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RESUMEN

Se -estudié mediante el empleo de técnicas morfométricas el efecto de la
malnutricién prenatal por ingesta de una dieta hipoproteinica e isocalérica de 6 % de
* caseina sobre las células piramidales de! Cornus Ammonis 1 (CA1) del hipocampo,
cuya funcién se rolaciona con la regulacién del ritmo theta hipocampico, el cual es
caracteristico de los estados de atencién y del suefio MOR. Se emplearon ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley las cuales provenian de hembras desnutridas con
una dieta hipoproteinica con 6% de caseina, desde 5 semanas antes del
apareamianto y durante la gestacién. Al nacimiento las crfas fueron rehabilitadas
‘nutricionalmente por madres nodrizas normales. Para teiiir al hipocampo, se empled
la técnica de Golgi répido en animales desnutridos y controles de 15, 30, 90 y 220
dias de.sdad (n=6), en cada uno de los cuales se seleccionaron 6 neuraorias bien
tefiidas para el estudio morfométrico. En cada una de las 288 neuronas piramidales
selaccicnadas en el campo CA1, se midié: 1) el tamario del soma, 2) la longitud de la
dendrita apical, 3) el grosor de los estratos radiatum y lacunosum moleculars, 4) el
namero de espinas dendriticas en tres segmentos de 50 um cada uno en la porcién
proximal, medial y terminal de la dendrita apical y uno en la porcién medial de las
dendritas basales, y 5) la densidad dendritica. Los resultados mostraron que la dieta
baja en proteina (6% de caselna) durante a gestacion provoca alteraciones.en el
desarrollo de las neuronas piramidales del campo CA1, en las espinas dendriticas.
Asi, los animales malnutridos mostraron reduccién significativa de espinas
dendriticas en los sitios de aferencias comisurales en las cuatro edades estudiadas
(15, 30, 220 dias); asi como a nivel de las aferencias de la corteza entorrinal en tres
edades (15, 30 y 90 dias) y con excepcidn de la edad de 15 dias, esta reduccion de
los sitios postsindpticos se encontré en las aferencias de la regién del CA3. En el
patrén de desarrollo dendritico se encontraron alteraciones en las edades de 30 y
220 dias, asi como reduccién significativa del tamafio neuronal s6lo en los animales
de 220 dias de edad. Se concluye que la malnutricién prenatal produce alteraciones
severas en las densidades de espinas y dendritas de las células piramidales del
campo CA1 del hipocampo, cuyo desarrollo ontogenético es prenatal. Estos efectos
persisten a largo plazo, lo que puede repercutir en la integracidon sindptica del
circuito hipocampal y por [o tanto en la informacién eferente do! mismic; ya qus la
rehabilitacién nutricional después del nacimiento, no alcanza & compensar el dafio

anatémico ocasionado por la carencia de proteinas durante la gestacién en la rata.



i SUMMARY

" The effect of prenatal malnutrition produced in rats by a hypoproteinic and
isocaloric 6% casein diet on the pyrarﬁldal calls of Cornus Ammonis 1 (CA1) of the -
hippocampus was studied with morphometric techniques. The . hippocampus
regulates the cortical thata rhythm which characteristically appears on attentional
and REM sleep states. Spragus Dawley male rats born from malnourished mothers
that were fed with a 6% casein diet 5 weeks before mating and during gestation,
were rehabilitated by a cross-foster to a well fed mother. Rapid Golgi technique
was used to stain the hippocampus of control and malnourished rats at 15, 30, 80
and 220 days of age (n=6). From each animal 6 well impregnated cells were
selacted for the morphometric study. In each one of 288 CA1 selected neurons the
following measures were performed: 1) the size of the soma, 2) the apical
dendrite's length, 3) the width of radiatum and lacunosum moleculare strata, 4) the
number of dendrite spinas on three 50 pm segments at proximal, medial and
terminal portions of apical dendrites and one medial segment at basal dendrites,
and 5) the dendritic density. Results show that a 6% casein diet applied during
gestation produces alterations on the development of dendritic spines of pyramidal
cells in CA1 of the hippocampus. Malnourished rats showed significant dendritic
spine reduction in commissural afferents for 4 studied ages (15, 30, 90 and 220
days); also this significant reduction was found on cortical entorhinal afferents for 3
studied ages (15, 30 and 220 days), with one exception at 15 days, this significant
reduction of postsynaptic terminals was found on the region of CA3 afferents.
Significant alterations on the development of the dendritic pattern were found at 30
and 220 days, and the soma size, was also reduced at 220 days of age. It is
concluded that prenatal malnutrition produces significant alterations on spine and
dendritic density of pyramidal cells from the hippocampal CA1 region, that
undergoes a prenatal development. These effects were obssrved in a long time
period, and they can affect the synaptic integration of the hippocampal circuit and
consequently affect their efferent information, because nutritiona! rehabilitation
implemented after birth, does not compensate the anatomical damage produced by '
the lack of proteins during the gestation period of the rat. ) '



INTRODUCCION

El desequilibrio nutricional en poblaciones humanas es en la actualidad un
problema de alcance mundial, generado en parte por los diversos patrones
culturales de alimentacién y por las carencias en el aporte y la calidad los de
alimentos, principaimente en las poblaciones de los paises pobres y en vias de
desarrollo asi como por excesos debidos a malos hébitos en la alimentacién, lo
que es comin en los paises industrializados. Este desequilibrio nutricional se
puede considerar en términos de desnutricién pluricarencial con deficiencias tanto
ds carbohidratos como de protelnas, minerales, vitaminas, etcétgra. Otro tipo de
desnutricién cualitativa en cuanto a la especificidad del aporte de nutrimentos, se
le llama mala nutricién o malnutricién y puede ser deficiente sélo en proteinas o en
vitaminas o en ciertos minerales y al igual que la desnutricién pluricarencial
provoca un desequilibrio en los requerimientos del organismo para un desarrollo
integral adecuado (Kaufer, 1988).

La encusesta de alimentacidn de 1989 realizada en 16 mil nifios menores de 5
aﬁos, a través del Instituto Nacional de la Nutricién (INN) y en colaboracién con
los servicios de salud de los estados de la Republica Mexicana, revels la situacion
grave que prevalece en el medio rural mexicano, en donde un 50% de la poblacién
infantil presenta desnutricién, y alcanza el 80%, sn poblaciones que tiensn
condiciones de vida més precaria (Campuzano y col., 1930).

La desnutriciébn prenatal infantil en general, es consecuencia de la mala
nutricién en mujeres embarazadas o bien por insuficiencia placentaria que provoca
nacimiento prematuro_. Los nifios con este tipo de desnutricion muestran

alteraciones en e! desarrollo tanto de los distintos 6rganos como del sistema



newfoso y como consecuencia retrasos en su desarrollo fisico y mental (Jacobson,
1991).

En funcién del grado do sevaridad, la desnulricién puede llegar a producir
secuelas graves que limitan el desempefio del individuo durante la vida adulta. La
mala nutricién en nifios durante los dos primeros afios de vida ocasiona en grados
diversos deficiencias permanentes de funciones emocionales, cognitivas e
intelectuales (Morgane y col., 1978, 1993; Katz y Davis, 1982). Asimismo, algunos
periodos de mala nufricidn neonatal pueden ocasionar dafos carebrales
permanentes o alteraciones diversas del desarrolio psicomotor; desde problemas
de torpeza motora hasta parélisis cerebral (Kaufer,1989). Algunos efectos de ia
dasnutricidn pueden ser revertidos por terapia nutricional y enriquecimiento de
condiciones sociales, siempre y cuando sea en los primeros dos afics de vida,
después de esta edad la rehabilitacién puede ser solo parcial (Jacobson, 1991).

La mala nutricién es pues un factor epigenético cuya influencia es mayor para
el de_asarrollo del feto y del neonato, por lo que juega un papel importante en la
maduracién y desarrollo funcional del sistema nervioso central (SNC). Es por esta
razén que existe un interés creciente en la investigacién de las alteraciones
producidas por la desnutrici6n y la malnutricién en diversos niveles de la ‘
estructura del SNC. Aslf, utilizando modelos animales se pueden valorar los
cambios en diferentes niveles de estudio, desde el punto de vista anatémico,
fisiolégico, bioquimico y conductual. Del mismo modo, se ha estudiado la
posibilidad de revertir estos efectos y se ha observado que muchos de estos
cambios provocados por la malnutricién persisten aun después de una ingesta

adecuada de nutrimentos. Sin embargo, resulta insuficiente el conocimiento que



hasta la actualidad se tiene para comprender de una manera integral, la respuesta
plastica del SNC ante factores ambientales nocivos como es la malnutricién,

En el presente trabsjo experimental, se abordd el problema de la mala
nutricién prenatal por deficiencia de proteinas y de la posibilidad de revertir estos
efectos al rehabilitar nutricionalmente al animal al momento del nacimiento. Asi
mismo, se valoraron las aiteraciones anatémicas en una estructura del SNC que
prasenta en su desarrollo hcterocronia neuronal ademés de ser sensible a
modificar su anatomla y funcionamiento por influencia de factores ambiantales
externos, como es la malnutriciSn. Desde el punto de vista anatémico, el
hipacampo tiene una distribucién laminar que facilita el estudio de los diferentes
tipos neuronales, ademas de formar un importante circuito trisiniptico que se sabe
participa en procesos cognitivos como el aprendizaje y memoria espacial en la

rata.

