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Resumen

El término malnutricién se refiere a una condicién provocada por una dieta en la que uno o
mas de los nutrientes esenciales no estan disponibles, o por lo menos no en las
proporciones adecuadas, a pesar de tener el contenido cal6rico diario adecuado.
Desnutricién, por otro lado, se refiere a la condicion propiciada por una dieta en la que
ninguno de los nutrientes requeridos por el organismo estan disponibles en cantidades
suficientes y que generalmente carece del contenido caldrico adecuado.

La malnutricion proteinica durante periodos criticos del desarrollo perinatal puede
provocar deficiencias estructurales, en particular en el sistema nervioso central, de
caracter permanente.

Diversos estudios muestran que organismos sometidos a alteraciones
nutricionales durante periodos criticos del desarrollo no presentan patrones normales de
aprendizaje, lo que sugiere alteraciones en las estructuras cerebrales relacionadas con la
memoria y el aprendizaje, como el hipocampo y la corteza prefrontal. Paralelamente,
existen evidencias que sugieren que existe un control circadiano de procesos
cognoscitivos, tales como atencion, memoria y aprendizaje, en particular de la
consolidacion de la memoria espacial.

El Nucleo Supraquiasmatico es la estructura encargada de orquestar los ritmos
circadianos en los mamiferos. Se ha observado que ratas con malnutricion proteinica
cronica desarrollan alteraciones en el ritmo diario de ingesta de agua. Estudios
inmunohistoquimicos del Nucleo Supraquiasmético de estos organismos muestran que la
fuerza de acoplamiento entre los osciladores disminuye significativamente ante el insulto
de la malnutricién proteinica cronica.

Estudios realizados hasta el momento que evallan los efectos de la malnutricion
perinatal sobre el desempefio en pruebas de memoria y aprendizaje espacial han arrojado
conclusiones controversiales. Resultados obtenidos en pruebas que consideran la
distribucién temporal de dichas tareas sugieren que el desempefio en éstas puede estar
modulado temporalmente.

En este trabajo se evalu6 el desempefio de ratas hembras juveniles en una prueba
para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial en cuatro puntos temporales del dia,
con el fin de comprobar si el ritmo diario de estos procesos cognoscitivos se encuentra
afectado, como resultado de la malnutricion proteinica perinatal. Paralelamente se evalu6
el ritmo de ingesta de agua para observar los efectos sobre éste de la malnutricién
proteinica perinatal en ratas hembras juveniles.

Los resultados muestran que las ratas que fueron sometidas a malnutricion
hipoproteinica perinatal presentan una curva de aprendizaje diferente a la de los
organismos control. No se encontré una relacion directa entre la hora del dia en la que
fueron realizadas las pruebas y el desempefio de los organismos, sin embargo si se
observan algunas diferencias.



Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2014 define a la nutricibn como la
ingesta de alimentos en relacion con las necesidades dietéticas del organismo y
considera que una buena nutricion es una dieta suficiente y equilibrada.
Actualmente la poblacion humana mundial enfrenta una crisis de salud publica,
derivada en gran medida por transtornos nutricionales de diversas indoles. La
ignorancia y malas practicas generalizadas sobre la alimentacion, hacen que este
problema no se limite inicamente a paises en vias de desarrollo (Morgane, et al.,

1993).

La nutricion durante los primeros momentos de la vida representa una de
las principales variables que afectan directamente la formacion, crecimiento y
organizacion funcional de un organismo. Una dieta inadecuada durante el primer
periodo de la vida tiene el potencial de influenciar adversamente el desarrollo en
general y en particular el del cerebro, que estd programado génicamente para

crecer mas rapido que el resto del cuerpo (Laus, et al., 2011).

El término malnutricion se refiere a una dieta en la que al menos uno de los
nutrientes esenciales no esta disponible en proporcion adecuada, sin embargo el
contenido energético es o supera al requerido por el organismo. Desnutricién, en
cambio, implica una dieta en la que el contenido energético es inadecuado,
generalmente son inadecuadas las cantidades de varios nutrientes esenciales

(Morgane, et al., 2002).



La malnutricion hipoproteinica, en la que la ingesta de proteinas esta por
debajo de los requerimientos del organismo, es de particular interés, ya que estas
moléculas representan uno de los principales constituyentes estructurales y
funcionales de los organismos, especialmente durante periodos en los que el
organismo las necesita mas rapido de lo que las puede sintetizar el mismo, como

es el caso del desarrollo perinatal.

La malnutricion proteinica perinatal severa (MPP) ha sido reconocida como
causante de reducciones en el niumero de neuronas, sinapsis, arborizaciones
dendriticas y mielinizaciéon. Todas estas dan como resultado una reducciéon en el
tamanfo del cerebro, una corteza cerebral mas delgada y un crecimiento mas lento.
Estas alteraciones del sistema nervioso central (SNC) estan asociadas a retrasos
en diversas funciones cognoscitivas y motrices (Morgane, et al., 1993; Laus, et al.,

2011).

Las proteinas son consideradas como el nutriente mas importante durante
el desarrollo de funciones neurologicas, debido a que gran parte de los
aminoacidos son neurotransmisores (0 Sus precursores), asi como enzimas y
hormonas. Las proteinas no cruzan la barrera placentaria de manera significativa,
por lo que la ingesta adecuada de todos los aminoacidos esenciales es crucial

durante el embarazo (Morgane, et al., 2002).

La nutricion es probablemente el factor ambiental que mayor influencia tiene
sobre el feto y el neonato, desempefia un papel crucial en la maduraciéon y el
desarrollo funcional del SNC. La MPP afecta adversamente al cerebro en
desarrollo de diversas maneras. Esta afeccion depende, principalmente, del
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momento especifico en que se presente la MPP, siendo muy relevante cuando el
SNC se encuentra en desarrollo. Los efectos de la MPP son permanentes, si
ocurren durante los periodos criticos de desarrollo del SNC, ya sean prenatales o
posnatales. Los efectos permanentes se produciran en la morfologia, fisiologia y
neuroquimica del cerebro, teniendo impacto directo sobre sus funciones,
particularmente en la esfera del desarrollo cognoscitivo (Morgane, et al., 1993). La
MPP ejerce efectos adversos agudos sobre el desarrollo en particular durante el
periodo temprano de procesos organizacionales, tales como la neurogénesis, la
migracion celular y la diferenciacién, asi como durante el momento de mayor
aumento de tamafo del SNC. La MPP da como resultado una variedad de
disfunciones y afecta la capacidad del organismo para interactuar con el medio

ambiente, produciendo un aislamiento funcional (Morgane, et al., 1993).

El desarrollo fisico, quimico y fisiolégico del cerebro y el comportamiento,
en todas las especies superiores se desarrolla a partir de la interaccidon continua
entre el bagaje génico y los factores ambientales. Entre estos se encuentran las
variables nutricionales, culturales, asi como la enfermedad y oportunidades de

educacién (Morgane, et al., 1993).

El papel que la nutricibn desempefia sobre la maduracién y el desarrollo
funcional del SNC estad directamente relacionado con el aporte de energia y
nutrientes necesarios para la constitucion de estructuras celulares y diversos

sistemas metabdlicos esenciales.

Las inadecuaciones nutricionales son consideradas como uno de los
principales problemas en la poblacién infantil. En particular la MPP representa a
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uno de los principales factores que afectan el desarrollo del cerebro (Laus, et al.,

2011).

Diversos estudios realizados en poblaciones humanas en paises en vias de
desarrollo han mostrado que la MPP tiene una influencia negativa en el desarrollo
cognoscitivo. Estos estudios han demostrado, incluso, correlaciones significativas
entre la MPP y déficits en habilidades analiticas, de razonamiento, de lenguaje,
memoria de trabajo visuoespacial, de funciones visuoespaciales, de memoria y
aprendizaje. Ademas del desempefio intelectual, incluyendo pruebas de 1Q vy

grado de escolaridad (Laus, et al., 2011).

Asimismo se observé que al dar suplementos alimenticios durante el
desarrollo, posterior al nacimiento, se elevaron los niveles de actividad de los
infantes, lo que tuvo una influencia positiva en la interaccién social con los padres
y el medio, estimulos que a su vez son un factor esencial en el desarrollo

cognoscitivo (Laus, et al., 2011).



Antecedentes

Periodos criticos del desarrollo

El desarrollo del cerebro incluye la sintesis de componentes celulares y
paralelo a estos eventos ocurre la neurogénesis, la gliogénesis, la migracion y la
diferenciacion celular, acompafiados por el aumento en el tamafio celular, estos
procesos ocurren a diferentes velocidades y en diferentes momentos durante el

desarrollo.

El periodo sensible del desarrollo (PSD) cerebral comprende desde la
concepcion hasta el final del growth spurt o momento de mayor aumento de
tamafio del cerebro (en roedores coincide con el destete, dia posnatal 21), tiempo
durante el cual se llevan a cabo los procesos de diferenciacién, migracion,
reproduccion celular, muerte celular programada, gliogénesis, neurogénesis,
conexion y desconexién. Asi los estimulos, ya sean positivos 0 negativos, a los
qgue el SNC esta expuesto durante este periodo, tendran un efecto permanente en

la estructura y funcién del mismo (Morgane, et al., 1993).

La idea de que hay momentos durante el desarrollo en los que el organismo
se encuentra particularmente vulnerable a un insulto fue desarrollada por Altman y
colaboradores en 1970. Establecen que el tipo y magnitud de las consecuencias
de un trastorno sobre una estructura dependeran del estadio del desarrollo
durante el que se presente dicha perturbacién; estos momentos cruciales en el

desarrollo del SNC fueron nombrados periodos criticos del desarrollo (PCD).



