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RESUMEN

EFECTO DE LA MALNUTRICION Y EL ENVEJECIMIENTO EN CELULAS
PIRAMIDALES DEL HIPOCAMPO DORSAL
La malnutricion (M) provoca efectos permanentes e irreversibles en el Sistema Nervioso
que pueden sumarse a los del envejecimiento. En las neuronas piramidales (NP) del
hipocampo, la M se asocia con la reduccion en el axo, dendro, espino y sinaptogénesis,
siendo pocos los estudios sobre los cambios a nivel subcelular en animales seniles
malnutridos de 660 dias de edad. En el presente estudio se valor6 el grado de
alteracion en los organelos de las NP del area del CA1 del hipocampo dorsal por la M
(crénica, MCro o posnatal, MPos) comparados con los controles (C), tanto en jovenes
(J) de 90 dias de edad (JC vs JMCro; JC vs JMPos) como en los seniles, S de 660 dias
de edad (SC vs SMCro; SC vs SMPos). El analisis ultraestructural se realiz6 mediante
microscopia electronica con aumentos de 8,000 y 20,000x en seis neuronas por animal
(n=3) y en los seis grupos estudiados (n=108). Se valoraron los espacios conspicuos y
la mielina circundantes al soma, y en su pericarion se cuantificd el numero de: sistemas
membranales de Golgi (normales y dilatados); mitocondrias (normales, chicas y
dilatadas), lisosomas, cumulos de lipofuscina y cuerpos multivesiculados. La M en los J
y S, se asocié con aumentos en el numero de espacios conspicuos y de mitocondrias.
La edad en los SC se asoci6o al aumento de cumulos de lipofuscina y cuerpos
multivesiculados (signos de estrés oxidativo), no asi en los SM. Sin embargo, los JM,
mostraron estos signos, lo cual podria explicar su desempefo deficiente reportado en

una tarea de memoria espacial.
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SUMMARY

EFFECTS OF MALNOURISHMENT AND AGEING ON PYRAMIDAL CELLS OF THE
DORSAL HIPPOCAMPUS
Malnourishment (M) produces permanent and irreversible effects on the Nervous
System which might add up to those of aging. In pyramidal neurons (PN) of the
hippocampus, M is associated to reduction in the number of axo, dendro-, spino- and
synaptogenesis; existing few studies focused on changes at the subcellular level in 660
days-old senile malnourished animals. The present work evaluated the disruption
degree of organella in the CA1 dorsal hippocampus PN due to M (chronical, MCro or
postnatal, MPos) compared to their controls (C), in both young (J), 90 days-old (JC vs
JMCro; JC vs JMPos) and senile (S), 660 days-old animals (SC vs SMCro; Sc vs
SMPos). The ultrastructural analysis was performed with Electron Microscopy in
enlargements of 8,000 and 20,000X of six neurons per animal (n=3) and in the six
studied groups (n=108). The conspicuous spaces and myelin surrounding the soma, and
the number of: Golgi complexes (normal and swollen), mitochondria (normal, small and
swollen), lysosomes, lipofuscin granules and multivesicular bodies, in the perikaryon
were evaluated. M, in J and S, was associated to increases in the number of
conspicuous spaces and mitochondria. Age, in the SC group, was related to increased
quantities of lipofuscin granules and multivesicular bodies (oxidative stress signs); in
contrast with SM animals. However, JM animals showed these signs which may provide
an explanation to their previously reported deficient performance in a spatial memory

task.
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INTRODUCCION

La malnutricion en los periodos criticos del desarrollo cerebral, provoca efectos
permanentes que pueden ser irreversibles y en el hipocampo, la malnutricion
hipoproteinica pre y posnatal reduce su volumen, el numero de las interneuronas, asi
como de las ramas dendriticas, de las espinas y de las sinapsis (Garcia-Ruiz, et al.,
1993; Diaz-Cintra, et al.,1994; Granados-Rojas, et al., 2004; Lukoyanov & Andrade,
2000; von Bohlen und Halbach, Zacher, Gass, & Unsicker 2006; Diaz-Cintra et al.
2007). Los animales malnutridos, muestran cambios emocionales, motivacionales y
alteraciones en la memoria (da Silva Hernandes, et al., 2005; Francolin-Silva, et al.,
2006). Adicionalmente, los animales jovenes malnutridos, muestran niveles bajos de la
proteina total y del BDNF asociados a deficiencias en la memoria de tipo espacial,
dependiente del hipocampo (Wang & Xu, 2007).

