y mejorar en ellos problemas en el ambito

académico que pudieran presentarse.
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7. CONCLUSIONES

1.- El modelo utilizado en este trabajo mostro ser adecuado debido a que se logré inducir
y mantener la hiperglucemia desde antes que se implantara el embrién hasta la fase

terminal de la gestacion.

2.- La hiperglucemia materna durante la gestacion alter6 los procesos de neurogénesis,
embrionaria, fetal y postnatal, alterando la plasticidad de las neuronas piramidales de CA3

del hipocampo que se correlacioné con la capacidad de aprendizaje.

3.- Los cambios morfométricos observados en la densidad de espinas dendriticas de las
crias de los grupos control y experimental con sélo exponerse una vez a la prueba de
exploracion en campo aumenté la plasticidad del area CA3 del hipocampo Sin embargo,

en el grupo experimental esta plasticidad fue significativamente menor.

4.- La menor densidad de espinas dendriticas en el grupo experimental que se le aplico el
estudio de campo abierto se correlaciono con los cambios conductuales observados en
las crias tales como, disminucion de la capacidad de atencion y seguridad al explorar un

ambiente nuevo que repercutio en su capacidad de aprendizaje.
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PERSPECTIVAS

1. Aumentar el tamafio de muestra es este disefio experimental y emplear estos
hallazgos cito-estructurales y morfométricos con estudios de tipo fisioldgico y
bioguimico con el fin de entender mejor los cambios encontrados en el presente
estudio.

2. Establecer la metodologia del enriquecimiento ambiental como herramienta
terapéutica para que el animal responda a una estimulacion ambiental posterior
tanto en términos de plasticidad neuronal como de conducta. Lo anterior ejerceria
un efecto trofico de incremento del tamafio, peso cerebral, nimero de dendritas y
espinas, grado de ramificacion dendritica. (kolb, 1998; Will et al. 2004), retraso en
la aparicion de trastornos motores (Lazic, 2006), o bien la estimulaciébn podria
generar un mecanismo alternativo no dependiente del hipocampo para mejorar la
ejecucion motora del sujeto(Hannigan et al 2007).Esta estrategia de intervencion
esta encaminada a prevenir la aparicion de trastornos neuro-conductuales
asociados a los altos niveles de hiperglucemia intrauterina al que estuvieron
expuestos y lograr las habilidades cognitivas y sociales de todos los nifios que
nacieron de una madre que curso con diabetes materna. Ya existen evidencias
clinicas que los nifios estimulados resuelven mejor pruebas que evalGan
rendimiento cognitivo y presentan menos problemas de conducta. (Kaler y
Freeman, 1994; Joseph, 1999)

METAS LOGRADAS.

Los resultados iniciales se presentaron en el XXXIV Congreso Nacional de Histologia
llevado a cabo en la Facultad de Medicina U.N.A.M., obteniendo el 3er Lugar en la
modalidad de cartel con el trabajo “La hiperglucemia materna disminuye en la progenie la

densidad de excresencias espinosas en neuronas hipocampales”.

Los resultados finales se someteran al XXXV Congreso Nacional de Histologia que se

llevara a cabo en la Facultad de Ciencias U.N.A.M.
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9. ANEXO 1

Preparacion de soluciones:

1.1 Azul de toluidina 0.5%

Azul de toluidina.............coooiiii 05¢g
Tetraborato de sodio.............ccoviiiiiiininnen 04g
Aguadestilada.................co 100 ml

Disolver el tetraborato de sodio en agua caliente 50°C y agregar el colorante azul de
toluidina. Dejar enfriar y filtrar.

1.2 Solucion de Poly L lisina 5%
Poly L IISiNa ...ceovviieiii 0.5%

Agua bidestilada...................oc 100 mi

1.3 Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS 1x)

Cloruro de sodio.......ccccoviiiiiiiiiiiiiee e, 45¢g
Fosfato de sodio dibasico ........................... 25.54 g
Fosfato de sodio monobasico........................ 5.52¢
Agua destiladac.b.p.......ccooiiiiiiiiii 1000 ml

Ajustar pH 7.2

1.4 Solucién buffer de acetato de sodio 0.1M pH 4.3

Agua desionizada ... 10 ml
Acetato de sodio ... 0.1361 g

Ajustar el pH a 4.3 para mantener estable la actividad de la STZ enfriar

1.5 Solucidn de Estreptozotocina

Buffer de acetato de sodio.........ccoovvvvvieiennnnn. 5ml

Estreptozotocina...........cocooviiiiiiii 0.25¢
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Mantener en congelacion (alicuotas)

1.6 Soluciéon de impregnacién A + B

La solucién A y B contienen cloruro de mercurio, dicromato de potasio y cromato de
potasio. La solucién de impregnacion se prepar6 en una mezcla de partes iguales 1:1 de

Ay B. Mantener bien cerrada y protegida de la luz.

1.7 Solucién C (Nitrato de plata 0.75%)

1.8 Solucion Reveladora (Formaldehido)

Soluciéon D---------------m--momo-- 1 parte
Soluciéon E-----------------mmo-- 1 parte
Agua destilada------------------- 2 partes

Mantener cerrado y protegida de la luz

ANEXO 2

Mezclar 1:1:2

2.1 Tarjetén de registro individual utilizado para las ratas.

TARJETON DE IDENTIFICACION

LAB:

RESPONSABLE:

RATA No. FECHA:

CEPA: SEXO: EDAD:

INICIO DE TRATAMIENTO:

DIA 1:
DIA 2:
DIA 3:
DIA 4:
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2.2 Bitdcora de registro del control metabdlico y peso corporal de ratas gestantes
durante fase experimental.

1.9 Registro de peso corporal y control metabdlico de ratas gestantes.

GRUPO: RATA No.
. Peso . . . .
Inicio de . Glucemia | Glucosuria | Cetonuria | HbAlc/Final
., Dia Fecha corporal L
gestacion l/semana | 1l/semana | 1/semana | gestacion
2/semana
1
2
3
Inicio de
tratamiento 4
5
6
7
8
9
10
[
23

2.3 Bitacora de registro postnatal del control metabdlico y peso corporal de crias
descendientes de madres diabéticas y control.

Registro de datos de crias

GRUPO: RATA No. Total de crias:
No. de crias vivas: No. De crias muertas:
PESO
FECHA: DIA CORPORAL Glucemia Glucosuria Cetonuria
O
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
etc.
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