Los PCD son momentos especificos durante el desarrollo del SNC que
estan comprendidos dentro del PSD. Morgane y colaboradores en 1993 retoman
el concepto de Altman sobre los PCD y elaboran sobre éste. Establecen que los
PCD son el periodo de mayor actividad de eventos especificos, tales como la
neurogénesis, gliogénesis, migracion celular, diferenciacién celular, entre otros.
Los PCD se definen como ventanas temporales durante el desarrollo en los que se
generan estructuras y establecen patrones de conectividad intrinsecos entre
estructuras cerebrales, durante los cuales las unidades funcionales son
especialmente susceptibles a influencias ambientales especificas (Morgane, et al.,

2002; Purves, et al., 2004).

Este concepto se basa en la observacion de que los procesos del desarrollo
y organizacionales pueden ser alterados en mayor medida durante aquellos
momentos en los que se estan llevando a cabo con mayor rapidez, entendiéndose
gue las éareas del cerebro tienden a desarrollarse en saltos y en conjuntos
discretos, en oposicion a la idea de que lo hacen lento y de manera continua y
uniforme. Todos los procesos del desarrollo tienen un periodo critico ya que
ninguno se lleva a cabo de manera uniforme (FIGURA 1). Scott (1979) sefala que
la duracién y relevancia de los PCD dependen de las tasas de cambio en el

proceso. El curso de la tasa de cambio puede ser de tres maneras:

1. El evento sucede rapido durante un periodo breve y luego cesa y se
completa abruptamente; este es el caso mas comun.
2. El proceso inicia rapido y luego se extiende por un largo periodo, pero

de manera lenta.



3. Los procesos organizacionales suceden intermitentemente en tasas
elevadas, por lo que existen varios PCD en la misma estructura, un

ejemplo de esto es el aprendizaje en mamiferos.

Los PCD se definen también en torno a la plasticidad. Una vez que el
proceso organizacional cesa so6lo queda cierto grado de plasticidad (Morgane, et
al., 1993). Esto es de particular relevancia para el desarrollo del SNC ya que la
mayor parte de los eventos son unicos, lo que significa que después de
completados no se repetiran. Por lo tanto, es crucial que el organismo disponga de
la materia y energia necesarias para llevar a cabo este proceso de manera
adecuada en el momento en que ha sido programado. Es por ello que un insulto
durante este momento impedira que se lleve a cabo de manera adecuada el
proceso, por lo que traera consigo consecuencia adversas, como malformaciones
en las estructuras. Al utlizar modelos animales que permitan hacer un
acercamiento a la condicién en el ser humano, los momentos de los eventos de
crecimiento fetal deben compararse con relacibn a tiempos gestacionales

analogos (FIGURA 1).

La maduracibn del SNC vy el desarrollo de las capacidades de

comportamiento 6ptimo depende de tres factores criticos:

1. Hereditarios, i.e. directrices génicas.
2. Complejidad y grado de estimulacion ambiental.

3. Nutricién adecuada y balanceada (van Gelder, et al., 1984).
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También esta claro que las directrices génicas sélo pueden ser llevadas a
cabo si el estado nutricional de la madre es adecuado y si después del nacimiento
permea un ambiente estimulante y dirigido hacia el aprendizaje (Morgane, et al.,

1993).

De acuerdo con Levitsky (1975) la MPP es uno de los factores no génicos
gue afectan el desarrollo del cerebro y pueden alterar adversamente la capacidad

del organismo para interactuar y lidiar con el medio ambiente.

FIGURA 1. Comparacién de las tasas en las que se presentan los principales eventos en el
desarrollo del SNC de ratas y seres humanos. El periodo perinatal se considera como el
periodo sensible, las curvas corresponden a los periodos vulnerables mientras que los
valores més altos en ellas representan los PCD. Las flechas en las curvas de Mielinizacién,
Gliogénesis posterior y Microneurogénesis indican que continlan posteriormente a lo que
se muestra en las graficas (Modificado de Morgane, et al., 1993).
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Morgane y colaboradores (1993) sefialan que el momento durante el
desarrollo prenatal en el que se presenta el insulto es un factor determinante del
defecto provocado por el insulto, mas que el tipo de insulto. Existen diversos tipos
de malformaciones producidas por la MPP, incluyendo alteraciones en la
histoarquitectura y topologia neural, asi como en la pérdida de neuronas o fallas
en la migracion de éstas, lo que ocasiona que el peso del cerebro y el tamafio
sean diferentes al de un organismo normal. Estas malformaciones se observan a
partir de estudios morfométricos y conductuales. En varias instancias ocurre una
relacion anormal en la proporcién de células, alteraciones en el ciclo celular,
distorsiones en circuitos microneuronales o macroneuronales (FIGURA 2). La
proporcién alterada de neurona/glia puede producir anormalidades, incluyendo la

alteraciones en las migracion y ensamble de unidades funcionales.
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FIGURA 2. Efectos de la MPP en el ciclo celular de células precursoras de neuronas en
ratas. La MPP retrasa la division celular al prolongar el tiempo total del ciclo celular, lo que
da como resultado un menor nimero de neuronas (Modificado de Morgane, et al., 1993).

Las malformaciones ocasionadas por la MPP son generalmente sutiles,
principalmente involucran distorsiones en la proporcion de neuronas, atopias
celulares debido a migracion celular anormal, alteraciones de eventos regresivos,
tal como la muerte celular, ramificacién axonal y eliminacién sinaptica (FIGURA 3).
Todas las anteriores representan aspectos de distorsiones ontogénicas, mas que

de lesiones focales (Morgane, et al., 1993).

FIGURA 3. Eventos del desarrollo del SNC en relaciéon a la MPP. Se indican efectos
potenciales sobre el cerebro en general y en particular sobre la organizacién celular
(Modificado de Morgane, et al., 1993).
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Aquellas malformaciones congénitas reflejan groso modo, muerte celular
extensiva, cambios drasticos de la tasa mitética, fallas masivas o del momento
especifico en el que se da la migracién y la diferenciacién celular, los cuales
representan deficiencias drasticas en los procesos ontogénicos y dan como

resultado anomalias graves y severas (Morgane, et al., 1993).

Este tipo de insultos difusos, suelen dafiar en mayor medida, el acervo de
células proliferativas en el cerebro en desarrollo. Suelen afectar la histogénesis,
principalmente debido al retraso de la proliferacion celular y en segundo lugar,
debido a la modificacion del metabolismo proteinico (FIGURA 2; Blackwell, et al.,

1969).

El modelo de MPP en Rattus norvergicus (cepa Sprague Dawley) aplicado
en los estudios de Morgane y su grupo usualmente da como resultado la falla
parcial de procesos organizacionales neuronales basicos, ocasionando algunos
defectos organizacionales, y en humanos, a anormalidades funcionales en el area
general del desarrollo cognitivo. De esta manera los trastornos derivados de la

MPP tienden a ser patologias sutiles en vez de evidentes (Morgane, et al., 1993).

La distribucion temporal y tasa de desarrollo de las diferentes areas del
cerebro se mantiene conservada entre los mamiferos de manera general con
variaciones minimas. Las diferencias residen en el momento del nacimiento en
relacion con el estadio de maduracién del cerebro (FIGURA 1). En humanos el PSD
comprende del tercio final de la gestacion a los primeros dos afos de vida,
mientras que en las ratas de las dos primeras semanas de gestacion hasta el final
de la tercera semana de vida. Un insulto nutricional durante este periodo tiene el
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potencial de causar dafios irreversibles a nivel morfolégico, neurofisiolégico,

neuroquimico y funcional (Morgane, et al., 1993; Laus, et al., 2011).

Ritmos circadianos

Los organismos estan sujetos a las condiciones ambientales en las que se
desarrollan, que a su vez estdn determinadas en gran medida por fendmenos
geofisicos. La mayoria de estos fenbmenos se presentan de forma ciclica, con
diferentes periodos. Los seres vivos han desarrollado diversas adaptaciones para
adecuarse a estas variaciones ciclicas, los ritmos bioldégicos geofisico-

dependientes.

Los ritmos biolégicos enddgenos son variaciones periddicas de procesos
bioguimicos, fisiolégicos y conductuales que permiten a los organismos anticiparse
a las condiciones periédicas del medio y dar una respuesta adecuada, marcando
el tiempo en el que es mejor realizar o responder a tareas especificas (Moore-Ede,

1986).

La rotacion de la tierra sobre su propio eje produce los ciclos de luz
oscuridad con duracion constante. En respuesta a este fenomeno geofisico, los
organismos presentan ritmos bidgicos circadianos, que se caracterizan por tener
un periodo aproximado a 24 horas, al igual que el ciclo de luz oscuridad. Ademas

exhiben las caracteristicas de:

a) Ser enddgenos y de libre corrimiento. El ritmo circadiano es innato, es

heredado y no puede aprenderse. Un organismo, al estar aislado de
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b)

cualquier estimulo externo, continla expresando un ritmo circadiano con un
periodo cercano a 24 horas.

Compensar la temperatura. Mantienen el periodo de las variables
fisioldgicas aun cuando existan cambios en la temperatura ambiental.

Se sincronizan o reajustan a partir del estimulo de algunos factores
externos. Las sefales externas que tienen la capacidad de sincronizar a un
organismo se conocen como zeitgebers o sincronizadores (Dunlap, et al.,

2004).

Los ritmos circadianos tienen cuatro propiedades basicas, que se describen

matematicamente mediante funciones cosenoidales (FIGURA 4):

- periodo (7). Intervalo de tiempo entre dos sucesos de la misma magnitud.

- mesor. Valor medio de la variable de interés en un periodo.

- amplitud. Magnitud de la diferencia entre la magnitud mas alta (cresta) y la

mas baja (valle) de un periodo.
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- fase. Magnitud de una variable en un momento dado. EI momento en el

que alcanza el valor MAaximo se conoce como acrofase

periodo (T) | periodo (T) |
acrofase '_ ! ‘
Variable externa
Variable interna
mesor
amplitud
B valle [
relacion de
fase (W)

> tiempo

FIGURA 4. Propiedades de los ritmos bioldgicos.

Los ritmos circadianos estan gobernados por un reloj bioldgico, que
consiste en diversas estructuras encargadas de orquestarlos a través de diversos
mecanismos, estos varian en los diferentes organismos. El reloj biolégico esta
encargado de mantener la cronostasia o distribucion de las funciones en ventanas

temporales (Escobar, et al., 2002; Perrau-Lenz et al., 2004).