En el cerebro adulto el volumen del hipocampo empieza a reducirse entre un 0.3
y 2.1 % al ano (Golomb et al., 1994) y los organelos de las neuronas hipocampales se
alteran durante el envejecimiento mostrando extrema vacuolacion citoplasmica con
dilatacion mitocondrial, considerable adelgazamiento de la cubierta de mielina,
importante degeneracion vacuolar y marafias de glioflamentos (Deloncle et al., 2001).
En el pericarion de las neuronas piramidales del CA1, se pierde de manera paulatina la
regulacion de las enzimas que mantienen el crecimiento de los lisosomas,
incrementandose de manera anormal en el citoplasma adyacente al segmento proximal
del axén acumulandose los lisosomas y provocando la desconexion (Yong et al., 1999).

El efecto combinado de ambas variables (malnutricion y envejecimiento, de mas
de 660 dias de edad) sobre la organizacion subcelular de las neuronas piramidales del
hipocampo, ha sido poco estudiado. Por lo que el estudio se disefié para resolver la
pregunta de si ambas variables, la malnutricion y el envejecimiento producen
alteraciones en las caracteristicas subcelulares de las células piramidales del campo
CA1 del hipocampo dorsal. Se utilizaron ratas macho, Sprague-Dawley en seis grupos:
Joven control (JC); Senil control (SC); Joven malnutrido posnatal (JMPos): Joven
malnutrido crénico (JMCro); Senil malnutrido posnatal (SMPre) y Senil malnutrido
cronico (SMCro). En cada grupo se realizé el estudio de morfometria de los espacios

conspicuos y la mielina circundantes al soma, asi como de los elementos subcelulares
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(nimero de sistemas membranales de Golgi (normales y dilatados); mitocondrias
(normales, chicas y dilatadas), lisosomas, cumulos de lipofuscina y cuerpos
multivesiculados. Siendo estos tres ultimos considerados como signos de estrés
oxidativo. Las comparaciones entre los grupos tanto jovenes (JC vs JMCro; JC vs
JMPos) como los seniles, S (SC vs SMCro; SC vs SMPos), en cada uno de los
parametros medidos, se efectuaron con el ANOVA vy la prueba post hoc de Fisher. Los
resultados mostraron diferencias significativas (p< 0.05) en cada par de grupos
analizados, e.i., la M en los J y S, se asociéo con aumentos en el numero de espacios
conspicuos y de mitocondrias. La edad en los SC se asocio al aumento de cumulos de
lipofuscina y cuerpos multivesiculados, efectos que no mostrd el grupo de los SM. Por
el contrario, el grupo de los animales JM si mostraron estos signos, lo que pudiera ser
una posible explicacion del porque los animales JM, presentan un desempefio

deficiente reportado en una tarea de memoria espacial.
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ANTECEDENTES

1 - MALNUTRICION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el término malnutricion se refiere
al desequilibrio en la ingesta de energia, proteinas y otros nutrimentos (De la Mata,
2008). Un individuo se encuentra malnutrido si su dieta no lo provee de calorias vy
proteinas adecuadas para su crecimiento y mantenimiento, o si es incapaz de utilizar
por completo el alimento que consume debido a una enfermedad o si consume
demasiadas calorias (UNICEF, 2006). La desnutriciéon se diferencia de la malnutricidén
en que es el resultado de una ingesta de alimentos que es, de forma continuada,
insuficiente para satisfacer las necesidades de energia alimentaria, de una absorcién
deficiente y/o de un uso bioldgico deficiente de los nutrimentos consumidos.

La mala nutricibn durante el desarrollo produce efectos importantes en el
Sistema Nervioso Central (SNC) y en sus mecanismos celulares, que son regulados
durante los periodos criticos a lo largo de todo el desarrollo. Estos incluyen division
celular (neurogénesis y gliogénesis), migracion celular a las areas blanco del cerebro,
diferenciacion celular (arborizacién dendritica, extensiones axonales, formacion de
circuitos), mielinizacién, sinaptogénesis, sintesis y liberacion de neurotransmisores,
angiogénesis y muerte celular programada (apoptosis). Estos procesos no se presentan
al mismo tiempo (heterocronia), porque siguen un patron distinto de manifestacion,
siendo diferente para cada especie. La mayoria de éstos se inician en la etapa prenatal
y se extienden mas alla del nacimiento, aunque algunos comienzan durante el periodo
postnatal, por lo que pueden ser alterados facilmente por estimulos tanto exdégenos
(v.gr. malnutricion, drogas o alcohol), como enddgenos (v.gr. las hormonas). Esta
vulnerabilidad neuronal temporal ha sido denominada por Kretchmer (1989), como
periodos criticos del desarrollo neuronal. Asi, los factores epigenéticos como la
malnutricion, el estrés o el uso de drogas durante el desarrollo intrauterino o en
periodos perinatales (criticos) repercuten en defectos neuronales en areas cerebrales
vulnerables (como la neocorteza o el hipocampo) produciendo trastornos que van
desde la alteracion del ciclo celular hasta la integracion funcional a lo largo de todo el