ANTECEDENTES
DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

En sl desarroilo del SNC de los mamiferos se lievan a cabo una seris de
procesos celulares complejos, los cuales pueden ser agrupados en tres aspactos
fundamentales: en el primerc se originan las neuronas; en el segundo, hay
diferenciacién y maduracion de las células nerviosas en donde se definen sus
propiedades y migran gssde el lugar de origen a sitios definidos para establecer

conexiones especificas al mismo tiempo, hay crecimiento y elongacion. tanto



axonal como dendritico, en el tercero, se establecen las conexiones neuronales
que permiten integrar las funciones espaclﬁrﬁas (Dfaz-Cintra y Ortega, 1991).

El desarrolio neurcnal, lo determinan tanto factores internos programados
genéticamente como factores externos no programados (epigenéticos) ambos,
definen los detalles de la estructura nsuronal y la organizacidn de sus circuitos. Al
mismo tiempo, participan eventos regresivos, los cuales ocurren de manera
terminal durante el desarrollo (muerte celular programada 'apobtosis", expansion
axonal y eliminacién sindptica), eventos que probablemente sirvan para optimizar
la configuracion final de aquellas proyecciones que permiten al SNC adaptarse a
las condiciones medioambientales adversas. Existen, ademas de las neuronas en
ol SNC otras células como son los astrocitos y oligodendrocitos, cuyo desarrolio
es en paralelo al de las neuronas y cuyo papel es importante tanto en la
estructuracidn de soporté como en los procesos metabdlicos a lo largo de la vida
(Cavines, 1989).

El desarrollo del SNC se lleva a cabo en diferente tiempo (heterocronia
neuronal), asf, en especies "precoces" el sistema nervioso termina su maduracién
al nacimiento, mientras que en espacies "altriciales” como el hombre y Ia rata, su
desarrollo se completa posterior al nacimiento. Asi mismo hay periodos “criticos”,
de intenso desarrolio neuronal con maxima proliferacién celular, diferenciacion y
maduracién neuroquimica (Dobbing, 1968, 1970). En la rata el periodo critico
comprende el Ultimo tercio de gestacion y los primeros 21 dias postnatales,
mientras que en el hombre se ubica desde el tltimo trimestre de gestacién hasta
los 2 primeros aitos de vida (Fig.1).

En esta heterocronia neuronal, algunas estructuras proliferan durante el

pericdo prenatal (neocorteza, células piramidales de! hipocampo, hipotalamo,
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etc)), en tanto que en otras, este proceso se continGa hasta el destete (pulbo
olfatorio, cerebelo, etc.) o bien durante la etapa adulta, como es el caso del giro
dentado del hipocampo (Fig. 2).

Durante estos periodos criticos del desarrolio, el SNC es especialmente
vulnerable a cualquier factor epigenético como la desnutricién, el estrés, o el
exceso de hormonas, drogas o alcohol, debido a que se modifica la estructura
neuronal 'y en general la organizacién y funcionalidad qel sistema nervioso

(Dobbing y Sands, 1971; 1979; Smart, 1991). ‘

EFECTOS DE LA DESNUTRICION EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Alteracionss anatémicas

Desde los estudios de Stewart y Sugita en 1918, se ha observado que
durante la inanicidn severa se altera de manera considerable el peso corporal
mientras que el peso cerebral se modifica en menor proporcion, esto debido a que
en cieta manera hay un ahorro cerebral o primécra metabdlica, estas
observaciones se han confirmado por los estudios ¢ » Dobbing (1970); Dobbing y
Sands (1971); y de Morgane y col. (1978). La desnutriciéi: afecta el desarrollo de!
SNC de manera diversa dependiendo del tiempo y duracidn de ia misma. Asl las
estructuras de maduracion temprana (subcorticales) resuitan menos afectadas que
~ aquellas cuya maduracion es tarqia, como son las estructuras corticales, el
hipocampo y el cerebelo (Altman y col., 1970; West y Kemper, 1976; Kemper y col.
1978).
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En general, los efectos de la desnutricién provocan reduceién en el volumen y

grosﬁr de la neocorteza, asi como de ragiones especificas del SNC debido a que
la desnutricién duranie ios perfodos criticos del desarrollo, causa disminuciones
‘permanentes en el nimero de las neuronas (McConnel! y Berry, 1981, Leuba y
Rabinowics, 1979a; Patel, 1983; Paula-Barbosa y col., 1989). Esta disminucfén del
numero de neuronas se ha relacionado con muerte neuronal provocada por la
insuficiencia de proteina (Bedi, 1994) o bien con alteraciones en el proceso de
neurogénesis debido a que prolonga la duracién del ciclo celular y se prgduce un
menor numero de células (Lewis y col., 1979; Warren y Bedi, .1 984; Bedi, 1991).

En relacion a la estructura neuronal, se han encontrado alteraciones a nivel
del soma, en la longitud de las dendritas.y en la maduracién de la arborizacién
dendritica del carebelo (Barmes y Altman, 1973; McConnell y Berry, 1978, 1981;
Warren y Bedi, 1988), de la corteza cerebral (Salas y col., 1974; West y Kemper,
1976; Leuba y Rabinowicz, 1978b; Cordero y col., 1986; Diaz-Cintra y col., 1990) y
en estructuras del tello carebral como son los nlcleos /ocus coeruleus y rafe
dorsal, que se sabe estdn involucrados en los patrones de suaio (Diaz-Cintra y
col., 1981a y b; 1984, Cintra y Diaz-Cintra, 1985). En el nticleo supraquiasmatico,
del hipotédlamo, que estd considerade un oscilador circddico de los ritmos
biolégicos en el carebro de los mamiferos (Moore, 1891) se han encontrado
disminuciones en el tamario neuronal, provocadas por dietas hipoproteinicas de
6% de caseina (Cintra y col., 1994a).

Las estructuras limbicas, responden negativamente a la desnutricién perinatal
severa (Salas y Cintra, 1975; Salas y col., 1993), especificamente el complejo
amigdalino {(Escobar y Salas, 1683) y &l hipocampo (Diaz-Cintra y col., 1994). En

éste Ultimo, se han ré_alizado estudios en el giro dentado, empleando distintos



modelos de desnutricién, en el modelo crdnico, se \ﬁarg observado disminuciones
en el volumen, en el grosor de diferentes estratos del hipocampo, asi como en la
-densidad celular (Fish y Winick, 1969; Katz y col., 1982; Katz y. Davis, 1583).

La mainutricién baja en proteinas durante {a gestacién se expresa en los
animales adultos como modificaciones en los campos dendriticos neuronales y
tiene un efecto difersncial sobre los diversos tipoé celulares, dependiendo de la
edad a la que se .estudia el animal. En animales neonalos y adultos, se han
descrito reducciones del tamafio calular y del nimero de espinas dendriticas en
las neuronas granulares del giro dentado (Cintra y col., 1990; Diaz-Cintra y col.,
1981) y ds neuronas pirarﬁidales del campo CA3 del hipocampo, sin embargo, en
estas Gltimas, se aminora el efecto de la mainutricion al ser compensado con un
aumento de las ramificaciones dendriticas en edades juveniles aun cuando la
mainutricidn es crénica (Garcfa Ruiz y col., 1993).

Muchos de los efectos provocados por la mainutricion son permanentss, sin
embargo depsndiendo del periodo en el cual se establece la malnutricién puede
haber recuperacién en algunos pardmetros anatémicos, como es la densidad
dendritica y el numero de espinas sindpticas después de una rehabilitacién

nutricional (Amhed y col., 1987; Diaz-Cintra y col., 1991)

Alteraciones fisiolégicas

El estudio de la ritmicidad circadica 'ayuda a entender las implicaciones
fisioldgicas de la desnutricién y malnutricién hipoproteinica, asi, se ha observado
en animales desnutridos crénicamente que el patrén de suerio se modiﬁca (Salas
y col., 1583), y hay reduccién tanto del suefio de ondas lentas (SOL) como del

suefio de movimientos .oculares rapidos (MOR) (Drucker-Colin y col., 1976; Forbes



y col., 1978; Cintra y col., 1988 y 1993a). Asimismo algunos estudios de privacién
de ‘éueﬁo han mostrado que las ratas con mainutricién hipoproteinica crénica
presentan alteraciones en la manifestacién fisiolégica de recuperacion o "rebots”
del suefio MOR (Galvan, 1993; Duran, 1993), asl como trastornos en todos los
cambios de fase en el electroencefalograma (EEG) por analisis espectral (Duran y
col., 1995). De igua! manera, los animales malnutridos durante el periodo prenatal
muestran aiteraciones en la amplitud y frecuencia del ritmo theta que ocurre a
través de los ciclos de sueiio y vigilia (Austin y Morgane, 1986; 1992; Morgane y
col., 1993). Por todo lo anterior se infiere que la malnutricién hipoproteinica
provoca un retraso en la maduracién de las estructuras del SNC y/o de los
mecanismos neurales que regulan la funcién homeostética de los estados de
vigilancia asf como aquelias que controian su ritmicidad circadica (Galvén, 1993,
Cintray col., 1993a, b).

En estudios del EEG del hipocampo de animéles con malnutricién
hipoproteinica prenatal se ha mostrado que la expresién de la frecuencia méxima
del ritmo theta durante el suefio MOR se encuentra significativamente retardada
en etapas neonatales, lo cual manifiesta un retraso en la maduracién- del ritmo
theta hipocampico (Bronzino y col., 1986; Morgane y col., 1985; 1993). De igual
manera se han encontrado deficiencias tanto en el establecimiento como en el
mantenimiento de la potenciacion a largo plazo (LTP) (Austin-LaFrance y col.,
4991). Al mismo tiempo, se han reportado aumentos en la excitabilidad de las
células granulares seguidas de la estimulacion de la via perforante asi- como
cambios marcados en los correlatos fisiolégicos como conductuales del “kindling".
Dichas alieraciones se han relacionado con los mecanismos de inhibicién

hipocampal, las cuales a su vez estdn moduladas por aferencias

10



exirahipocampales . desde el septum medial, focus coerufeus y rafe dorsal
{Bronzino y col., 1988; 1991 a y b; Austin y col., 1992).