A los valores del periodo de las oscilaciones de las condiciones ambientales
se les denominan T (FIGURA 4). Cuando un periodo enddégeno se sincroniza a un
factor externo, se dice que esta ajustado o sincronizado a T. El periodo de T
produce una respuesta en el periodo enddgeno (representado por 1) y a la relacién
que existe entre la sefial ambiental y el ritmo del organismo se denomina relaciéon

de fase (W) (Daan, et al., 1978).
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En el estudio de los ritmos biolégicos es importante definir el momento en el
que inician los estimulos, para lo cual se utilizan los términos Tiempo Circadiano
(CT por sus siglas en inglés) y el del Zeitgeber (ZT por sus siglas en inglés). EI CT
se refiere a condiciones ambientales constantes, incluyendo la luz, mientras que el
ZT implica el uso de un estimulo sincronizador, mientras que todas las demas

condiciones ambientales permanecen constantes (Dunlap, et al., 2004).

La luz es el zeitgeber mas efectivo, sin embargo también hay otros
sincronizadores no foticos como la temperatura, sefiales sociales, farmacos,
actividad fisica y acceso al alimento, entre otros. Existen estimulos que
aparentemente modifican una respuesta pero en realidad no tienen un efecto
sobre el reloj bioldgico, lo que se conoce como enmascaramiento. Estos estimulos
influyen sobre la respuesta mientras se presentan, sin embargo al desaparecer se
puede comprobar que no sincronizaron el reloj circadiano del organismo. Para que
haya sincronizacion el estimulo debe tener efecto sobre el periodo del ritmo, tener

una relacion de fase estable y debe controlar la fase (Aschoff, et al., 1999).

Expresion de ritmos circadianos en mamiferos

Se ha demostrado que en mamiferos la estructura encargada de determinar
el ritmo circadiano, también conocida como oscilador maestro o marcapasos, es el
Nucleo Supraquiasméatico (NSQ) (Golombek, 1997), situado en la region ventral

del hipotalamo (FIGURA 5).
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NSQ

FIGURA 5. Seccién coronal con tincién Nissl de un cerebro de rata en el que se observa el
NSQ (Schwartz, 2000).

El sistema circadiano estd compuesto por células de la retina
especializadas, conocidas como ganglionares, las cuales actian como
fotorreceptores, las cuales representan la via aferente, las células ganglionares
conectadas al NSQ, estructura que genera y modula la sefial circadiana y las vias
eferentes (FIGURA 6), constituidas por nervios y sefiales hormonales de glandulas
anexas, que comunican al NSQ con los sistemas efectores (Yamazaki, et al.,

2002).
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Ritmos fisiol6gicos

comportamiento

FIGURA 6. Esquema del sistema circadiano en la rata (modificado de Berson, 2003). 1.
Células ganglionares de la retina, 2. NSQ.

El NSQ es una estructura pareada, es decir se encuentra en ambos
hemisferios cerebrales, lateral al tercer ventriculo y sobre el quiasma éptico. Esta
compuesto por una cantidad pequefia de células, el neuropilo es muy complejo,
con muchos tipos de sinapsis. Axones pequefios inervan al nucleo desde varias
direcciones, mientras que las dendritas de las neuronas que conforman al NSQ se
proyectan fuera de él. Las neuronas del NSQ poseen colaterales locales que
terminan en otras neuronas dentro del nucleo y algunos axones permiten las
conexion entre ambos nucleos (Klein, et al., 1991). EI NSQ secreta diversos
neurotransmisores con una regionalizacidén y temporalizacion especificas, como lo
son Arginina-Vasopresina (AVP), Neuropéptido Y (NPY), Péptido Vasoactivo

Intestinal (VIP), acido y-amino butirico (GABA) (Klein, et al., 1991).

En el NSQ se pueden distinguir regiones estructurales, diferenciadas por su

citoarquitectura y citoquimica. La corteza y el ndcleo, también nombrados en
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ocasiones ventrolateral y dorsomedial, respectivamente (FIGURA 7; Klein, et al.,
1991; Dunlap, et al., 2004). Los axones que conectan los dos lados del nucleo
entre si aparentemente involucran a todos los neurotransmisores encontrados en
el NSQ, sugieriéndose un cierto grado de comunicacion entre los dos nucleos. A
pesar de que la eliminacion de uno de los nucleos no implica la extincion del ritmo,
si se observan alteraciones en la sincronizacion a la luz y cambios en el periodo
del ritmo (Klein, et al., 1991). Debido a lo anterior, se ha descrito un modelo de
reloj circadiano en el que se reconoce un marcapasos complejo que consiste en
dos osciladores acoplados que son afectados diferencialmente por la luz, uno
sincronizado al sol saliente (M, por sus siglas en inglés) y otro al sol poniente (E,
por sus siglas en inglés) (Pittendrigh, et al., 1976; Daan, et al., 1978, Jagota, et al.,
2000). Se ha observado un fendmeno de separacion del ritmo de actividad
locomotriz en dos componentes que corren libremente con diferentes periodos y
que pueden volverse estables hasta 180° de distancia entre ellos conocido como

splitting (Jagota, et al., 2000).
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FIGURA 7. Inmunohistoquimica de la expresién de proteinas AVP y VIP en una seccion
coronal de NSQ de rata.

Aguilar-Roblero et al. (1997), establecen que el ritmo de ingesta de agua

esta modulado por el NSQ y que es un marcador de actividad en ratas.

Procesos cognoscitivos

Se ha mostrado que el hipocampo (FIGURA 8) desempefia un papel
importante en procesos cognoscitivos relacionados con la memoria, el
aprendizaje, la atencion, la inteligencia y la personalidad (Gluck, et al., 2001). La
atencion implica la seleccién de un estimulo sensorial particular o un proceso
mental para su analisis, esta relacionada con la actividad theta del hipocampo
(Purves, et al., 2004). El aprendizaje es el proceso a través del cual, a partir de la
experiencia, el sistema nervioso adquiere nueva informacién, implica conexiones
sindpticas creadas por exposiciones repetidas a eventos regulares en el ambiente,
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lo que se observa a través de cambios en el comportamiento (Gluck, et al., 2001;
Purves, et al., 2004). La memoria se refiere a la codificacion, almacenaje y
recuperacion de la informacién aprendida. Se han descrito, de manera cualitativa,
dos tipos de memoria en los humanos, la memoria declarativa, que implica el
almacenamiento y recuperacion del material que esta disponible conscientemente
Yy, por lo tanto, puede ser expresada verbalmente; y la memoria no declarativa o de
procedimientos, aquella que no es consciente, al menos no a detalle, y que
involucra habilidades y asociaciones que son adquiridas y recuperadas a nivel

inconsciente, como la memoria de trabajo (Purves, et al., 2004).

FIGURA 8. Neuroanatomia del Hipocampo en la rata.

El hipocampo también esta involucrado en la memoria espacial, que implica
la construccion de un mapa mental del medio, a partir del cual un organismo
puede navegar en sus alrededores (Gluck, et al., 2001). Un lugar es una coleccién

o configuracion de imagenes que son integradas en una percepcién unificada del
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lugar fisico sobre el que se esta situado, que ademas integra pistas del medio
percibidas por otros sentidos, como el olfato. Entonces, el aprendizaje espacial
puede ser considerado como un caso especial de aprendizaje configuracional: la
habilidad de relacionar elementos para formar una memoria compleja (Gluck, et
al., 2001). Desde esta perspectiva es posible relacionarla con la memoria
declarativa que también consiste en varios componentes separados que son
unificados para formar una memoria Unica y compleja (Gluck, et al., 2001; Purves,

et al., 2004).

La neurogénesis en el hipocampo ocurre en el periodo prenatal y se
extiende hasta el periodo posnatal temprano, tanto en ratas como en humanos
(FIGURA 9). Cambios en el funcionamiento del hipocampo, tales como déficits en
contacto sinaptico y sistemas de neurotransmisores, que se cree que constituyen
las bases neuroquimicas para los procesos de memoria, pueden producir déficits

en el aprendizaje espacial y en la memoria.
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FIGURA 9. Representacién gréfica de los PCD en referencia especifica a las estructuras
relacionadas con el aprendizaje y la memoria espacial, en ratas.

De acuerdo con la teoria del mapa cognoscitivo o mapa alocéntrico, el
hipocampo es una estructura en el SNC involucrada en el aprendizaje de procesos
y almacenamiento de representaciones espaciales del medio en mapas cognitivos
(Einchenbaum, 2002). El término mapa cognoscitivo se refiere al establecimiento
de relaciones entre las sefiales ambientales con un lugar determinado y sus
posiciones relativas; estos procesos resultan en la construccion de una
representacion espacial del ambiente y permiten al animal usar dichas
representaciones para guiarse en un contexto espacial especifico (Einchenbaum,
2002). A través de la inspeccion, manipulaciéon, o movimientos locomotrices en el
ambiente (lo que constituye la exploracién del animal), se adquiere informacion, se
procesa y se da como resultado un tipo de representacion cognoscitiva del medio.
Las ratas con MPP tardan mas en desempefarse en tareas de nhavegacion
espacial y tienen estrategias de navegacion menos precisas en la fase de
adquisicién del aprendizaje. Un modelo ampliamente usado para estudiar estos
proceso de aprendizaje y memoria espacial en las ratas es el Laberinto Acuético

de Morris (LAM) (Einchenbaum, 2002; Laus, et al., 2011).

Una de las técnicas mas utilizadas para estudiar el aprendizaje espacial fue
desarrollada por Richard Morris en 1984: el LAM, que consiste en un recipiente
con agua suficiente para permitir el nado de una rata, en el que se coloca una
plataforma fuera del alcance de la vista del animal. A medida que la rata nada
alrededor del recipiente, eventualmente encontrara la plataforma. Los organismos

normales toman poco tiempo en aprender a encontrar caminos relativamente
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directos hacia la plataforma, guiandose a partir de las sefiales visuales del entorno

(Morris, 1984; Gluck, et al., 2001).