periodo de vida (para revision ver Morgane et al., 1993).
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La malnutricion experimental en roedores, puede lograrse utilizando una dieta
baja en proteinas (6% de caseina), reportdndose en esos casos desde disminucion de
la talla, peso corporal y cerebral hasta alteraciones celulares en diferentes areas
cerebrales, al compararlos con sus testigos (Morgane et al., 1993). Desde los estudios
de Guthrie y Brown (1968) en animales malnutridos (alimentados con 8% de proteina y
comparados con los controles (alimentados con 18% de proteina) en diferentes edades
después del nacimiento y rehabilitados nutrimentalmente, encontraron que, la curva de
pesos comenzod a nivelarse a la misma edad aproximadamente (16 a 18 semanas) sin
importar el peso que habian alcanzado, sugiriendo que aunque los animales privados
de alimento en forma temprana podrian continuar creciendo lentamente, nunca
compensarian por completo la deficiencia del peso corporal resultante de la
malnutricién en una etapa temprana.

Se han disehado diversos modelos de malnutricidn experimental; destacando
aquel en donde se conserva tanto la estimulacion sensorial ambiental como la materna,
por lo que soélo se reduce la cantidad de caseina (proteina de gran importancia en la
dieta del neonato por contener 20 de los 21 aminoacidos esenciales y encontrarse en la
leche materna). Esta dieta hipoproteinica, contiene solo el 6% de caseina, pero es
isocaldrica y se considera que provoca graves consecuencias al organismo (Morgane,
et al., 1978; Resnick, et al.,, 1979) y dependiendo del tiempo en el que se instale
produce disminucion de la talla y pesos corporal y cerebral (Granados et al., 2004). Asi,
bajo este paradigma se estudian los efectos diferenciales ocurridos durante las diversas
etapas del desarrollo del SNC instalados durante periodos criticos, tanto pre como
postnatales, y se relacionan con el desarrollo de funciones cognitivas como el
aprendizaje y la memoria (Bonatto et al., 2005). Adicionalmente se han reportado
alteraciones subcelulares (Olorunsogo, 1989) en la bioenergética de las mitocondrias
neuronales de crias de ratas malnutridas proteinicamente asociadas a cambios en la

estructura e integridad de los componentes de la membrana mitocondrial interna.

2 - ENVEJECIMIENTO
El envejecimiento es un proceso deletéreo, progresivo, intrinseco y universal que con el

tiempo ocurre en todo ser vivo a consecuencia de la interaccion de la genética del
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individuo con su medio ambiente y que conducen a pérdidas funcionales y a la muerte
(Strehler, 1977). Las células mitéticas tienen un numero limitado de divisiones, después
de las cuales comienzan un proceso de “senescencia celular” en el que dejan de
dividirse y entran en apoptosis (Pardo y Delgado, 2003). Sin embargo, las células
posmitéticas, como son las neuronas, presentan atrofia celular ya que su
funcionamiento y transmision sinaptica se vuelven deficientes. De esta manera, el SNC
es mas vulnerable durante el envejecimiento debido a la atrofia neuronal y la
senescencia celular de las células gliales, vasculares y del tejido conectivo (células
mitéticas). Aunado a lo anterior, hay aumento en la vulnerabilidad de las células a
medida que avanza la edad disminuyendo la homeostasis y los mecanismos de
proteccion y el riesgo al dafo celular aumenta. Por ello, el envejecimiento es un
proceso irreversible que afecta, entre otros aspectos, a la funcion (i.e., pérdida de la
memoria) y morfologia cerebrales (disminucion del peso y volumen) que pueden
desencadenar atrofia y muerte neuronal. El envejecimiento en el cerebro puede
producir neurodegeneracion en donde una de sus formas es la formacién de placas
neuriticas que alteran la funcion de los circuitos mediados por determinados
neurotransmisores, asi como el estrés oxidativo, que se presenta por pérdida en el
equilibrio de los radicales libres que desencadenan la muerte neuronal (Bonfoco et al.,
1995; Torrades, 2004; Rodriguez-Martinez et al., 2004; Linford et al., 2006). Esta
pérdida en el equilibrio de los radicales libres se debe a exceso de especies reactivas a
oxigeno (ROS), que se producen normalmente como resultado de la respiracion, en
comparacion con la cantidad de antioxidantes en las células (Sohal & Weindruch,
1996). La presencia de estrés oxidativo se debe también a la inhibicion de
proteosomas, ya que al estar activados de manera insuficiente para la degradacion de
proteinas de desecho, se presenta aumento en los radicales libres (Ding et al., 2006,
Vernace et al., 2007). La destruccion regulada de proteinas en células eucariontes se
realiza mediante dos sistemas principales: la via lisosomal relativamente lenta y
dependiente de vesiculas y la mas rapida via ubiquitin/proteosoma que opera en los
compartimentos citosélico y nuclear. Los mecanismos lisosomales son afectados por el
envejecimiento (Brunk & Terman, 2002 a y b; Cuervo et al.,, 2005). Asimismo, la