Alteraciones neuroquimicag

La desnutricién hipoproteinica altera el crecimiento axonal y retrasa el praceso
de mielinizacién debido principalmente a que interfiere con la sintesis de proteinas
y los lipidos necesarios en los procesos de mielinizacién (Sima y Sourander, 1978,
Wiggins y col., 1986; Yokogoshi y col., 1992). Por Qtra parte, durante el desarrollo
cerebral, los procesos neuronales estan relacionados con los aumentos de la
actividad enzimética y ds la actividad de receptores a neurotransmisores en las
diferentes regiones cerebrales (Venero y col., 1892). Se sabe también que
animales malnutridos con dietas hiproteinicas (de 6% y 8% de caseina), presentan
aumento en las aminas biogénicas como la serotonina y la noradrenalina (Sobotka
y col., 1974; Stern y col, 1974), neurotransmisores involucrados en el
mantenimisnto de la vigilia y estados mentales particulares que acompanan al
suefio (Prosser y col., 1992). Estas alteraciones a nivel neuroquimico pueden
reflejarse en las regulaciones inadecuadas de los patrones tanto

electroencefalogréficos (EEG) como conductuales (AUstin y Morgane, 1986).

Aiteraciones conductuales

La desnutricién en general provoca retrasos en la aparicién de patrones de
respuesta refigja y de las primeras conductas en la rata, asf como un retraso en la
ol desarrollo de los canales sensitivos (Smart y Dobbing, 1971; Salas y Cintra,
1973). Las crias, tisnen menor demanda de atencion a la madre lactante y existe

mencr competencia pér el alimento materno (Massaro y col., 1977). Las crfas
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pressntan ‘alteraciones emocionales exageradas ante eventos novedosos, son
més irritables, temerosas, presentan mayores respuestas de inmovilizacién y una
menor capacidad de exploracién, lo cua! se ha relacionado con un daflo en los
mecanismos de atencién selectiva hacia estimulos ambientales (Frankovs, 1973;
Salas y Cintra, 1979; Escobar y Salas, 1987, Salas y col., 1993).

Los estudios de otras conductas relacionadas con la funcién del hipocampo,
como son aspectos de motivacion y atencién sugieren que en ratas que han sido
malnutridas con dietas bajas en proteinas durante la gestacién, los mecanismos
de adaptacion conductual o atencién selectiva son menos sficientes, requieren de
mayor tiempo de adaptacién o de aprendizaje para la ejec_:ucién de una tarea
(Goodlett y ‘cal., 1986) y se incrementa la responsividad en reacciones de

recompensa (Tonkiss y Galler, 1990; Tonkiss y col., 1990a y b).

HIPOCAMPO

El hipocampo se considera como parte del sistema limbico, fue denominado
inicialmente por Camilo Golgi como Asta de Ammon o Cornu Ammonis (CA), y se
ha descrito ampliamente en los trabajos de Ramén y Cajal (1892), Lorente de N6
(1934) y Amaral (1978) entre otros. Debido a su organizacién anatémica y a sus
conexiones, se han realizado estudios de los procesos neurcnales basicos y de la
plasticidad sindptica caracteristica de la formacién hipocémpica {Lynch y Baudry,
1983).
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Localizacién

En la rata, el hipocampo se distribuye dorsoventralmente en un eje septo-
temporal, limita en su porcién medial-posterior con el hemisferio cerebral, y en su
porcién medial ventral con el talamo, lateraimente con el ventriculo fateral yla
corteza cerebral, en la parte antericr limita con el sepfum y posteriormente con la

corteza parahipocdmpica (Fig. 3).

Anatomfa

Se han caracterizado 4 regiones en la formacioén hipocdmpica, el giro dentado,
el propio hipocampc o Cornu Ammonis (CA), el subiculum y la corteza entorrinal y
en cada una de estas regiones se pueden distinguir diferentes capas o estratos
con base a su distribucién laminar (Fig. 4).

El giro dentado est& constituido por una capa densa de células granulares que
forman una letra "C" a nivel del cuerpo celular {capa granular) y las dendritas de
estas neuronas forman la capa molecular. Superior a la capa granular y en el
interior de la "C" cerca de la regién hilar hay una poblacion celular heterogénea,
formada por tipos diversos de interneuronas (células en canasta). Los axones de
las células granulares forman las fibras musgosas que penefran a! propio
hipocampo y hacen sinapsis con las células piramidales del campo CA3 en la
porcién de excrecencias torneadas (Blackstad y col., 1970; Claiborne y col., 19885,
Gaarskjaer, 1986) (Fig. 5).

El propio hipocampo se encuentra separado del giro dentado por la fisura
hipocampica y se divide en 4 campos (CA1, CA2, CA3 y CA4) constituidos
principalments por neurcnas piramidales que en niveles diferentes de su

estructura forman lds siguientes sfrata: el stratum oriens se distribuye
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Giro Dentado Corteza Temporal

Fig. 3 Anatomia y ubicacién del hipocampo de la rata. La barra representa 10 mm.
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Fig. 4 Regiones de! hipocampo, sus principales aferencias y su distribucién laminar. cg,
capa granular, cm, capa molecular; fm, fibras musgosas; fc, fibras comisurales; fcs, fibras
colaterales de Schaffer; PP, patrén perforante.



. Fibras de Schaffer
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Fig. 5 Esquema de los 3 tipos celulares principales de la regién hipocadmpica y las capas o astratos que los conformar:.
CM, capa molscular; CG capa granular; SLM, stratum lacunosum moleculare; SR, stratum radiatum, SL stratum lucidum;
SP stratum piramidal;, SO, stratum oriens. :



horizontalmente en las dendritas bésales de las neuronas piramidales y esta
formado por células en canasta y axones de las neuronas piramidales que
atraviesan hasta e! alveus en la superficie ventricular del hipocampo y forman la
fimbria del hipocampo y el férnix; el stratum piramidale, constituido por los cuerpos
neuronales de las céluias piramidales y su arborizacién dendritica apical forma al
stratum radiatum en la porcién medial y al stratum lacunosum moleculare en su
porcién terminal. En el campo CA3 del hipocampo se forma el stratum Iucidum y
abérca la zona de aferencias de las fibras musgosas del giro dentado (Fig. 5).

El compiejo subicular estd constituido per células piramidales y polimérficas,
se encuentra dividido en 3 regiones que son: el parasublculo, adyacente al campo
1 (CA1) del hipocampo, el subiculo y el presublculo que son la regién adyacente a
la corteza entorrinal, aunque el sublculum en ocasiones se considera como un
cuarto componente del circuito trisindptico debido a que sus conexiones son muy
similares a las del CA1, ademas de que recibe aferencias prominentes de este
campo (Cohen y Eichenbaum, 1983).

Ontogenia

En el hipocampo, existen diferencias en el tiempo de generacién y maduracidn
de las células que lo constituyen, las células piramidales de los distintos campos
se generan prenatalmente mientras que cerca del 85% de las células granulares
del giro dentado se forman después del nacimiento y una minima parte se
prolonga hasta la vida adulta en la rata (Bayer y Altman, 1974, Lewis y col., 1979;
Pokorny y Yamamoto, 1981; Bayer, 1982; Crespo y Stanfield, 1986; Stanfield y
Trice, 1988; Seress v Riback, 1988),
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;Ségfm estudios de desarrollo hipocampal en ia rata (Bayer y Altman, 1974;
Cowén y col., 1980), el hipocampo se empieza a reconocer en el dia 17
embrionario (E17) en donde se identifican las primeras células piramidales. En el
dia E19 se identifica la fimbria y la fisura hipocampal y el limbo suprapiramidal del
giro dentado (GD). El limbo infrapiramidal del GD se retrasa hasta finales de ia
primera semana posinatal en donde también se completa el enrrollamiento del
hipocémpo en el 8° dia postnatal (P8) y en P15, el hipocampo es similar al adulto.

La nsurogénesis en el giro dentado se inicia en E14 y el pico mas alto de
generacién celular ocurre entre P5 y P7, mientras que en el hipocampo la
generacidn de las neuronas en los diferentes campos se da entre E14 y E20. El
pico de proliferacidn para los campos CA2, CA3 y CA4 es en el E17, mientras que
en CA1 hay dos picos de proliferacién, uno grande en E17 y otro pequerio en E19
(Bayer y Allman, 1974; Schlessinger y col., 1975, 1978).

Los eventos principales del desarrollo subsecuente tanto de las neuronas
granulares como de las piramidales y de las interneuronas en el érea dentata, se
prolongan hasta el periodo postnatal. En CA3, el crecimiento dendritico se inicia
en E15 y es aparente en el dia P10. Las espinas sindpticas ge cbhservan desde P4,
tienen un pico de desarrolio en P15 y alcanzan los niveles de adulto en P24,
presentdndose algunas variaciones a nivel de los diferentes estratos (Pokomny y
Yamamoto, 1981). En el campo CA1, el crecimiento dendritico se inicia entre el
E18 y E21 y la maduracion dendritica se retrasa hasta después de la maduracién
de CA3, hay un pico de crecimiento en P5, sin embargo las ramificaciones

dendriticas siguen creciendo hasta después de! dia P20,
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Proyecciones _

Las vias aferentes a la formacion hipocampal incluyen las dreas principales de
asociacién que proviensn de zonas de convergencia muitimodal tantc en la
corteza del cingulo como en la prefrontal, se interconectan con estructuras
Iimbicas y después con otras dreas de convergencia parahipocéhpicas, entre las
que se encuentran las cortezas perirrinal, la parahipocampal propia, la entorrinal y
{a del complejo subicular. La entrada principal de estas aferencias al hipocampo
es por la via del patrén perforante, el cual se origina en la corteza entorrinal
(Isaacson, 1982; Cohen y Eichenbaum, 1993).