Morgane y colaboradores (1993) mencionan a la formacion hipocampal
como un excelente modelo para el estudio de la MPP, debido a que se conocen la
mayor parte de conexiones establecidas entre sus neuronas, el arreglo
citoarquitectonico y la conectividad que han sido estudiados de manera

cuantitativa en animales normales.

Laus y colaboradores (2011), a partir del andlisis de estudios de
desempefio cognoscitivo en ratas con MPP realizados en décadas recientes,

concluyen que:

a) ratas con MPP generalmente requieren mas tiempo para aprender las
tareas en las pruebas de aprendizaje.

b) cuando aprenden, les toma mas tiempo extinguir los comportamientos
aprendidos en las pruebas de aprendizaje.

c) la MPP promueve una reactividad emocional a estimulos aversivos o
dolorosos y en situaciones en las que el desempeiio del organismo

depende de procesos de atencion sutiles o complejos.

Estos cambios en el comportamiento de organismos con MPP se han
explicado como el resultado de la rigidez de comportamiento o inflexibilidad
cognoscitiva, que consisten en dificultades para adaptarse o procesar informacién
de contextos complejos o cambiantes y es caracteristica de organismos con MPP

(Laus, et al., 2011; Tonkiss, et al., 1990a).
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A pesar de que algunos estudios no muestran diferencias significativas en
el desempefio en el LAM, entre los organismos malnutridos y sus pares controles
en tareas de memoria y aprendizaje espacial, algunos otros estudios con ratas
sometidas a MPP muestran que estos animales toman mas tiempo en aprender
las tareas y tienen dificultad en retener la informacion aprendida (Laus, et al.,
2011). En general los estudios realizados hasta el momento en materia de MPP y
sus efectos en el desempeiio en pruebas para evaluar la memoria y el aprendizaje
espacial han arrojado conclusiones controversiales (Tonkiss, et al., 1993, Fukuda,

et al., 2002; Partadiredija, et al., 2011).

Sin embargo, resultados obtenidos en pruebas que consideran la
distribucion temporal de dichas tareas sugieren que el desempefio en éstas puede
estar modulado temporalmente. Valentinuzzi y colaboradores (2004) realizaron un
disefio experimental para probar la memoria de trabajo en el LAM en el que
consideran dos momentos del dia, uno a la mitad del periodo de actividad y el
segundo durante el periodo de reposo. Reportan diferencias significativas entre
estos dos grupos, existiendo un mejor desempefio en la tarea durante la fase de

actividad de los organismos.

Posteriormente, Duran y colaboradores (2011) realizaron un estudio en el
gue evaluaron la memoria de trabajo en diferentes puntos circadianos. En sus
resultados reportan un ritmo de aprendizaje y una diferencia significativa entre la
expresion del ritmo de los organismos de acuerdo a la nutricion perinatal a la que

fueron expuestos (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Comparacion de la eficiencia de
aprendizaje (%) de los grupos que fueron
sometidos a  diversos  protocolos de
malnutricién proteinica. Control (Co),
Malnutricién proteinica crénica perinatal (CM),
malnutricibn  proteinica posnatal (PtM) vy
malnutricion proteinica prenatal (PrM). Se
encontré un ritmo en la memoria de trabajo.
Existen diferencias significativas en el ritmo
entre los grupos experimentales de acuerdo a
la nutricibn al que fueron sometidos. No se
encontré un ritmo en los organismos que
fueron sometidos a malnutricion proteinica
perinatal cronica (Resultados de Duran, et al.,
2011).

Por otro lado, se ha observado que ratas con MPP desarrollaron
alteraciones en el ritmo diario de ingesta de agua. Ademas los estudios
inmunohistoquimicos del NSQ en estos organismos sugieren que la fuerza de
coordinacion entre los osciladores disminuye significativamente ante dicho
estimulo. Asi, los autores sugieren que el NSQ puede ser afectado por
alteraciones nutricionales en el periodo perinatal, ya sea directa o indirectamente.

(Aguilar-Roblero, et al., 1997).
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Existen evidencias que indican que existe un control circadiano en procesos
de atencion, algunos tipos de memoria y aprendizaje, en particular de la
consolidacion de la memoria espacial (Benca, et al., 2009; Eckel-Mahan, et al.,

2008).

Los componentes del reloj molecular son expresados ampliamente a través
del cerebro y la capacidad de estos genes para cambiar, entre activadores
transcripcionales y represores, sugiere que pueden orquestar un control circadiano
de la expresion génica neuronal y la actividad neuronal a partir de su influencia
sobre la funcion de neurotransmisores y receptores involucrados en la regulacion
de procesos cognoscitivos. Por ejemplo, proyecciones del NSQ al Locus
Coeroleus (LC) facilitan la regulacion circadiana de la actividad noradrenérgica y
son importantes para la transicidbn entre atencién enfocada y la flexibilidad

conductual (Benca, et al., 2009).

Estudios han demostrado que las perturbaciones en las relaciones
reciprocas entre el reloj molecular y otros sistemas de neurotransmisores pueden
llevar a funciones cerebrales y comportamientos alteradas en general (Benca, et

al., 2009).

Ratones mutantes que carecen del gen NPAS2, analogo del gen CLOCK,
muestran déficits en el aprendizaje de paradigmas de miedo contextual, sugiriendo
gue el NPAS2 desemefia un papel importante en la adquisicibn de tipos

especificos de memoria (Benca, et al., 2009).
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Estos ejemplos ilustran que el NSQ media las salidas del reloj circadiano; y
las interacciones mediadas por el reloj molecular con neurotransmisores y otros
procesos neuronales son complejas y desempefian un papel importante en la
regulacion de una amplia variedad de comportamientos, incluyendo procesos

cognoscitivos (Benca, et al., 2009).

Las salidas del NSQ son capaces de producir ritmicidad celular sostenida y
sincronica tanto en tejidos centrales como periféricos dando como resultado la
organizacion temporal de ritmos moleculares y conductuales a través del cuerpo

(Benca, et al., 2009).

La capacidad para aprender y recordar varia a través del dia y ha sido
demostrado que bajo condiciones controladas exhibe bona fide ritmos circadianos,
i. e. de periodo aproximado de 24 horas que son generados enddégenamente y

pueden ser sincronizados por el ciclo de luz-oscuridad (Benca, et al., 2009).

Existe una variedad de mecanismos neurofisiolégicos que han sido
elucidados como responsables de la organizacion circadiana de los procesos
cognoscitivos. Estos incluyen regulacién de inervacion noradrenérgica de la
corteza, expresion de genes reloj en el NSQ e hipocampo, densidad de espinas

dendriticas y transporte de serotonina (Benca, et al., 2009).
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Planteamiento del problema

Existe evidencia que sugiere que los procesos de aprendizaje, memoria y
expresion del ritmo circadiano de ingesta de agua se encuentran alterados debido
a la malnutricion gestacional (Morgane, et al., 1993). A su vez, se ha propuesto
una modulacion ritmica enddégena de los procesos de aprendizaje y memoria, por
lo que es probable que deficiencias nutricionales durante el periodo perinatal
modifiquen la expresion del ritmo circadiano de ingesta de agua, asi como los
procesos de memoria y aprendizaje (Aguilar-Roblero, et al., 1997; Duréan, et al.,
2011), por si mismos y en relacién con la distribucién temporal en la que se
realizan estos procesos. Uno de los principales problemas de salud en México es
la prevalencia de exceso de peso corporal y desérdenes metabdlicos (Secretaria
de Salud (SS), 2011). Esto representa un indicador del estado nutricional de la
poblacion en general. Especificamente 73.3% de las mujeres que tienen mas de
veinte afos presentan problemas nutricionales (SS, Instituto Nacional de Salud
Publica (INSP), 2006). Esto podria implicar a su vez, que la nutricion perinatal de
los productos de cualquiera de estas mujeres al embarazarse se veria
comprometido por estas condiciones. Por lo que es de gran importancia
comprender como estos desérdenes metabdlicos pueden estar afectando
procesos durante el desarrollo perinatal y sus efectos posteriores en el organismo,
lo que permitiria plantear soluciones puntuales, tanto preventivas como paliativas,

a partir de lo cual se desprende la realizacion de este trabajo.
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Hipotesis

Si la malnutricion durante el periodo perinatal temprano representan un
efecto deletéreo sobre el desarrollo en general, y en particular del SNC, entonces
se encontraran modificaciones en los procesos cognoscitivos de memoria

espacial, su distribucion temporal y el ritmo de ingesta de agua.
Objetivos
General:

- Evaluar la manifestacion del ritmo diario de ingesta de agua y la memoria

espacial en un modelo de malnutricion hipoproteinica perinatal.
Particulares:
- Evaluar el ritmo circadiano a través del ritmo de ingesta de agua.

- Evaluar la memoria espacial mediante el uso del laberinto acuéatico de

Morris considerando cuatro puntos temporales.

- Determinar la eficiencia de aprendizaje espacial y su acrofase en los

diferentes grupos experimentales.

- Comparar la manifestacion del ritmo y el desempefio en el laberinto

acuatico de Morris en dos modelos nutricionales hipoproteinicos.
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Material y método

a)

b)

Modelo animal

El estudio se realizé con ratas (Rattus norvegicus) de la cepa Sprague
Dawley. Los registros conductuales fueron realizados en hembras entre los
45 y 90 dias de edad. Los organismos fueron obtenidos del Bioterio de la
Facultad de Ciencias UNAM, en donde fueron mantenidos en condiciones
de temperatura e iluminacién constantes.

Protocolo de malnutricién proteinica

Se utilizé una versién del modelo de malnutricion proteinica perinatal aguda
(MPP) utilizado por Morgane y colaboradores (1993), que consistio en
seleccionar al azar hembras que hubieran alcanzado la madurez sexual.
Fueron colocadas por parejas en cajas. Se les administrd alimento
isocaldrico hipoproteinico (6% caseina), el acceso fue ad libitum desde dos
semanas previas a los apareamientos y hasta el momento del destete, para
asi asegurar la malnutricion proteinica perinatal (Mpp) de las crias.