presencia de una variedad de inclusiones ubiquitinadas indica que la acumulacion,
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agregacion y ubiquitinacién, debidos a la falla de dicha via, ocurren durante el
envejecimiento tanto patolégico como normal (Gray et al., 2002; Steward & Schuman,
2003).

En el cerebro se presentan diversos cambios tanto en las neuronas piramidales,
como en las células gliales, que modifican su apariencia morfolégica y las
caracteristicas electrofisiolégicas de las sinapsis y mecanismos de neurotransmisiéon
durante el envejecimiento normal (Bi et al., 1999; Nakamura et al., 1999; Foster, 1999;
Gil, 2000; Shiozaki et al., 2008). Anatomicamente, las células del hipocampo senil, entre
otras estructuras del SN, muestran depédsitos densos de proteina similares a las redes
neurofibrilares y a las placas B-amiloides caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer
(Gil, 2000; Mora, 2002; Torrades, 2004).

Se ha reportado pérdida neuronal en diversas especies durante el
envejecimiento normal aunque soélo en algunas areas del SNC, entre éstas el
hipocampo. En contraste, el numero de células gliales se incrementa con el
envejecimiento en la mayoria de las areas cerebrales. Sin embargo, el decremento en
el funcionamiento cerebral no se debe solamente a la pérdida neuronal. Existe
evidencia de que la disminucién en el funcionamiento cerebral durante la vejez se
relaciona también con pérdida de la eficiencia sinaptica, presentandose cambios en la
funcidon neurotransmisora asociados a ésta. A pesar de que se han reportado
decrementos en las cantidades de algunos neurotransmisores y de sus receptores,
durante el envejecimiento, los cambios no son consistentes. Mas bien parece que con
el envejecimiento hay un desequilibrio de neurotransmisores; por ejemplo, el
metabolismo de la serotonina aumenta y otros se reducen, como el sistema colinérgico,
por pérdida neuronal en areas corticales y en el hipocampo (para revision ver a Gil,
2000). Esto se ve reflejado en estudios electrofisioldogicos en ancianos humanos, en
donde se ha encontrado decremento en la respuesta de las neuronas a los estimulos
humorales microambientales. Como consecuencia del estrés oxidativo, se ha reportado
la presencia de dafio al ADN nuclear y mitocondrial (Katyal y McKinnon, 2008; Wei et
al., 2009), sin embargo, al parecer las catalasas, al degradar el peréxido, protegen tanto
al ADN nuclear como al mitocondrial (Linford et al., 2006). La melatonina a su vez

degrada los radicales libres ya que actua como antioxidante y factor inactivante de
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radicales libres (hidroxilos y peroxilos) ademas de estimular la produccion de algunas
enzimas antioxidantes; también esta relacionada con la regulacién de ritmos
circadianos ya que su concentracion en suero varia de acuerdo al ciclo luz-obscuridad
via el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (alcanza su concentracion maxima entre
las 24 y 3hrs.) y con la modulacion del sistema inmune ya que sus células tienen
receptores a melatonina. Sin embargo, catalasas y melatonina son deficientes en los

ancianos (Karasek, 2007).