Circulto trisindptico

Parte de {a via del patrén perforante entra al hipocampo a través del subiculo
y el.presubiculo hasta llegar a los campos CA1 y CA3 en donde hace contacto con
las dendritas apicales en su porcién mds distal a nivel del stratum lacunoso
moleculare. Otra parte de este via perforante cruza la fisura hipocampica en la
region de la cresta, se bifurca extendiéndose hacia las laminas dorsal y ventral de
la capa molecular y hace sinapsis con las dendritas apicales de las neuronas
granulares del giro dentado, el cual es el principal receptor de las proyecciones de
esta via (Hjorth-Simonsen y Jeune, 1972, Kéhler, 1985). Los axones de las
neﬁronas granulares forman un plexo de fibras, denominadas 'fibras musgosas" y
son una eferencia importante al CA3 del hipocampo cuyas células envian
proyecciones o axones colaterales de Schaffer hacia el campo CA1, en donde se
distribuyen en las regiones profundas del stratum radiatum. Las neuronas
piramidales del campo CA1 tembisn reciben aferencias de las fibras comisurales

dirigidas principalmente al primer tercio de la dendrita apical y a las dendritas

16



basales (Buzaki y Eidelberg, 1982). El campo CA1 pro&ecta en forma columnar al
sublculum 'y algunas proyecciones se dirigen a capas profundas de la corteza
entorrinal, sin embargo las eferencias mayores del érea subicular, van a la corteza
entorrinal, cerrando de esta manera, el “circuito trisinaptico". Existen proyacciones
intrinsecas en la corteza entorrinal que unen varias partes de la regién asi como
capas profundas con aquellas mds suparficiales, constituyendo asi una serie
organizada de circuitos cerrados (Steward, 1976; Isaacson, 1982) (Fig. 6).

El hipocampo recibe otras proyecciones extrinsecas desde el tallo cerebral,
provenientes de células productoras de serotonina de los nucleos rafe dorsal y
medial a través de la corteza entorrinal y de forma directa tanto a las células
granulares como a las interneuronas del giro dentado y a las neuronas e
interneuronas de CA1 y CA3, lo cual sugiere que estas aferencias juegan un papel
modulador importante en la neurotransmisién del circuito trisindptico (Moore y
Halaris, 1975; Kéhler, 1984). De manera similar el hipocampo recibe aferencias
qus contienen acstilcoling y norepinefrina del septum y locus coeruleus
respectivamente (Lynch y Baudry, 1983).

Las fibras eferentes de la formacién hipocampica, corren por el fornix y llegan
a las areas septales y a las regiones hipotaldmicas y taldmicas. El fornix estd
contituido principalmente por los axones de las células del estrato piramidal y
algunas del estrato polimorfo, asi como de la corteza subicular las cuales
atraviesan el alveus, para llegar a la fimbria (Meibach, 1977). El hipocampo
proyecta al diencéfalo por medio de dos rutas, el férnix postcomisural que termina
en el hipotdlamo, el cuerpo mamilar, el cerebro-medial rostral y en el nicleo
talamico anterior. Una via indirecia, formada por fibras precomisurales originadas

en CA1, CA3 y subiculum, termina en el drea septal a través del nlcleo
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Fig. 6 Aferencias y eferencias en el circuito local del hipocampo. Super, superficlal; Prof,, .
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septofimbrial y el nticleo habehular medial y proyecta al-hipotélamo-(Swanson y
col., 1980; Waalas, 1983).

Furcién

El hipocampo participa en los procesos de memoria y aprendizaje, se ha
observado que personas con lesidn en los hipocampos ocasionada por tratamiento
de epilepsia, presentan incapacidad de almacenamiento de recuerdos de tipo
simbdlico y verbal en la memoria a corto y a largo plazo. Asimismo, se ha
considerado que el hipocampo junto con las estructuras asociadas de la formacion
hipocémpica, proveen el substrato para la memoria declarativa, la cual es
responsable de la acumulacién de hechos y datos derivados de las experiencias
de aprendizaje (Eichenbaum y col,, 1992).

En la rata, &l hipocampo participa en el proceso de la fijacién Jel aprendizaje y
de la localizacién espacial, ya que lesiones en las vias principales, alteran estos
procesos (O'Kesfie y Nadel, 1978; Olton y col., 1978; 1983). Asimismo, se sabe
que esta implicado en conductas de exploracién y hulda, las cuales también se
asocian a fa inervacién abundante de fibras de serotonina y noradrenalina (Kéhler,
1984).

Por otra parte, la actividad eléctrica del hipocampo identificada en el EEG
como el ritmo theta hipocampico (frecuencia de 4-7 c/seg), también es una
evidencia importante de su participacion en la fijacién de memoria y aprendizaje
(Bayer, 1982). Estudios electrofisiolégicos han mostrado que el ritmo theta se
genera en el stratum oriens del campo CA1 del propio hipotampo y el stratum
molecular dal givo dentado de la rata (Sinclair y col., 1982), y se ha observado que

este ritmo estd asociado con impulsos sensoriales exteroceptivos, con eventos
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generados en la conducta y con estimulos puramente internos, cuyas
representaciones funcionales en las cortezas de asociacién convergen en el

circuito hipocémpico (Cohen y Eichenbaum, 1993).
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HIPOTESIS

La malnutricién hipoproteinica prenatal afecta el desarrollo postnatal de las
células piramidales localizédas en el campo CA1 del hipocampo,. en donde se
genera el ritmo theta hipocampico, relacionado con procesos como la memoria y el
aprendizaje, estos efectos se manifestarén en el tamafio del soma, la longitud
dendritica, asf como en el grosor de los estratos radiatum y lacunosum moleculare.
Ef estudio morfométrico de estas células, en animales que fueron malnutridos en
la etapa prenatal y rehabilitados después del nacimiento, dard la base para
interpretar si las alteraciones anatémicas podrian afectar los procesos de memoria
y aprendizaje en estos animales y analizar si estas aiteraciones pueden ser

revertidas por una rehabilitacién nutricional postnatal.

OBJETIVOS

1. Estudiar a través de un andlisis morfométrico el efecto de la malnutricién -
hipoproteinica prenatal con 6% de caseina, después de un periodo de
rehabilitacion nutricional postnatal sobre las células piramidales del campo CA1
del hipocampo de ratas en etapas de desarrollo (15 y 30 dfas de edad) y en
estado adulto (90 y 220 dfas de edad).

2. Cuantificar los cambios morfol6gicos de las estructuras sindpticas producidos

por la malnutricién 2 difersites niveles de la neurona y asociarlos con las

aferencias que reciben.
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MATERIAL Y METODOS

Para el presente estudio, se utilizaron 48 ratas macho de la de la cepa
Sprague-Dawley de 4 diferentes edades (15, 30, 90 y 220 dias) y 2 condiciones
nutricionales distintas. 24 ratas del grupo experimental provenian de madres
alimentadas con dietas bajas en proteina (6% de caseina) antes y durante la
gestacion y 24 ratas del grupo control que provenian de madres alimentadas con
dietas de 25% de caseina (Fig. 7). Todos los animales se mantuvieron en un
cuarto de bioterio en condiciones constantes de luz-obscuridad 12:12, temperatura
(22-24 °C) y humedad relativa (40 a 50%).

Procedimiento de malnutricién y rehabilitacién nutricional

Se utilizaron 30 ratas hembras y 10 machos de 90 a 120 dias de edad.
Durante 5 semanas antes del apareamiento, un lote de 10 hembras fue alimentado
con una dieta de 6% de caseina y otro de 20 hembras con una dieta de 25% de
caseina (TABLA I). Ambas dietas fueron'complementadas con L-metionina (0.4%)
debido a la ausencia de este aminoacido esencial en la caseina, y la mezcla de
sales fue complementada con fosfato de calcio monobésico (0.6%) y carbonato de
zinc (0.001%) con el objeto de que los niveles de minerales sean similares a los

encontrados en otras dietas.
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FiG. 7- Metodologia del manejo de las camadas, utilizada para producir malnutricion prenatal
y rehabilitacion postnatal en ratas.



TABLA
COMPOSICION DE NUTRIMENTOS DE LAS DIETAS

COMPONENTE DIETA 25% DE DIETA 6% DE
CASEINA (gr.) CASEINA (gr.)

Proteina 21.8 53
Grasa 15.4 15.0
Carbohidratos 509 68.9
Sales 47 4.0
Vitaminas 1.0 1.0
Agua 22 1.2
Componente no nutritivo 42 4.2
keallg 4.3 4.3

Para el apareamisnto fueron colocadas 3 hembras coﬁ un macho alimentado
con una dieta normal de 25% de caseina. A las hembras se les puso una marca
con violeta de cresilo en una de las extremidades (izquierda o derecha) para
facilitar su identificacién y asl Hlevar un control del dia probable de fertilizacién,
mediante frotis vaginales. Posteriormente todas las hembras que mostraron
esparma en el frotis fueron separadas en cajas de cria y durante el apareamiento y
todo el periodo de gestacion se les suministré sus dietas correspondientes.