Para las cruzas se coloc6 a un macho por cada dos hembras, por caja. Una
vez concluidos 3 ciclos estrales (12 dias), o ante la deteccién de hembras
prefiadas, se retiraron a los machos y se separaron las hembras, una en
cada caja. Las hembras prefiadas fueron revisadas diariamente para
monitorear su estado y el dia de nacimiento de las crias.

Se considerd un periodo de lactancia de 21 dias posteriores al parto (dp21).
Al destete, las crias fueron separadas en grupos de 8 a 10 organismos. A
partir de este momento se administraron agua y alimento (25% caseina) ad

libitum (FIGURA 11).
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FIGURA 11. Esquema del protocolo de MPP utilizado en este estudio (adaptado de
Morgane, et al., 1993).

c) Grupos experimentales
» Grupos. Los organismos se dividieron en dos grupos de acuerdo a la
nutricion perinatal:
Control (Co). Descendientes de madres alimentadas con dietas
isocaldricas, normoproteinicas, 25% caseina, n=20. Para la
obtencion de los organismos control se realizd el procedimiento
descrito en el protocolo de malnutricibn, manteniendo la dieta 25%

caseina.
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Malnutridas crénicas (Mcr). Descendientes de madres alimentadas
con dietas isocaldricas, hipoproteinicas, 6% caseina, n=20.
» Subgrupos. Los organismos fueron subdivididos de acuerdo a la hora
del dia en el que realizaron las pruebas conductuales:
7hrs. Corresponde a 1 hora después del encendido de luces, n=4.
13hrs. Corresponde a 7 horas después del encendido de luces, n=4.
19hrs. Corresponde a 13 horas después del encendido de luces,
n=4.
lhrs. Corresponde a 19 horas después del encendido de luces, n=4.
d) Evaluacién del ritmo circadiano de ingesta de agua
En el dia 45 posnatal (dp45) los organismos fueron separados en cajas
individuales. Se inicio el registro de la ingesta de agua utilizando un circuito
construido especificamente para este estudio, que consiste en un sensor
colocado en la boquilla del bebedero conectado a un amplificador que a su
vez estd conectado a una computadora, en la que se registran los datos
utilizando el programa ACTIBIO.
En total se realiz6 la evaluacion del ritmo a 16 organismos seleccionados al
azar, n=8 grupo Control y n=8 grupo Malnutridas cronicas. A su vez, por
razone practicas, se seleccionaron 4 organismos al azar de cada grupo
para invertirles el ciclo de iluminacion.
El protocolo consisti6 en mantener a los organismos durante 25 dias (dp45
a dp70) en L:O u O:L 12:12, segun el caso; a partir del dp70 al dp80 se

mantuvieron en oscuridad constante. El dp80 se cambiaron las condiciones
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a L:O u O:L 12:12, correspondiendo a los primeros 25 dias; el registro

continué durante 10 dias mas (FIGURA 12).

dp-21

MPP dieta 25%

s

dp70 dp60 dp60

dp0 dp21 dp45

LAM dp55, 56 dp62

FIGURA 12. Linea del tiempo de los protocolos experimentales utilizados en este trabajo.

Evaluacion de la memoria espacial

Se utilizd una adaptacion del LAM para evaluar el proceso de aprendizaje y
la memoria espacial a corto y largo plazo.

El LAM se realiz6 dentro de una tina de 90 cm de diametro de color negro,
lo suficientemente profunda para permitir el nado de los organismos. Dentro
se colocé una plataforma (P en FIGURA 13) negra de 15 x 15 cm en el centro
de uno de los cuadrantes en los que se dividi6 la tina como referencia
(FIGURA 13: 1, 2, 3y 4). Se llend de agua, de tal forma que la plataforma
guedara oculta a la vista.

En el perimetro de la tina, en medio de cada cuadrante, se marcaron 3

puntos, A, By C (FIGURA 13).
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FIGURA 13. Representacién gréfica del modelo del LAM utilizado en este trabajo. A, By C
representan los puntos a partir de los cuales se colocaba al organismo para que explorara
el laberinto en busqueda de la Plataforma (P). 1, 2, 3 y 4 representan los cuadrantes
virtuales en los que fue dividida la tina como referencia. El diametro es de 90 cm.

Alrededor de la tina se colocaron sefiales visuales (FIGURA 14) a partir de

las cuales los organismos pudieran orientarse hacia la plataforma.

FIGURA 14. Sefales visuales utilizadas en el LAM.

La evaluacién del proceso de aprendizaje y atencion se realiz6 a través de
10 ensayos consecutivos durante el primer dia (dp 55), los cuales se

repitieron el dia siguiente (dp 56). Para la memoria espacial a corto plazo se
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aplicé una prueba inmediatamente después de los 10 ensayos del segundo
dia y para la memoria espacial a largo plazo, una prueba en el octavo dia
(dp 62).

Previo a los 10 ensayos del primer dia, se realiz6 un entrenamiento para
ensefarles a nadar hacia la plataforma, sosteniéndolas delicadamente por
debajo de las patas delanteras, mientas los organismos nadan.

Cada ensayo consisti6 en colocar a la rata sobre la plataforma para
exploracién del entorno, pasados 30 segundos, llevar a la rata bloqueando
su campo de vision, a alguno de los puntos A, B o C, elegido al azar. A
partir de este momento se le permiti6 nadar libremente durante 60
segundos o hasta que encontrara la plataforma. En caso de no hacerlo se
le guié hacia P mientras nadaba, permitiéndole observar el entorno. Para
dichos ensayos se midio el tiempo que tardaron en encontrar la plataforma
(latencia de escape), velocidad de nado y distancia recorrida.

Las pruebas consistieron en colocar a la rata sobre la plataforma durante 30
segundos, se le guid, mientras se bloqueaba su campo de visién, hacia
alguno de los puntos A, B o C elegido al azar; se extraia la plataforma de la
tina y se permitidé nadar libremente al organismo durante 60 segundos. Se
midid el tiempo que pasaron explorando el cuadrante 4, la velocidad de

nado y distancia recorrida.
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f) Analisis de datos
Los datos de ingesta de agua fueron analizados utilizando los programas
Excel (Microsoft), Actiview y Chronosfit.
Los datos del LAM se obtuvieron y fueron procesados utilizando el
programa Anymaze (Stoelting Co).
Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando los programas Sigma
Plot (Systat Software Inc.), Origin Lab (OriginLab Corporation) y Excel

(Microsoft).
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Resultados

Peso

Se obtuvo el peso de los organismos el dp55. La media del peso de los
organismos Co fue 162.9 + 4.5 g, mientras que la de los Mcr 129.1 + 8.4 g. Lo que
representa un déficit de 20% para el grupo Mcr (FIGURA 15); a partir de una t de

Student (p=0.05) se determin6 que la diferencia fue significativa.

FIGURA 15. Comparacion del peso en g (media tesm) de los organismos de los grupos Co
y Mcr en el dp55.
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Evaluacion del proceso de aprendizaje y memoria espacial

Proceso de aprendizaje. Primera fase de ensayos, dp55

Se obtuvo la latencia de escape (media tesm) de cada ensayo en el dia 1
por subgrupo (FIGURA 16). En general, durante los primeros ensayos los
organismos tardon mas tiempo en encontrar P y conforme realizan la tarea
consecutivamente, disminuyé la latencia, lo que caracteriza la eficiencia de

aprendizaje.

En todos los subgrupos, el grupo Co muestra una mayor eficiencia de
aprendizaje, se encontraron diferencias significativas entre Co y Mcr (post hoc
Fisher's LSD, p=0.05) en algunos ensayos de los subgrupos 7 y 19 (* en FIGURA

16).

Al comparar los subgrupos los organismos Co muestran un proceso de
aprendizaje mas uniforme que los Mcr. Los subgrupos Mcr 7 y Mcr 19 presentan
una curva de aprendizaje deficiente con respecto al resto de los subgrupos,

marcada por la relacién entre el valor de y — R? (TABLA 1).

El grupo Mcr presenta una mayor varianza en cuanto a los valores de
latencia de escape. En el grupo Co, en general, la varianza disminuye conforme

transcurren los ensayos.
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FIGURA 16. Comparacion de las graficas de la latencia de escape (tiempo en encontrar la
plataforma en segundos, media tesm) de cada ensayo por subgrupo durante el dia 1; las
diferencias significativas estdn marcadas con *. En el sentido de las manecillas del reloj,
comenzando por la gréfica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs Mcr7,
Co13 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcrl9.

El ajuste exponencial a las gréaficas de latencia de escape para la primera
etapa de ensayos muestra que Mcr7 y Mcrl9, al obtener un coeficiente de
determinacion >0.1 presentan un desempefio pobre en relacion con los demas
subgrupos (TABLA 1), es decir, conforme realizan mas ensayos no son capaces de
encontrar la plataforma con mayor facilidad.
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ecuacion regresion coeficiente de ecuacion regresion coeficiente de

subgrupo . S subgrupo . S
grup exponencial determinacion grup exponencial determinacion

Co7 y=3856e°"%™ | R2=07058 || Mcr7 | y=30.016e"°> | R2=00273
Co13 | y=24385e°%™ | R2=02052 || Mcr13 | y=31752e°%"™ | R2=0.3512
Co19 | y=30678¢""* | R2=03804 || Mcr19 | y=34.081e®%"™ | R2=0.0002
Coft y=23.306e%"* | R2=04422 || Mcri y =34.994e°77™ | R2=06201

TABLA 1. Comparacion del ajuste exponencial de las graficas de la latencia de escape por
subgrupo durante la primera etapa de ensayos.