3 - HIPOCAMPO

En 1872 Maynert describid la localizacion del Gyrus fornicatus del Cornu Ammonis y de
la corteza prepiriforme en el cerebro humano, al que posteriormente Broca (1878)
denomind I6obulo limbico. Anatdmicamente la corteza cerebral se divide en allocortex (o
corteza antigua) e isocortex (también conocida como neocorteza, comun a los
mamiferos) con base en sus relaciones filogenéticas; particularmente se identifica el
giro dentado como el allocortex y el asta de Ammon (areas CA1 a CA4, en el humano)
como el periallocortex.

El hipocampo pertenece al sistema limbico, el cual participa en respuestas
fisiologicas ante estimulos emocionales y esta relacionado con funciones cognitivas
como memoria, atencién, emociones, personalidad y conducta. Esta constituido por la
formacion hipocampal, la amigdala, el talamo, el hipotdlamo, cuerpo calloso,
mesencéfalo y el septum. La formacién hipocampal esta situada en el area medial del
I6bulo temporal y se relaciona funcionalmente con la memoria declarativa y espacial. En
la rata, aparece como una estructura elongada con su eje largo extendiéndose rostro
dorsalmente en forma de letra C desde el nucleo septal del frente basal, sobre y detras
del diencéfalo y caudo-ventralmente hacia dentro del I6bulo temporal (Witter y Amaral,
2004).
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Giro dentado

Hipocampo ventral

Figura 1. Diagrama del hipocampo de rata, con su organizacién tridimensional y
estructuras relacionadas. Se muestran tres secciones coronales a través del
hipocampo izquierdo en la parte inferior derecha de la figura, con su coordenada
antero-posterior aproximada relativa a bregma en mm. Las areas CA1, CA2, CA3 del
Cornu de Ammon y el area dentada o giro dentado (DG); corteza entorrinal (EC); fornix
(f); subiculum (s); y los polos septal (s) y temporal (t) del hipocampo. Esquema
modificado de Witter y Amaral, 1989.

La citoarquitectura de la formacion hipocampal comprende tres regiones o areas:
1) el area dentada o giro dentado con el hilus, 2) el Cornu de Ammon o hipocampo
propiamente dicho, que se subdivide a su vez en tres campos: CA1, CA2 y CA3; y 3) el
subiculum (dividido en pre y para subiculum) (ver figura 1). Las tres regiones
hipocampales comparten la apariencia caracteristica de tres capas celulares,
considerado el rasgo definido como la llamada alocorteza. Su conectividad es

unidireccional y las células granulares dentadas (o células granulares) proyectan a
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través de sus fibras musgosas caracteristicas, a las células musgosas de la region del
hilus y al campo C A3, cu yos axones (colaterales de S chaffer) llegan a los estratos
radiadoy oriens del campo C A1, y al hi pocampo c ontralateral y los axones de | as
células piramidales del CA1, envian sus axones al subiculum formando el alveus. Un
patron un idireccional pr eferencial si milar se mantiene p aral as otras co nexiones
principales intrinsecas (CA3 a CA1 y CA1 al subiculum) de la formacién hipocampal,

diferente al patron cortical.

Figura 2. Cortes coronales del hipocampo dorsal de rata. En A, tincion de Harvard, modificada para
hipocampo. Barra-100um. En B, flujo de i nformacién a t ravés del hipocampo. Patrén P erforante (PP)
dividido en lateral y medial (LPP y MPP); Giro Dentado (DG); Fibras Musgosas (MF); via C olateral de
Schaffer (SC); via co misural de as ociacion (AC); corteza ent orrinal m edial (MEC) y la teral (LEC).
Esquema de http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pathway/figs/hippocampus.gif

El hipocampo propiamente dicho (o Cornu de Ammon) se divide en dos regiones
principales, una proximal de células grandes y una distal de células pequefas. Ramon y
Cajal llamo a est as dos regiones inferior y superior, respectivamente. La terminologia
empleada por Lorente de N6 es mas comun, quien lo dividié en tres campos (CA3, CA2
y CA1), los campos CA2 y CA3 son equivalentes a la region inferior denominada por
Ramon y Cajal y el CA1 es equivalente a la region superior. Ademas de las diferencias
en el tamafo de las células piramidales en CA3 y CA1 hay una diferencia co nectiva
clara. Las células piramidales del C A3r eciben| aent radadef ibras musgosas
provenientes del giro dentado, e n cambio las células piramidales del CA1 no r eciben
esta ent rada, si no del C A3 o co laterales de S chaffer, a mbas j unto co nlar egion
dentada, r eciben | a e ntrada de | a c orteza ent orrinal, el pat rén perforante (Wittery
Amaral, 2004).