Al momento del parto las camadas nacidas el mismo dia y de la misma
condicién experimental se mezclaron entre sf, con la finalidad de tener camadas
genéticamente heterogéneas. Posteriormente las crias de 10 madres nutridas con
la dieta hipoproteinica del 6% de caseina, fueron colocadas con nodrizas
alimentadas con una dieta normal con 25% de caseina, para su rehabilitacién
nutricional, constituvende 2! lcte sxperimenial (6/25), y las crias de 10 madres

nutridas con dieta 25% continuaron con una madre nutrida al 25%, constituyendo



éste el lote control (25/25). En ambas condiciones se homogenizé la camada a. 8
crfas (4 hembras y 4 machos) y¥ se continud suminisirando una dieta de 25% de
caselna. A los 21 dias se procedié al destete y se separaron los machos (4 en
cada caja) hasta alcanzar las edades de 15, 30, 90 y 220 dias de edad, en que
fueron sacrificadas.

Procedimiento histolégico

Se utilizaron 48 ratas macho 6 por cada edad (15, 30, 90 y 220 dias) y por‘
cada una de las dos condiciones experimentales, se tomaron los pesos corporales
antes de sacrificarlos y los pesos cerebrales, depués de la perfusién.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (55 mg/Ka de
peso) y perfundidos por via intracardiaca con formalina buferada (Ph 7.4) al 10%.
Se extrajo el encéfalo, después de 24 horas de la perfusién y se procedié a
seccionarlo en un plano coronal, para obtener el drea del hipeccampo en blogues
de 4 mm de grosor (Fig. 8).

Los bloques de tejido se calocaron en frascos dmbar con una solucién de
dicromato de potasio al 2.5% y &cido &smico al 1% en una proporcién de 8:1
respectivamente, durante 8-12 dias y posteriormente se diferenciaron en una
solucién de nitrato de plata al 0.75% durante 12 hr. Después se deshidrataron en
alcoholes graduale.. ara ser incluidos en nitrocalulosa de baja densidad y asf
obtener secciones ds 120 pm de grosor en un microtomo de deslizamiento. Dichos
cortes se recogieron en alcohol al 70%, se deshidrataron en alcoholes graduales
(80%, 96% e isopropanol), se aclararon en terpinol v se pasaren por xilcl, para

finalmente ser montarios en laminillas con resina sintética.
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Anilisis morfométrico

Una vez obtenidas las preparacionss que conlenian cortes ooronaies del
hipocampo y localizado el CA1, se seleccionaron 6 células piramidales bien
teflidas en cada animal. Se mezclaron las preparaciones provenientes de las dos
condiciones experimentales y de las cuatro edades, a cada una se asignd un
ndmero al azar y se realizé el anélisis morfométrico con ayuda de un sistema
digital de imégenes "Histo 2000" de Biocom, France (Corkidi, 1989). Es importante
mencionar que el nimero al azar de cada laminilla, evité cualquier sesgo en el
observador ya que descanocfa tanto la condicién experimental como la edad, asl
las observaciones se realizaron a doble ciego.

Los pardmetros celulares que se midieran, fueron los siguientes (Fig. 9):

1) Del soma neuronal se obtuvo el tamaiio celular tanto del eje mayor como
del menor asf como el drea, ésta se obtuvo siguiendo el contorno del cuerpo de la
neurona sobre una imagen digitalizada en ol monitor de una computadora.

2) La longitud de la dendrita apical se midié siguiendo su trayectoria desde el
soma hasta su término dentro del stratum lacunosum moleculare.

3) El grosor de !os estratos se tomd en Iinea recta y en paralslo a las neuronas
piramidales del campo CA1 del hipocampo. El strafum radiatum fue medido desde
el limite del stratum piramidale hasta donde cruzan las fibras aferentes del patrén
perforante y el grosor del strafum lacunosum-moleculare se obtuvo del area en
donde atraviesan las fibras del patrén perforante, la cual corresponde al Gltimo
tercio de la dendrita apical hasta la fisura hipocampica.

4) Se cuantificd el nimero de espinas en 3 segmentos de Ia dendrita apical,
de 50 ym cada uno, el segmento proximal se midié a nivel de! primer tercio de la

dendrita, en donde llegan aferencias comisurales; el segmento medial, se midié en
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eje mayor (ma) y menor (me). B) neurcna piramidal y las diferentes mediciones realizadas
en la longitud de la dendrita apical (DA), y el grosor en los strafum radiatum (SR) y
lacunosum moleculare (SLM). C) 10 circulos concéntricos en donde se midié la densidad
dendritica.



" el segundo tercio de Ia dendrita en donde se raciben aferencias de las fibras
colaterales de Schaffer y el segmento terminal en la zona donda cruzan las fibras
del patrén perforante. Un cuarto segmento s midid en la porcién medial de la
dendrita basal, en donde se reciben aferencias comisurales (Fig. 10).

5) La densidad dendritica fue cuantificada por el nimero de dendritas que
atravesaron 10 circulos concéntricos seglin el método de Sholl (1953), v para
Jhacer la comparacién con los segmentos en donde se cuantificaron las espinas
. dendriticas, se consideraron dos clrculos concéntricos (76 um) a nivel de cada
segmento.

En total ss midieron 288 células en las 4 edades y las dos condiciones
experimentales. Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente
aplicando primero un ANOVA de 2 factores con el objeto de saber si existia algtin
efecto combinado entre la dieta y la edad, posteriormente se utilizé una prueba
post hoc de Tukey con el objeto de discernir especificamente cuales grupos
diferfan significativamente entre sf, a una probabilidad de p>0.05.

RESULTADOS

Peso corporal y cerebral _

El andlisis estadistico del ANOVA de dos vias (TABLA i) del efecto de ia
desnutricion protelnica prenatal sobre los pesos corporal y cerebral no mostré
efectos significativos por la dieta, no asi, por la interaccién dieta-edad, la cual
presentd significancia de p< 0.001. El andlisis con la prusba de Tukey (TABLA {if),
nc mostid diferencias §ignificativas entre los grupos control y rehabilitado en las

cuatro edades estudiadas.
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Fig. 10 Fotomicrografia de una célula piramidal del campo CA1 de! hipocampo, tefiida con
Golgi répido y su dibujo a cdmara ltcida (izquierda), en donde se muestran segmentos de
50 micras en las porcionss; proximal (P), medial (M) y distal (D) de la dendrita apicai y en
las dendritas basales (B), en donde se cuantificd el nimero de espinas dendriticas.



. TABLAI
Anéhsns estadistico del efecto de la malnutricion protelnica prenatal sobre los
pesos corporal y carebral de ratas de 15, 30 €0 y 220 dfas da edad?®.

VALORESF .
PESO DIETA EDAD INTERACCION
_(g1 1,48) (gl 3.44) (a13,44)
Corporal ) 005 NS 58320 28167 **
Curebral 200 NS 18148 91.74 **

1. Andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) con dos factores, dieta y 5d9d.

gl, grados de Ilbertad; N8, no significativo; *** p<0.001;

Los valores promedio del peso carpora! y cerebral, asi como el porcentaje de
cambio del grupo rehabilitado con respecto al grupo control, se muestran en la
TABLA lil.

TABLA Il
Pesos corporal y cerebral (en gramos) de ratas de 15, 30, 90 y 220 dias de edad y
el porcentaje de cambio del peso de ios grupos control (25/25) y rehabilitado

(6/25)1
EDAD (dlas) 25125 8/25 % DE CAMBIO SIGNIFICANCIA
PESO
CORPORAL
15 34.50 = 1.20 34.00 £ 0.51 - 145 NS
30 119.50 % 8.02 130.50 + 4.94 + 920 - NS .
80 487.00 £ 26.40 500.00 + 15.18 + 2867 NS
220 665.68 £ 30.58 850.18 £ 38.14 - 540 NS
PESO
CEREBRAL
15 1.30£0.03 1.1840.04 - 923 NS
30 1.47 £0.04 1.30 £ 0.05 -11.68 NS
20 2.27+£0.05 225+0.03 - O.P K . NS
220 2.24+0.02 218+0.02 - 2%% NS
1. Las valores rep tan el px + la desviacidn estandar.

N8 = No signlficativo (Nivel do significancia de acuerdo a el analisis estadistico ANOVA de una
viaTukey. p<0.08)
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Andlisis morfométrico _

Lds resultados oﬁtenidos con el andlisis de varianza tanto para la edad
como por la dieta se muestran en la TABLA v, los datos y las diferencias
significativas por la dieta se graficaron en las figuras 16 y 17. Las comparaciones
del andlisis entre grupos relacionados con la edad se muestra en la TABLA V.

El soma de las neuronas piramidales del CA1 del hipocampo, en el andlisis
de varianza no mostré efectos significativos por [a dieta, sin embargo por la edad
se encontraron efectos significativos en ambos ejes mayor y menor (p<0.01 y
p<0.001 respectivaments) asi como en el 4raa (p<0.01) celular. La interaccién
dista-edad mostré efectos significativos en el eje menor y el drea (p<0.001) asi

-como en el eje mayor (p<0.01). Con a prueba de Tukey se encontraron
reducciones significativas {p<0.C5) por efecto de la dieta en el érea (-10%) y en el
eje mayor del soma (-9%) en los animales de P220 (Fig. 11). Esta deficiencia
estuvo asociada con un aumento significativo en el animal control al comparar el
&rea dei soma de P15 y PS0 con P220 dias y el eje menor de P30 con P220,
mientras que en el grupo experimental se redujo el drea y el eje mayor en las
edades de 15, 30, 90 y 220, con excepcién del érea a los 90 dlas.