Al graficar el coeficiente de la eficiencia de aprendizaje (media tesm) para
cada ensayo durante el dia 1, por subgrupo (FIGURA 17) es evidente que el
desemperio del grupo Co en general fue mejor, acercandose al valor 1 conforme
aumentan los ensayos. En el subgrupo Mcr 19 se observa como del ensayo 1 al 6
aumenta el coeficiente de la eficiencia de aprendizaje; sin embargo del 7 al 10 cae

nuevamente.
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FIGURA 17. Comparacion del coeficiente de la eficiencia de aprendizaje (media tesm) de
cada ensayo durante el dia 1 por subgrupo; las diferencias significativas se indican con *.
En el sentido de las manecillas del reloj, comenzando por la grafica superior izquierda, se
muestran los subgrupos Co7 vs Mcr7, Col3 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcrl9.

En general la distancia recorrida (media tesm) en cada ensayo en el dia 1
por subgrupo (FIGURA 18) en general disminuy6 conforme realizaron cada ensayo.
Una distancia menor indica un recorrido méas eficiente al dirigirse hacia P. Se
observa un recorrido mas eficiente en los subgrupos Col y Mcrl. Se encontraron

diferencias significativas entre los grupos Co y Mcr en 7 y 19. Los subgrupos Mcr 7
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y Mcrl9 recorrieron distancias mayores, lo que es consistente con la latencia de

escape observada.

FIGURA 18. Distancia recorrida (media *esm) en cada ensayo durante el dia 1 por
subgrupo; las diferencias significativas se indican con *. En el sentido de las manecillas del
reloj, comenzando por la grafica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs
Mcr7, Col3 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcri9.

Los subgrupos Co7, Mcr7, Col3 y Mcrl3 mantuvieron una velocidad de
nado (FIGURA 19) relativamente constante; en los subgrupos Co19, Mcrl9, Col y
Mcrl tiende a disminuir. No hay diferencias significativas entre la velocidad de

nado de los subgrupos.
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FIGURA 19. Velocidad de nado (media tesm) en cada ensayo durante el dia 1 por
subgrupo; las diferencias significativas se indican con *. En el sentido de las manecillas del
reloj, comenzando por la grafica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs
Mcr7, Col3 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcri9.
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Proceso de aprendizaje. Segunda etapa de ensayos, dp 56
Al comparar la latencia de escape durante la segunda etapa de ensayos (FIGURA
20), se observa que en general los dos grupos experimentales tienen un
desempefio mas uniforme en la tarea. Unicamente se observan diferencias

significativas entre Co19 y Mcrl9 (*, FIGURA 20).

FIGURA 20. Latencia de escape (media tesm) de cada ensayo por subgrupo durante la
segunda fase; las diferencias significativas se indican con *. En el sentido de las manecillas
del reloj, comenzando por la grafica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs
Mcr7, Col3 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcri9.
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Los subgrupos Col y Mcrl muestran una mayor retencion de la tarea
(FIGURA 21). En cuanto a los demas subgrupos, se observa que en general la

eficiencia de aprendizaje aumenta con respecto a la primera fase de ensayos.

FIGURA 21. Eficiencia de aprendizaje (media tesm) de cada ensayo por subgrupo durante
la segunda fase; las diferencias significativas se indican con *. En el sentido de las
manecillas del reloj, comenzando por la grafica superior izquierda, se muestran los
subgrupos Co7 vs Mcr7, Col3 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcrl9.

Tanto la distancia (FIGURA 22) como la velocidad (FIGURA 23) de nado durante la

segunda etapa de ensayos se mantuvieron relativamente constante en todos los
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subgrupos. La velocidad de nado se mantiene en un intervalo similar de valores
que en el primer dia. La distancia recorrida disminuye en comparacion con el
primer dia, lo que es consecuente con las latencias de escape, implica que hay
una retencion de la informacién espacial que permite ubicar P con mayor

eficiencia.

FIGURA 22. Distancia recorrida (media tesm) en los ensayos durante el dia 2 por subgrupo;
las diferencias significativas se indican con *. En el sentido de las manecillas del reloj,
comenzando por la gréfica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs Mcr7,
Co13 vs Mcr13, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcrl9.

49



FIGURA 23. Velocidad de nado (media tesm) de cada ensayo por subgrupo durante la
segunda fase; las diferencias significativas se indican con *. En el sentido de las manecillas
del reloj, comenzando por la grafica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs
Mcr7, Col3 vs Mcrl3, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcri9.

50



Comparacion de la eficiencia de aprendizaje entre subgrupos durante los ensayos.
EFtapas 1y 2
A partir de una prueba post hoc Fisher's LSD realizada a los datos de latencia de
escape para cada ensayo por subgrupo (TABLAS 3-17) se encontrd que existen
mas diferencias entre ensayos entre los subgrupos Mcr que entre los Co. Para los
Co se encuentran diferencias significativas principalmente en el dia 1, durante los
primeros ensayos, entre el horario 7 con 1 y 19 con 1. Los organismos Mcr
presentan mas diferencias significativas durante la primera etapa de ensayos que

en la segunda.

TABLA 3. TABLA 4.
TABLA 5. TABLA 6.
TABLA Y. TABLA 8.
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TABLA 9.

TaBLA 11.

TABLA 13.

TABLA 15.

TABLA 10.

TABLA 12.

TABLA 14.

TABLA 16.
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TABLA 17.

TABLAS 3-17. Matrices en las que se muestran las diferencias significativas entre los
subgurpos para cada ensayo, los ensayos en los que no se encontraron diferencias
significativas no se presentan.
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Memoria a corto y largo plazo, pruebas 1y 2, dp56 y dp62

Para determinar la memoria a corto y largo plazo se realizaron dos pruebas, la
primera al finalizar la segunda etapa de ensayos, el dp56 y la segunda 7 dias

después, el dp62.

Ambos grupos pasaron mas tiempo explorando el cuadrante 4 durante la
primera prueba (FIGURA 24). En general, en la primera prueba, el grupo Co pasé
mas tiempo explorando el cuadrante 4 que el grupo Mcr (FIGURA 24). En la
segunda prueba Mcrl3 pasé significativamente mas tiempo en 4 que Col3. Los
grupos Co7 y Mcr7 pasaron el mismo tiempo en 4 y los grupos Col9 y Col

pasaron mas tiempo en 4 que los Mcr19 y Col9 respectivamente.
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FIGURA 24. Tiempo explorando el cuadrante 4 (media xesm) de las pruebas por subgrupo;
las diferencias significativas estan marcadas con *. En el sentido de las manecillas del relgj,
comenzando por la gréfica superior izquierda, se muestran los subgrupos Co7 vs Mcr7,
Co13 vs Mcrl13, Col vs Mcrl, Col9 vs Mcrl9.
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Co Mcr
mesor 269 21.54
amplitud | - -
acrofase | - -
valor p - -
% ritmo - -

TABLA 18. Prueba Cosinor realizada al tiempo de permanencia en 4 de la prueba 1.

Prueba 2

Co Mcr
mesor 18.97 19.48
amplitud | - -
acrofase | - -
valor p - -
% ritmo - -

TABLA 19. Prueba de Cosinor realizada al tiempo en 4 de la prueba 2.

Al realizar un analisis de COSINOR a los datos obtenidos durante las
pruebas 1y 2 para cada grupo (TABLAS 18 vy 19), no se encontrd un ritmo diario.
Sin embargo, si se encuentran diferencias entre los diferentes puntos temporales

por grupo experimental.

Evaluacion del ritmo de ingesta de agua

Se obtuvieron actogramas de la ingesta de agua para dos organismos Co y cuatro
Mcr. Se presentan actogramas significativos para cada grupo (Co, FIGURA 25 y
Mcr, FIGURA 26). Posteriormente se muestra el actograma de un organismo Mcr

que inicio el registro de ingesta de agua en el dp79 (FIGURA 27).
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Los organismos Co de los que se obtuvo registro de ingesta de agua
presentan la caracteristica comun de que a partir de la segunda prueba en el LAM
(Tercera flecha verde marcada con MM, FIGURA 25) aparece un comportamiento
de libre corrimiento (free running) que continla al cambiar el tratamiento a
oscuridad constante (O:0, FIGURA 25). Previo a la segunda prueba en el LAM la
actividad de ingesta de agua esta distribuida aparentemente a la mitad de la fase

de luz y la mitad de la fase de oscuridad (FIGURAS 25 Y 28).

En los registros obtenidos a partir de la actividad de ingesta de agua de los
organismos Mcr (FIGURA 26) se observa menor ingesta de agua que los
organismos Co y un comportamiento similar a la primera parte de los Co, en la que
la actividad de ingesta de agua esta dividida entre la fase de luz y la de oscuridad
(FIGURA 28). En este caso (fig. 26) no se observa un libre corrimiento como en los
organismos Co, incluso al entrar en O:0. En esta etapa se observa una actividad

gue no se logro caracterizar.

En contraste, en el actograma obtenido para el organismo Mcr que inici6 el
registro de ingesta de agua a partir del dp79 se observa un ritmo consolidado

reservado a la fase oscura del ciclo (FIGURAS 27 Y 28).
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FIGURA 25. Actograma representativo de un organismo Co durante el protocolo de registro
de ingesta de agua. MM representan los dias en los que se realizaron las pruebas en el
LAM.
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FIGURA 26. Actograma de un organismo Mcr durante el protocolo de registro de ingesta de
agua. MM representan los dias en los que se realizaron las pruebas en el LAM.

59



FIGURA 27. Actograma de un organismo Mcr durante el protocolo de registro de ingesta de
agua. MM representan los dias en los que se realizaron las pruebas en el LAM. El inicio del
registro corresponde al dp79.
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a/p, O a/p, L a/p, L:O
Co 1.4 1.3 1.4
Mcr 1.3 0.9 1.1

TABLA 20. Relacién a/p durante la etapa de L:O del registro de ingesta de agua de los grupos
experimentales Co y Mcr. Se muestra la relacién con respecto a la fase de iluminacion y
posteriormente con respecto a 24 horas (L:O).

FIGURA 28. Representacion gréfica del porcentaje de tiempo relativo a la fase de iluminacion
(amarillo Luz, azul Oscuridad, con proporcién 12:12) de la relacién a/p, A. grupo Co, B. grupo Mcr y
C. organismo Mcr en el que se realiz6 el registro de ingesta de agua a partir del dp79.

Al realizar un andlisis estadistico a los registros de ingesta de agua no se
encontrd un periodo significativo entre 16 y 26 horas para los grupos Co y Mcr.
Para el organismo Mcr que fue ingreso a registro de ingesta de agua en el dp79 se
obtuvo un periodo de 24 horas.
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Discusion

Peso

Se encontraron diferencias significativas en el peso (mediatzsem) registrado
en el dp55 entre los grupos Co y Mcr, siendo el primero mayor que el segundo en
un 20%, lo que concuerda con lo reportado por Aguilar-Roblero y colaboradores
(1997). El grupo Mcr presenta un error estandar sobre la media mayor al Co lo que

significa que existen més diferencias entre los organismos Mcr.

Evaluacion del ritmo de aprendizaje espacial

Proceso aprendizaje
Existen diferencias en los procesos de atencion, aprendizaje y memoria espacial
ente los grupos Co y Mcr; el grupo Co manifiesta un aprendizaje mas eficiente que
el grupo Mcr en la primera etapa de los ensayos, tal como se ha reportado en

estudios anteriores (Laus, et al., 2011; Tonkiss, et al., 1990b).

Para la primera etapa de ensayos, en el grupo Co, en general, se observo
un proceso normal de atencion y aprendizaje, reflejado en las curvas de
adquisicion en las graficas de latencia de escape y eficiencia de aprendizaje;
conforme los organismos realizaron los ensayos consecutivos, encuentraron P de
manera mas eficiente. Se encontraron diferencias significativas en el ensayo 1
entre los subgrupos Col-Col19 y Col-7, Col con un valor menor al de los otros
subgrupos (Figura 16). Valentinuzzi, et al. (2004) encuentraron que los organismos
analizados durante la fase de reposo presentan un valor menor en el primer

ensayo que los que fueron analizados durante la fase de actividad; discuten que
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esto se debe a una mayor motivacion para explorar durante la fase activa, ya que
los organismos no conocian la ubicacién de P (versién de memoria de trabajo del
LAM). En este estudio los organismos Co tienen una menor latencia de escape en
el ensayo 1 durante su fase activa (punto 1). En la version del LAM utilizada en
este estudio, se coloco a los organismos durante 30 segundos sobre P antes de
iniciar el primer ensayo, durante los cuales se les permitié hacer una exploracién
visual y olfativa del entorno. Es probable que de esta forma la exploracion analoga
a la reportada por Valentinuzzi y cols. (2004) se diera en los 30 segundos previos
al primer ensayo, lo que se ve reflejado en una menor latencia de escape inicial.
En cuanto a los ensayos posteriores, no se encuentran diferencias significativas
relevantes entre los diferentes puntos temporales en el grupo Co. Se puede
interpretar esto como un pico de atencién en el punto 1, correspondiente a 19
horas después del encendido de luces, reflejado por los resultados del primer

ensayo, que en ensayos posteriores son uniformes entre los grupos.

En los organismos Mcr7 y Mcrl9 se observa un desempeiio deficiente en la
tarea, conforme realizan ensayos consecutivos, y no disminuy6 significativamente
la latencia. Los organismos Mcrl3 y Mcrl presentaron un desempefio mas
eficiente y uniforme. Esto se interpreta como mayores deficiencias en el desarrollo
del SNC en el grupo Mcr, y en particular, en estructuras encargadas de modular
los procesos de atencién, memoria y regulacién del sistema circadiano, tienen un
desemperio deficiente en los puntos 7 y 19, correspondientes a una hora después
del cambio de luces (7, una hora después del encendido de luces y 19, una hora

después del apagado de luces).
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Al comparar grupos experimentales entre si, considerando el punto temporal
en el que fueron realizados los ensayos, se encuentran mayores diferencias
significativas entre el subgrupo Col9 y Mcrl9, seguido por el subgrupo Co7 y el
Mcrl9. En cambio, los subgrupos Col13-Mcrl3 y Col-Mcrl tuvieron un desempefio
similar en los ensayos. Estos organismos tienen curvas de aprendizaje similares a
las presentadas en estudios de organismos con ablacion del hipocampo (Morris, et
al.,, 1984), lo que sugiere que el déficit en los procesos cognoscitivos de
aprendizaje, atencidbn y memoria espacial es exacerbado por efecto de la
organizacion temporal de dichos procesos. Esto permite suponer una compleja
relacion entre el control circadiano de procesos fisioldgicos subyacentes a los
procesos cognoscitivos involucrados en el desempefio de la memoria espacial en

el LAM.

El pico de atencion y aprendizaje se presenta 7 horas después del apagado
de luces, lo que corresponde a mas de la mitad de la fase de oscuridad, que en
este caso, esto corresponde con la fase de actividad de estos organismos. En el
articulo de Valentinuzzi y colaboradores (2004) se argumenta que los organismos
tuvieron aparentemente mejor desempefio en el LAM en la version para memoria
de trabajo en la fase de inactividad de los organismos; se presume que esto puede
estar enmascarado por efecto de time stamping (Holloway, et al., 1973a y 1973b),
gue se refiere a que los organismos presentan un mejor desempefio cuando las
pruebas ocurren en la misma fase temporal que el entrenamiento, ya que los
organismos para dicho estudio fueron sometidos a una etapa de entrenamiento

durante la fase inactiva.
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En general, el coeficiente de la eficiencia de aprendizaje (media zesm) para
cada ensayo durante la primera etapa, muestra que el desempefio del grupo Co
fue mejorando conforme se realizaban los ensayos consecutivos, acercandose al
valor 1. En el subgrupo Mcr 19 se observa como a partir del ensayo 1 al 6
aumenta el valor del coeficiente, pero del 7 al 10 disminuye nuevamente. Los
valores del error estandar de la media son mas grandes como para poder hablar
con seguridad de un patrén, pero pareciera que al principio los organismos prestan
atencion a la tarea y aprenden pero pierden interés a partir del ensayo 7,
probablemente buscando un escape de la tina. EI comportamiento de nado
alrededor de la orilla de la tina buscando escapar del contexto ha sido reportado
tanto en organismos malnutridos (Fukuda, et al., 2002) como en organismos que
fueron sometidos a las pruebas durante la etapa inactiva de su ciclo (Valentinuzzi,

et al., 2004).

El grupo Mcr se comportd con mayor similitud al grupo Co durante la
segunda etapa de los ensayos, lo que implicaria que estos organismos son
capaces de consolidar y retener la informacion; sin embargo el proceso de
adquisicién es diferente. Esto concuerda con lo que se ha reportado en la literatura
hasta el momento. Dicho comportamiento se ha atribuido a la plasticidad cerebral
gue compensa las deficiencias citoarquitectonicas encontradas en organismos que
fueron sometidos a MPP (Tonkiss, et al., 1993; Valentinuzzi, et al.,, 2004;

Partadiredja, et al., 2011).

A partir de pruebas realizadas en una version del LAM, Valentinuzzi y

colaboradores (2004) concluyen que existe una modulaciéon temporal en la
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memoria de trabajo y otros procesos cognoscitivos mediados por el hipocampo.
Las pruebas realizadas difieren en muchos sentidos con las presentadas en este

estudio. Diferencias que después del primer dia de prueba desaparecen.

En general, los organismos de ambos grupos experimentales mostraron un
nivel de estrés moderado al realizar la tarea, o que les permiti6 mantener un
estado de atencién adecuado. Esto se infiere a partir de la velocidad de nado, que
se mantiene con valores similares en los dos grupos y en el trascurso de las dos
etapas de ensayos y pruebas. Esto también es un indicador de que no existe
ninguna deficiencia motriz en los organismos que pudiera interferir con en el
desempeiio en el LAM, por lo que se comprueba que los indicadores del proceso

de aprendizaje son objetivos en cuanto a la capacidad fisica de los organismos.

La distancia que recorren los organismos es proporcional a la latencia de
escape, por lo que presentan un patron similar, ya que la velocidad es
relativamente constante en los ensayos. Mayores distancias, tales como las
observadas en la primera etapa de ensayos en los grupos Mcr7 y Mcrl9, reflejan
patrones de busqueda menos eficientes, es decir una alteracién en los procesos

relacionados con la atencion, el aprendizaje y la memoria espacial.

A partir de las pruebas estadisticas realizadas a los indicadores
previamente mencionados sobre el comportamiento en el LAM, no fue posible
concluir que exista un ritmo diario en los procesos cognoscitivos subyacentes al
desepmeiio en el LAM. Se observaron diferencias significativas entre las horas del
dia en las que se realizaron los ensayos en la primera etapa, asi como en las
pruebas. En particular, durante la primera fase de ensayos, entre los subgrupos

66



Co7 - Mcr7 y Col9 - Mcr 19, la presencia de dichas diferencias significativas,
pareciera que existe un efecto de la hora del dia en los organismos fueron
sometidos al LAM, en la que los organismos Co se desempefian con mayor
eficiencia que los Mcr durante los primeros ensayos, en las horas
correspondientes a una hora después del encendido de luces y una hora antes del
apagado, lo que corresponde con la fase de reposo que se ha reportado para esta
especie. Sin embargo, al realizar analisis estadisticos no se encontré una relacién

entre los datos que determine la existencia de un ritmo.

La temperatura del agua en la tina se mantuvo a 22 £ 1 ° C, de esta manera
los organismos mantienen la motivacion para realizar la actividad al tiempo que se
evita la fatiga observada en altas temperaturas (observaciones en el laboratorio de
Biologia Animal Experimental, F. Ciencias, UNAM; Committee on Guidelines for
the Use of Animals in Neuroscience and Behavioral Research, 2003). Al observar
los patrones de velocidad, de distancia recorrida en ambas etapas de ensayos, asi
como la latencia de escape en el segundo dia de ensayos, se descarta la
posibilidad de que exista un efecto de hipotermia que esté enmascarando las
diferencias observadas en la latencia de escape de la primera etapa de ensayos
en los organismos Mcr que fueron sometidos a las pruebas a las 7 a.m., y que,
efectivamente, se trate de un efecto de la MPP y el efecto temporal de la

realizacion de la prueba.