Longitud de la dendrita apical. El analisis de varianza mostré efectos
significativos (p<0.01) como consecuencia de la malnutricién, de la edad y por la
combinacién de ambos factores (TABLA IV). Con la prueba de Tukey se
encontraron reducciones significativas (p<0.05) por efecto de la dieta en P30 y
P220 (de -10 y -9%, respectivaments) (Fig. 12). El grupo control alcanzd su
méximo crecimiento dendritico {de 375 um) a los 30 dfas de edad, en tanto que el
grupo 6/25 lo alcanzé “(357 um) a los 90 dias, sin embargo, estos valores fueron

més bajos que en el grupo control.
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TABLA [V Andlisis estadistico del efecto de la malnutricion proteinica prenatal
- sobre las células piramidales del campo CA1 de hipocampo, en ratas de 15, 30 90
y 220 dias de edad?.

VALORES DE F

MEDICION CELULAR DIETA EDAD INTERACCION
{1 1,284) (gt 3,284) (g 3,284)
Cuerpo neuranal;
Eje mayor; 0.78 NS 415 ** 454 *
Eje menor: 026 NS 9.85 *** 4,81 **
Area: 089 NS 409 ** 860 ***
Longitud de la dendrita apical; 21.30. *** 180.18 *** 8.862
Grosor delStriatum radiatum 24,14 214.09 ** 922 **
Grosor del Striatum lacunosum 28,37 041 NS 3.47 =
Densidad de espinas
(segmentos de 50 pm)
Proximal 49.99 NS 55,79 *** 30.35 ***
Medial 38.76 31.84 ** 67.89
Distal 9252 108.37 *** 8,14
Basal ’ 28142 543.10 ** 3860
Intersecciones dendriticas2:
Segmento proximal
76 pm vs 114 pm 0.44 NS 3191 254 *
114 pm vs 152 pm 241 NS 438 ** 088 NS
Segmento medial
152 pm vs 228 pm 023 NS 387 * 105 NS
190 pm vs 268 ym 0.04 NS 7.34 * 0.19 NS
Segmento distal
228 pm vs 324 pm 029 NS 17.60 *** 154 NS
268 pm vs 380 yum 127 NS 12.89 132 NS
Segmento basal
76 pm 9.08 * 4.14 * 748 NS
114 um 3.15 NS 849 1.18_ NS
1. Andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) con dos factores, dieta y edad
2. g i6n es ontro las edades de 15 vs 30, 80 y 220 dlas.

gl=grados de libertad (** p<0.001; ** p< 0.01; * p< 0.05).




TABLAV Cambios relacionados con la edad en células piramidales del campo CA1 det hipocampo?.

PARAMETROS 15 vs 30 15 vs 90 15 vs 220 30 vs 90 30 vs 220 90 vs 220
[ R [ R C R [ R Cc R [ R
Cuerpo neuronal:
Area NS -12%* NS NS +16%* -12% NS NS +14%* NS +16%* NS
Eje mayor NS -9%* NS -9%* NS ~11%* NS NS NS NS NS NS
Eje menor +8%* NS NS NS +14%* NS NS NS NS +10%* NS NS
Longitud dendrita apical +53%" +31%* +50%* +38%* +51%* +31%* NS NS NS NS NS NS
Grosor Str. Radiatum +53%* +35%* +44%" +52%* +36%* NS NS NS NS NS NS NS
Grosor Str. Moleculare NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Densidad de espinas en
segmentos de 50 pm
Proximal NS +31%" +16%* +30%* +44%" +24%* +19%* NS +41%* NS +24%* NS
Medial NS +18%* +17%* NS +40%* NS +17%* -12%* +40%* -16%* +20%* NS
Distal NS NS +25%* +32%* +16%* NS +30%* +39%* +21%* +10%* -7%* -20%*
Basal +41%* +NS  +79%* +98%* +68%* +94%* +27%° +89%* +15%* +87%* G%* NS
Intersecciones dendriticas2
Segmento proximal
76 pmvs 114 um +46% +45% +30% +60% +58% +61% NS NS NS NS +22% NS
114 pym vs 152 pm NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Segmento medial
152um vs 228 um -17%* NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
190 um vs 266 um NS NS -16%* NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Segmento distal
228 pym vs 324 ym -22%* NS -28%* -20%* -22%* NS NS NS NS NS NS NS
266 pm vs 380 ym -24%* NS -28%* -18%* -17%" NS NS NS NS NS NS NS
Segmento basal
76 pm NS NS NS NS NS +16%* NS NS NS NS NS NS
114 ym NS NS NS NS NS NS NS NS NS +19% NS NS

1. Anélisis de varianza de una via (ANOVA/RANGOS TUKEY, p<0.05).
de 15 vs 30, 80 y 220 dias.

2. C iones entre las edad

€= Control, R= Rehabilitado, NS= no significativo.
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En el grosor de los diferentes estratos, el andlisis de varianza mostré que el
stratum radiatum, se modific significativamente (p<0.001) por la dieta y la edad
habiendo interaccién entre ambos factores, mientras que el grosor del stratum
lacunosum moleculare, mostré diferencias significativas por la dieta (p<0.001) y
por la intéraccio’n de los dos factores (p<0.01). Con la prueba de Tukey se
encontraron reduccionss significativas (p<0.05) por efecto de la dieta en P30 y
P220 (Fig. 13). Estas reducciones fueron en promedio del 9% y 11% a nivel del
stratum radiatum y del 14% y 16% en el grosor del stratum lacunosum moleculare,
respectivamente.

El stralum radiatum guarda el mismo patrén de desarrollo que se observa
en ia longitud de la dendrita apical, alcanzando el maximo grasor en P30 el animal
control (360 um) y a los 90 dias en el desnutrido prenatalmente (342um). Mientras
que a nive! del stratum radiatum no se encontraron modificaciones significativas
durante el desarrollo.

La densidad do espinas dendriticas valoradas en 3 segmentos de 50 um
de la dendrita apical y uno de la dendrita basal mostraron efectos significativos
(p<0.001) con el andlisis de varianza por la dieta, la edad e interaccién entre los
factores con excepcién del segmento proximal que no presentd efectos por la
dieta. Con 1a prueba de Tukey, se observaron diferencias significativas (p<0.05)
en todos {os segmentos como sigue:

En la zona en donde se reciben aferencias de las fibras comisurales, se
observé disminucion de espinas dendriticas por efecto de la dieta en P15 (-15%) y
P220 (-27%) del segmento proximal y en P15 (-22%), P30 (-40%), P90 (-12%) y
D220 (-7%) del segmento basal (Fig. 14). La deficiencia del nimero de espinas

en el segmento apical a los 220 dias estuvo asociado con el méximo incremento
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Fig. 13 Efectos de la malnutricién protefnica prenatal (6% de caseina) vy rehabilitacién
nutricional postnatal sobre el grosor en los estratos radiatum y lacunosum moleculare,
*p<0.05.
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Fig. 14 Efecto de la malnutricién hipoproteinica prenatal (6% de caseina) sobre la
densidad dendritica, en los segmentos (de 50um) proximal y basal de las neuronas del
campo CA1 del hipocampo de ratas de 4 edades* p< 0.05. ’



de espihas en el grupo control, mientras que en el grupo 6/25 alcanzd el méximo a
los 30 dias de edéd. La deficlencia encontrada en P30 en e} segmanto basal,
estuvo asociada con un retraso en el .crecimienlo de espinas dendriticas, en el
grupo 6/25, el cual se incrementd significativamente hasta la edad de 90 dfas.

En el sagmaonto medial, que racibe aferencias de las fibras de Schaffer, las
espinas dendriticas disminuyeron en P80 y P220 (20 y 35%, reépectivamente),
‘mientras que se incrementaron (%) en P30 (Fig. 15). Este aumento estuvo
asociado con un aumento de espinas dendriticas relacionado con edad en el
grupo 6/25 de P15 a P30 y no en el grupo control. La disminucion en la densidad
de P80 y P220 estuvo asociada con un aumento en el grupo controt de P30 a PS0
y de PSO a P220 y una disminucién en el g}upo 6/25 de P30 a P220.

A nivel del segmento distal, en donde se reciben aferencias de ia corteza
entorrinal a través del patron perforante, las espinas dendriticas fueron menores
en P15, P30y P220 dias (-11%, -11% y -19% respectivaments) en los animales
desnutridos prenataimente. La disminucién en el nimero de espinas en P220
estuvo asociada con una reduccion de espinas de PS0 a P220 en ambos grupos,
siendo mayor en el grupo £/25.

La densidad dendritica se midié a nivel de los segmentos proximal, medial,
terminal y distal, con la finalidad de hacer equivalentes los campos dendriticos en
las cuatro edades estudiadas y tomando en cusnta que la dendrita apical alcanzé
su méaximo crecimiento a los 30 dfas. Al mismo tlempo, se realizaron
comparaciones en segmentos dendriticos equivalentes de los animales de 15 dfas
en donde la fongitud dendritica aun es muy corta, en compéracién con los
animales ds P30, PS80 y P220. Asi, se compard a nivel de las aferencias

comisurales el segmento proximal entre 76 y 114 um de ratas de 15 dias edad con
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Fig. 15. Efecto de la malnutricién hipoproteinica prenatal (6% de caseina) sobre la
densidad dendritica, en los segmentos (de 50 um) medial y distal de la dendrita apical de
neuronas piramidales del campo CA1 del hipecampo de ratas de 4 edades *p< 0.05.