Fukuda y colaboradores (2002) presentan resultados similares a los de este
estudio: existen diferencias significativas entre los organismos Mcr y Co

principalmente en la primera fase de ensayos y la primera prueba. Argumentan
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gue esto puede deberse a las alteraciones por la MPP al hipocampo, asi como el
reflejo de la respuesta emocional exacerbada en estos organismos, que también
ha sido reportada, siendo mas susceptibles a estimulos adversos, en este caso el

aguay el contexto del LAM en general.

Memoria a corto y largo plazo

El grupo Mcr presentd menor retencién de la informacién a corto plazo que
el grupo Co; se observaron diferencias significativas entre Col19-Mcrl9 y Col-
Mcrl. Coincidiendo con los resultados obtenidos por Morgane y colaboradores

(1993; 2001).

En la prueba correspondiente a la memoria de largo plazo (dp62), se
observa un desempefio similar en ambos grupos experimentales, que en general
pasaron menos tiempo en el cuadrante 4 que el dia 1, con excepciéon del Mcr 13,

que paso significativamente mas tiempo que el subgrupo Col13 en el cuadrante 4.

Se puede decir que en cuanto a la retencidbn y consolidacion de la
informacion, no existe un patron claro de modulacion temporal ni relacionada con
el tratamiento de nutricibn perinatal, lo que concuerda con lo reportado por
Valentinuzzi y colaboradores (2004), asi como Fukuda y colaboradores (2002). Sin
embargo, en un estudio paralelo a éste (préximo a publicarse), realizado en
machos (misma edad, mismas condiciones experimentales) se encontrd un ritmo

significativo de 24 horas en los organismos control durante las pruebas.

Tonkiss y colaboradores (1993), reportan un patrén de busqueda mas

organizado en organismos adultos (dpl120) que en jévenes (dp30), tanto para
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organismods control como malnutridos, en las pruebas en la version de memoria
espacial distal del LAM, por lo que es importante considerar también este factor
como probable efecto que pudiera enmascarar los resultados obtenidos en las

pruebas de este estudio.

En un trabajo anterior (Duran, P. et. al., 2011) realizado con machos, se
reportd que existe un ritmo diario en procesos cognoscitivos para su grupo control,
lo que coincide con un estudio paralelo a éste (proximo a publicarse), realizado en
machos (misma edad, mismas condiciones experimentales). En cuanto al grupo
Mcr, que corresponde al grupo Mc en el estudio de Duran y colaboradores (2011),
coincide con este trabajo en que no se encontré un ritmo en estos procesos, a
pesar de presentar ciertas diferencias entre los momentos del dia en que se

realizaron las tareas.

Evaluacion del ritmo de ingesta de agua

Al evaluar los resultados del ritmo de ingesta de agua se observan
anomalias, en particular en el grupo Co. Los dos organismos de los que se
obtuvieron registros (FIGURA 25) aparentemente estan en lo que parece libre
corrimiento en condiciones de iluminacién L:O. Se puede decir que esto comienza
a partir de la exposicion al LAM. Valentinuzzi, et al., (2004; 2007) reportan que en
su laboratorio se han registrado anomalias en la expresion del ritmo circadiano a
partir de pruebas realizadas en el LAM. Por lo tanto es probable que los
organismos del grupo Co estén manifestando un ritmo de ingesta de agua
caracteristico en el desarrollo (Aguilar-Roblero, et al., 1997), que a su vez fue
perturbado por la exposicion al LAM.
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Sin embargo en el grupo Mcr no se observa el efecto de free running a
partir del LAM en un fotoperiodo L:O 12:12. Debido a problemas con el aparato de
registro de ingesta de agua se perdié la informacién de algunos organismos, por lo
gue no se cuenta con la n necesaria para poder concluir sobre estos resultados.

Es importante realizar estudios similares en el futuro.

En el organismo Mcr que fue sometido a registro de ingesta de agua en el
dp79 se observa un ritmo circadiano consolidado, con un periodo de 24 horas.
Esto se adjudica a la madurez del organismo. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Aguilar-Roblero y colaboradores (1997), en los que no encuentran
diferencias entre machos y hembras, y se observan resultados similares en
organismos de la misma edad que los de este trabajo. El registro de dicho
organismo se realizé hasta después del dpl120. Aguilar-Roblero y colaboradores
(1997) reportan que en el 70% de los organismos malnutridos de su estudio
presenta un splitting. En este estudio no se logra observar esto, sin embargo, se

trata de un Unico organismo, ademas el registro se detiene en el dp130.

Este estudio fue realizado con hembras juveniles en las que se determiné
el estado de desarrollo hormonal a partir de inspeccion a simple vista de la
apertura vaginal. Debido a la naturaleza de los registros de ingesta de agua, se
infiere que es probable que, a pesar de no presentar apertura vaginal visible, la
etapa puberal hubiera comenzado, lo que a su vez pudiera alterar su conducta,
tanto en la evaluacion de procesos cognoscitivos, como los del ritmo circadiano.
Se cree que éste pudo haber sido un factor que pudiera estar enmascarando los

resultados, en particular la evaluacién de la ingesta de agua. Esta posibilidad se
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ve reforzada por los resultados obtenidos en un estudio paralelo a éste (préximo a
publicarse), realizado en machos (misma edad, mismas condiciones
experimentales) se observa un ritmo circadiano de ingesta de agua consolidado,
tanto en organismos control como en malnutridos. Las diferencias que se reportan
entre ambos grupos experimentales son, que los malnutridos presentan un retraso
al resincronizarse al ciclo de L:O después de O:0 y que presentan una a mas
elevada en la fase de luz, cuando se encuentran en L:O. Esto sugiere diferencias

debidas al sexo de los organismos.

Ha sido reportado en la literatura, que en la cepa Sprague-Dawley existe
apertura vaginal entre el dp32 al 34 (Lewis, E. M., et. al., 2002). Por otro lado, se
ha reportado que hormonas gonadales esteroides afectan los ritmos del
comportamiento y la expresion de los genes reloj. En particular, Murphy y
colaboradores (2013) determinaron la expresion de genes reloj en el NSQ vy tejidos
periféricos de ratas que presentan ciclos estrales normales, asi como de
organismos ovarectomizados. Se observé que el ciclo estral tiene efectos en la
fase y la distribucion de fase de la expresion de perl-luc en el NSQ. El pico de
expresion de perl-luc se presenté en la fase oscura sin importar la fase del ciclo
estral, mientras que en los organismos ovarectomizados este efecto fue eliminado.
El tratamiento de explantes de tejido del NSQ con esteroides ovaricos no afectd
significativamente la expresion de perl-luc, lo que sugiere que otras regiones del
cerebro, fuera del NSQ, son las encargadas de mediar los efectos fasicos de los
esteroides. Sus datos muestran que la fase del ciclo estral tiene efectos

dependientes del tejido en la fase de expresion perl-luc, ademas, de sincronia de
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fase entre osciladores y en la relacion de fase entre algunos relojes periféricos y el
ciclo de luz-oscuridad. Asi mismo, sugieren gue la deplecion hormonal esteroidea
posterior a la ovarectomia afecta al sistema circadiano. Esto sugiere que, si los
organismos que se utilizaron para este estudio presentaron fluctuaciones
hormonales propias del inicio del ciclo estral, incluso durante la pubertad, es
posible que todos los comportamientos ritmicos observados en este estudio hayan

estado enmascarados por dicha falta de hormonas.

Es evidente que existe una relacién entre el ritmo circadiano y los procesos
de memoria y aprendizaje; sin embargo, es necesario explorar mas a fondo cual
es la relacién causal entre estos dos fendmenos, ya que se ha visto que los ritmos
fisiol6gicos afectan la expresion del ritmo conductual cognoscitivo, asi como que al
alterar los ritmos circadianos, se altera también el desempefio en tareas en las

gue se evallan procesos como la atencion y la memoria.

Todas las pruebas se hicieron a las 7:00 y 13:00 horas, correspondientes a
19:00 y 1:00 horas subjetivas para los organismos a los que se les invirtié el ciclo
de iluminacion. Al observar los actogramas se concluye que el ritmo circadiano se
encuentra alterado, por lo que se podria interpretar que esto a su vez podria
afectar el desempefio en el LAM. Es importante considerar estos resultados para

esclarecer efectos en futuras investigaciones.
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Conclusiones

Existe una modulacién temporal de los procesos de atencion y
aprendizaje. En los organismos con MPP es mas pronunciado.

A pesar del desempefio deficiente del grupo Mcr en la primera etapa de
ensayos, logran consolidar y retener la informacién, lo que se ve
reflejado en un desempefio uniforme en la segunda etapa de ensayos.

El efecto de la modulacion temporal de los procesos de atencion y
aprendizaje se extingue en la segunda etapa de ensayos. No se
encuentran diferencias significativas entre los grupos experimentales en
este momento.

En las pruebas de la memoria a corto plazo existe mayor efecto del
grupo experimental (desempefo de los organismos Co es mejor que el
de los Mcr) y mayor efecto temporal que en la segunda prueba
(diferencias en cuanto al punto temporal en el que fueron realizados).

En cuanto a la memoria a largo plazo, no se encuentran diferencias
significativas entre los grupos experimentales ni en cuanto al punto
temporal.

En la evaluacion del ritmo circadiano de ingesta de agua se observan
efectos ontologicos en su distribucion, tanto en organismos Co como
Mcr. Algunas caracteristicas observadas, en particular en el grupo Co
podrian estar enmascaradas por efectos del desarrollo hormonal o por
efectos de la exposicion a la evaluacién de procesos cognoscitivos en el

LAM durante el desarrollo y consolidacion de dicho ritmo.
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- Este estudio no arroja evidencias para concluir que existe una relacion
directa entre la modulacién circadiana del patrén de ingesta de agua y

procesos cognoscitivos relativos al desempefio en el LAM.
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