114 y 1562 um de ratas de 30, 90 y 220 dfas de edad. El segmento basal se valord
- entre 76 y 114um en todas las edades estudiadas (Fig. 16). A nivel de las
aferencias de las fibras colaterales de Schafier, e segmento medial se compard
entre 152y 150 um de ratas de 15 dias de edad con 228 y 266 um de ratas de 30,
80 y 220 dias de edad mientras que a nivel de las aferencias del patrdn
perforante, el segmento distal se comparé entre 228 y 266 um con 324 y 380um,
‘raspectivamente (Fig. 17).

El anélisis de varianza mostré diferancias significativas en las intersecciones
dendriticas por efecto de ta dieta (p<0.01) en el segmento basal, por efecto de la
edad (p<0.001) en todos los segmentos estudiados y por la interaccién de la dista
y la edad (p<0.05) solo en e} segmento pr&imal {ver TABLA Il).

Al realizar las comparaciones por grupos experimentates (25/25 vs 6/25) con
fa pruesba de Tukey se observaron aumentos significativos (p'<0.05) de las
ramificaciones dendriticas por efecto de la dieta en la zona de aferencias de fibras
comisuraies. Asf, en el segmento proximal se aumento 13% e! nimero de
interseccioiws dendriticas (@ 114 um) en animales rehabilitados de 90 dias de
edad, mientras que en el segmento basal se incrementd el numero de
intersecciones dendriticas en 28% y 18% (76 y 114 um, respectivamente) en los
animales rehabilitados de 220 dias. ]

Cuando se compararon las edades, se encontraron aumentos significativos
de las ramas dendriticas (p<0.05) entre P15 vs P30 en ambos grupas control y
desnutrido, asf como entre P15 vs P90 y entre P15 vs P220 a nivel del segmento
proximal (entre 76 a 114 um ). Sélo un aumento significativo en este segmento se
encontrd al comparar los grupos P80 vs P220 del grupo control (TABLA ilf). En el
segmento medial (152 a 228 um) se encoentraron disminuciones entre los grupos
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Fig. 16. Comparacionas en el nimero de intersecciones dendriticas en circulos
concéntricos en los segmentos proximal y basal de las neuronas piramidales del campo
CA1 del hipocampo de ratas de 4 edades. Se muestran fos valores significativos por la
edad *p<0.05.
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control de P15 vs P30. En el segmento distal (228 a 324um y entre 266 a 380um)
el 'grupo control mostrd disminuciones significativas cuando sa compararon las
6dades de P15 vs P30, P15 vs P90 y P15 vs P220, & grupo desnulrido sbio
mostr6 disminucién cuando se compard la edad P15 vs P90. En este mismo
segmento. En las dendritas basales a las 76 um, se encontraron aumentos en e!
grupo desnhutrido entre las edades de P15vs Pzéo y entre P30y P220 (TABLA V).

DISCUSION

Se sabe que el estalus nutricional de la madre antes de la concepcién altera
la ingesta matemal de nutrimentos durante e} periodo de la gestaciSn, ademés de
causar un fuerte impacto sobre el desarrollo del cerebro fetal (Rosso, 1990;
Zamenhof y Van Martheen, 1978, Morgane y col., 1993). Por ofra parte, se ha
observedo que las madres jactantes con este tipo de desnutricion muestran
alteraciones importantes en la conducta materna, asi como en la actividad
eléctrica del cerebro (Cintra, 1994b). Tomando en consideracién estas
observaciones, se diseii6 el presente estudio utilizando el modelo de malnutricion
hipoproteinica con una dieta de 6% de caseina desde 5§ semanas antes del
apareamiento y durante la prefiez. Con la finalidad de revertir estos efectos, se
rehabilité a los crios malnutridos al momento del nacimiento, siendo amamantados
por hembras bien nutridas con 25% de caselna que parieron el mismo dia.

El modelo de malnutricidn con dietas de 6% de caseina, es considerado
como una malnutricién savera, !a cual psiniile ei crecimiento fisico deficiente, sin

embargo se altera la funcién cerebral debido a que interfiere el desarrolio
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ontogenético del sistema nervioso central '(Bedi, 1991; Morgane y col., 1993).
Hemos -seleccionado e! hipocampo y en particular el cornus ammonis 1 (CA1),
debido a su relativa simplicidad en su organizacién anatémica y en su circuiteria
sindptica, para observar la respuesta plastica de la rehabilitacién nutricional
después del nacimiento, a través del andlisis morfométrico de éreas y de la
sinaptogénesis neuronal, los cuales marcan un indice de la capacidad de las
‘neuronas para recibir y procesar informacion, reflejando asi la capacidad de
diversas estructuras para integrar respusstas adecuadas a ciertos estimulos.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la deficiencia de
protefnas durante s} periodo gestacional altera el desarrolio y la maduracion de las
células piramidales del campo CA1 del hip'ocampo, aln cuando se ha rehabilitado
nutricionalmente a los animales desde el nacimiento. Se observaron reducciones a
diferentes niveles de las neuronas, el soma neuronal en animales 6/25 de 220
dias de edad fue menor con respecto a sus controles y es interesante que a este
rivel no se presentaran aiteracicnes provocadas por la malnutricién en etapas
neonatales y si en estado adulto, lo cual muestra la suma de efectos de la
malnutricién prenatal con la edad del animal. En estudios previos con el mismo
paradigma de malnutricidn se han encontrado reducciones a nivel del soma en
neuronas piramidalas de CA3 de animeles de S0 y 220 dfas de edad (Dfaz-Cintra
y col.,, 1994) y del giro dentado en animales de 15, 30, S0 y 220 dias de edad
(Diaz-Cintra y col., 1991, Granados y col., 1995). Podemos observar una
diferencia marcada entre ias nsuronas piramidales del hipocampo y las neuronas
granulares del giro dentado; las primeras, atn cuando su generacién es prenatal,
nresentan sfscios a jargo plazo, mientras que las neuronas granulares muestran

una mayor susceptibilidad a ia malnutricién hipoproteinica prenatal, debido a que
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se reduce el soma tanto en etapas neonatales como en estado adulto. Esta
diferencia pudiera deberse en parte a que el giro dentado es el principal receptor
de la informacién quc sntra al hipocampo provanienle de la cortéza entorrinal y
constituye el primer relevo sindptico; las alteraciones encontradas en ésta zona,
se reflejan a nivel de las eferencias que envia a CA3 a través de las fibras
musgosas. ’ '

Por ofra parte, la integracidn de! ritmo theta esta regulado por el sistema
gabaérgico, debido a que existen neuronas dsl circuito local gabadrgico que
desarrollan conexiones sindpticas con el soma y dendritas de neuronas
piramidales de CA1 y neuronas granulares del giro dentado, desde los cinco dias
de edad en la rata y ejercen un efecto inhibitorio a partir del dia 6 postnatal
(Seress y Ribak, 1988; Serass y cols., 1989). La inervacién gabaérgica se genera
en ambas zonas de manera similar a pesar de que mantiene un desarrollo
independiente con respecto a las neuronas granulares y piramidales (Seress v
cols. 1988) y se ha visto en estudios electrofisiolégicos que hay un retraso en la
maduracién de los sistemas de modulacién inhibitoria en el hipocampo por afeéto
de la malnutricién hipoproteinica (Morgans, 1893), asimismo en estudios con
técnica de Golgi rdpido e inmunocitoquimica encontramos que la ‘malnutricién
prenatal prdvoca efectos a largo plazo en el nimero y tamafio célular de las
neuronas GABAérgicas (Aguilar y cols., 1994), por lo que podsmos suponer que la
deficiencia de proteinas en etapa prenatal altera el desarrollo y maduracién de los
circuitos neuronales locales inhibitorios del hipocampo, o cual se ve reflejado a
nivel de ia estructura de las neuronas, modificando el érea del soma neuronal y
reduciendo el niimero de contactos sindpticos con las células del campo CA1, y en

general de la formacion hipocémpica.
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- El tamafio de las neuronas de CA1 a nivel de ia dendrita apical también se
modificd por causa de la desnutricibn ‘hipoprotelnica prenatal. La longitud
dendritica y el grosor del stratum radiatum elcanzaron su maximo cracimiento (de
-375um y 360um, respectivamente) an el grupo control a la edad de 30 dias, en
tanto que en los animales mainutridos prenataimente su crecimiento (357 um y
342 um, respactivamente) se prolongd hasta la edad de 90 dias. Los valores para
‘los ‘animales control estuvieron entre los rangos reportados en estudios de
desarrollo sinéptico en neuronas piramidales de CA1 (Pokomy y Yamamoto,
1981), mientras que el grubo experimental mostré un retraso en el desarrollo
dendritico.

La disminucién en la longitud dendrf{ica fue del 9 v 10% en los animales de
30 y 220 dias de edad, siendo consistente con las disminuciones en el grosor dsf
stratum radiatum (11 y 9%) y del stratum lacunosum molecular (14 y 16 %) en las
mismas edades, fo cual representa una reduccion dei 4rea de aferencias que
llegen al campo CA1 del hipocampo y apoya sl hecho de que la malnutricion
hipoprotelnica reduce el drea de las diferentes regiones del hipocampo (Jordan y
col., 1982; Katz y col., 1982; Paula-Barbosa, 1989). La diferencia en el porcentaje
de disminucién entre los dos estratos muestra que la dendrita apical se altera méas
a nive! del estratum lacunosum en donde llegan aferencias del patrén perforante.
Asimismo, el patrén perforante envia aferencias al giro dentado a nivel de la capa
molecular, en donde Granados y col., (1993) reportaron una reduccién del 20 al
30% en animales mainutridos prenataimente en edades adultas (30 y 220 dias) y
en menor grado en la edad de 15 dias, o que manifiesta una deficiencia en la
entrads da informacion proveniente de la corteza entorrinal. Se ha sugerido que

esta via esta involucrada en los procesos de memoria y aprendizaje (Barnes,



1988, - Eichenbaum y col,, 1992), por lo que las modificaciones anatémicas
encontradas en este estudio pudisran relacionarse con las deficiencias
encontradas en dichos procesos.

Se ha visto que la desnutricién proteicocalérica en etapas tempranas del
desarrollo, tiene efactos sobre la funcién del SNC en nifios de edades escolares,
en adolescentes y aln en el desempefio de personas- adultas. Galler y
colaboradores (1983a y b; 1984a y b), reportaron que en nifios con desnutricién
temorana y rehabilitados desde el primer afioc de vida, manifiestan falta de
atencién, inestabilidad emocional, menor interaccion social en edades escolares
(5-11 aflos) asl como una menor capacidad de aprendizaje en las materias
académicas del programa escolar, lo cual representa un menor coeficiente
intelectual (Cl). En etapas de adolescencia, se ha visto que la desnutricién hasta
el pr_imer affo de vida provoca deficiencias del aprendizaje y de patrones motores
de importancia para un individuo que esta préximo a iniciar un desempeito laboral
(Galler y col., 18850b). Adicionalmente se ha encontrado que. la desnutricién aun
después de la rehabilitacién es suficiente para causar un retraso en la maduracién
sexual, y en el desarrollo de! sistema endocrino y como consecuencia, hay un
retraso en el inicio de la pubertad. Es dificil de darle seguimiento a los sfectos a
largo piazo en poblaciones humanas, sin embargo se han observado cambios
pen'nenéntes tanto bioquimicos como anatémicos en el SNC sobre todo de
individuos que sufrieron desnutricion severa durante la nifiez (Galler y col,,
1985a).

EI andlisis de la sinaptogénesis en las neuronas piramidales del campo CA1,
s6 realizé tomands an cusnia e tipo de aferencias que recibe, asi, ias espinas

dendriticas en el segmento terminal, correspondientes al strafum lacunosum
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moleculare en donde se reciben aferencias de! patrén perforante, mostraron una
disminucién entre el 11 al 19% en animales de 15, 30 y 220 dias, lo cua! pudiera
ser un reflejo de la reduccion del estrato v por lo tanto de la disminucion de fibras
que entran através de patrén perforante. Estos resultados concuerdan con los
encontrados en neuronas granulares del giro dentado, con el mismo paradigma de
malnutricién, en las que se reportaron reducciones tanto de espinas como de
-ramificaciones dendriticas a nivel de las &ferencias del patrén perforante, en
edades neonatales y en estado adulto (Dfaz-Cintra y col., 1991), podemos decir
que este sitio es una de las zonas de mayor vulnerabilidad a la malnutricidn
protefnica y que estas alteraciones pudieran reflejarse en alteraciénes
conductuales y electrofisiolgicas.

Bronzino y col. (1986), han utilizando el "kindling” como un modelo de
plasticidad neuronal para evaluar e impacto de la malnutricién hipoproteinica
crénica, sobre las células piramidales del campo CA1 del hipocampo, han
enconiiraron cambios marcados en los correlatos del “kindling” tanto
electrofisiol6gicos como conductuales. Las ratas desnutridas no activan
completamente el “kindling" y desarrollan manifestaciones conductuales diferentes
al grupo control, sugeriendo que se altera el balance normal entre la actividad
inhibitoria y la excitatoria de la regién CA1 hipocampal. Ademas, se ha visto
también que la rehabilitacién nutricional es incapaz de revertir o disminuir
significativamente los efectos provocados durante la gestacién (Bronzino y col.,
1990, 1991a y b).

Las alteraciones en la transmisién sindptica puede relacionarse
intrinsscamenie con -jos circuitos locales que interactian con neuronas

GABAérgicas, las cuales a su vez estdn moduladas por aferencias



extrehipocampales desde el septum medial, Jocus coeruleus y rafe dorsal. Existe la

. posibilidad ‘de que uno o mds de los sistemas neuronales que actian en el
hipocampo, estén alterados por la malnutricién hipoproteinica y se ha considerado
que la resistencia al "kindling®, asf como la dificultad para mantener LTP puede

-deberse a: 1) un aumento en la excitabilidad de interneuronas GABAérgicas; 2) a
una reduccién en la capacidad de recaptura para el GABA; o bien 3) & que se
encuentre alterada la modulacion extrahipocampal hacia las interneuronas
GABAérgicas (Austin y col., 1992; Morgane, 1393).

En las espinas dendriticas cuantificadas a nivel del primer tercio de la
dendrita apical y en las dendritas basales de la neurona piramidal en donde llegan
las aferencias de las fibras comisurales y de asociacién (Buzsaki y Eidelberg,
1982), encontramos menor cantidad de espinas dendriticas en los animales
malnutridos prenatalmente; el mayor efecto se observé en las dendritas basales,
cuyos valores fueron significativos en todas las edades y en particular a la edad
ds 30 dias, el decremaonto fus del 40%, asl mismo en las edades de 15 y 220 dias,
los decrementos fueron significativos tanto en el segmento epical como en el

. segmento basal, lo cual representa que la malnutricién prenatal afecté la cantidad
de contactos sinapticos tanto en etapas perinatales como en estado adulto. Las
alteraciones en esta zona, representan deficiencias en la entrada de informacién
proveniente del drea septal y de la coneccion cantralateral de ambos hipocampos.

Por ofra parte las neuronas piramidales, mostraron en esta misma zona de
aferencias comisurales, un incremento en el nimero de ramas dendriticas a la
edad de 80 dlas en el segmento apical y a los 220 dias en el semento basal, en
proporcion de 13 a 28%. Ds acusido con Boublikova (1991) la arborizacién

dendritica refleja el estado funcional de las neuronas y responde de manera
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pléstica a las alteraciones durante el desarrollo, por [o que el mayor nimero de
ramas observado en la arborizacién dendritica, representa un aumento en los
sitios de contacto sindptico de fibras comisurales, compensando da esta manera,
la deficiencia encontrada en el nimero de esbinas dendriticas. Este tipo de
co'mpensacién neuronal, se ha observado en ofros estudios de malnutricion y
rehabilitacién nutricional (Dfaz-Cintra y col., 1994) y se ha considerado también,
_que es debido a una respuesta.compensa(oria debido a que la desnutricién causa
muerte neuronal, por lo tanto la neurona establece conecciones adicionales con
otras neuronas (Coleman y Flood, 1986).

Las espinas dendriticas localizadas en la zona de aferencias de las fibras
colaterales de Schaffer (segmento medial) provenientes del campo CA3 del
hipocampo, fueron més abundantes en los animales rehabilitados a la edad de 30
dias, lo cual refleja nuevamente un proceso plastico de compensacién para
incrementar la superficie de contacto sindptico, debido a que la longitud de la
dondrita apical se encuenira reducida. Este incremento en el nimero de espinas
dendriticas, no se mantiens, sino por el contrario decas en las edades de S0 y 220
en proporcién de 17% a 35% respectivamente y sumado a la reduccién de la
longitud dendritica a los 220 dias de edad, muestra un deterioro importante en el
érea de contacto sindptico. Sin embargo, podemos considerar que esta deficiencia
es una manifestacién del deterioro provocado en las neuronas piramidales de
CA3, las cuales presentan alteraciones similares por efecto de la malnutricién

crénica (Garcla-Ruiz y col., 1993).



CONCLUSIONES

La malnutricién hipoproteinica prenatal, produce alteraciones en el desarrollo
de las neuronas piramidales del campo CA1 del hipocampo. Las principales
modificaciones se dan en los sitios postsindpticos (espinas dendriticas) de la
neurona, lo cual pudiera representar una interferencia en la eficacia de la
transmision sindptica y en la integracién de la informacién eferente del hipocampo.

Dependiendo de los diferentes estratos que constituyen la regién del campo
CA1, encontramos reducciones significativas en el siguiente orden:

1} A nivel en las dendritas basales y en el primer tercio de la dendrita apical,
las cuales mantienen conexiones contralaterales infrahipocdmpicos, encontradas
en las cuatro edades estudiadas.

2) Del ndmero de espinas a nivel de las aferencias de la corteza entorrinal
cuya proyeccién multisensorial juega un papel importante en la integraciéon de
procesos de memoria y aprendizaje (en las cuatro edades estudiadas).

3) De las aferencias provenientes de la regién CA3, la cual se ha
considerado como el principal integrador de la actividad hipocampica en tres
edades (30, 90 y 220 dias).

4) Menor longitud dendritica y grosor en los estratos radiatum y lacunosum
moleculare a los 30 y 220 dias de edad, lo que manifiesta una alteracion

importante en el patrén de maduracién dendritico y en la entrada de informacion
» que reciben.

A los 220 dias de edad se encontraron 9 de los 20 cambios estadisticamente

significaiivos ocasionados por la malnutricién hipoproteinica prenatal. En

particular, el soma neuronal de las células piramidales de CAT, resuité menor
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solamente en esta edad, lo cual representa un efecto secundario a largo plazo en
la actividad metabélica de estas neuronas, iniciado por la carencia de proteina
durente fa gestacién. )

Podemos concluir que las células piramidales del campo CA1 del hipocampo,
cuyo desarrollo ontogenético es prenatal, son fuertemente alteradas por la
malnutricion prenatal y que la rehabilitacién nutricional después del nacimiento, no
-alcanza a compensar el dafio ocasionado por la carencia de proteinas durante la
gestacion, '
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