Pégina | 11



3.1 - Organizacién laminar de los campos CA1, CA2 y CA3

La organizacién laminar es similar para todos los campos del hipocampo. La principal
es llamada capa celular piramidal, otra capa o lamina es estrecha y relativamente sin
células, localizada por debajo de la principal se denomina stratum oriens y bajo esta se
encuentra el alveus (que significa “afluente”) de fibras. Particularmente en el CA3, se
localiza una zona estrecha acelular justo por encima de la principal de células
piramidales ocupada por los axones de las fibras musgosas provenientes del giro
dentado identificada como el stratum lucidum, en donde las espinas se modifican como
excrecencias, y en cuya terminacion distal se presenta un ligero engrosamiento de la
capa en donde las fibras se doblan temporalmente, este “bulbo terminal” marca el limite
entre los campos CA2 y CA3. Superficial al stratum lucidum en el CA3 e
inmediatamente superior a la capa celular piramidal en CA2 y CA1, se encuentra el
stratum radiatum, definido como la regién suprapiramidal en donde se localizan las
conexiones asociativas entre el CA3 y sus conexiones colaterales de Schaffer al CA1
(Witter y Amaral, 2004).

}¢y¥ .; , Fibra BT
L L
"}//f/ Musgosa - i
; L : Colaterales

- 7 de Schaffer

GIRO - " B

DENTADO CAS3 CAl

Figura 3. Neuronas de proyeccion que forman parte del intracircuito del hipocampo. A, musgosa
del hilus, B, granular (CG) del area o region dentada de donde parte la fibra musgosa que hace sinapsis
en el stratum lucidum (SL) de la piramidal del campo CA3, de ésta parten las colaterales de Schaffer
hacia el stratum radiatum (SR), de la piramidal (SP) del campo CA1, en donde se localizan también los
estratos oriens (SO) y el lacunosum moleculare (SLM), y de donde salen los axones hacia el subiculum
(formando el alveus). Esquema del laboratorio de la Dra. Diaz-Cintra.

En los tres campos las neuronas principales (piramidales) son las denominadas
neuronas de proyeccion (Golgi tipo 1) (figura 3). Lorente de N6 observé una variedad de
diferencias subyacentes en la organizacion de estas neuronas en diferentes partes del
CA3 y el CA1, y utilizé estas distinciones para su subdivision posterior (en a, b y ¢). La

longitud y organizacién de las células piramidales del CA3 varian de manera
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consistente en relacion a su posicion a lo largo del eje transverso del CA3. Las
neuronas en la parte proximal, cercanas al area dentada (o giro dentado), poseen los
arboles dendriticos mas pequenos con alrededor de 10 mm de longitud total. Las
neuronas en la parte distal del CA3 (cerca del CA2) tienen los arboles dendriticos mas
grandes presentando longitudes dendriticas totales del orden de los 16 mm. En el caso
de las células piramidales del CA3, 42 a 51% del arbol dendritico se encuentra en el
stratum oriens. Estudios de Ramoén y Cajal y Lorente de N6 hicieron evidente el hecho
de que existe una variedad de tipos celulares no piramidales en los strata oriens,
radiatum y lacunosum-moleculare. Entre éstos se encuentran interneuronas (Golgi tipo
II) cuyo neurotransmisor es el GABA y sus axones no se proyectan fuera del campo
donde se localizan y se clasifican en neuronas en canasta, células O-LM, en
candelabro, biestratificadas o trilaminares. Sin embargo, el principal tipo neuronal del

hipocampo lo conforman las células piramidales (Witter y Amaral, 2004).

Los estudios en ratas han mostrado que algunas de las neuronas principales de
proyeccion piramidales del hipocampo tienen campos espaciales de encendido. Estas
células se denominan “células de lugar” cuya importancia funcional es la participacion
en los procesos de aprendizaje y memoria espacial. Diversas experiencias sensoriales,
pueden tener consecuencias plasticas en algunas estructuras cerebrales, también
pueden afectar la adquisicion de nuevas tareas. Por ejemplo, animales que habitan en
ambientes sensoriales enriquecidos presentan incrementada la densidad de espinas
dendriticas en el estrato oriens del CA1 del hipocampo al tiempo que muestran una

mejor ejecucion en la tarea del laberinto acuatico de Morris (Moser et al., 1994).

3.2 - Intracircuito, entrada principal, por via del patrén perforante (PP)

Los axones del PP surgen de las capas Il y Ill de la corteza entorrinal (CE), con
menores contribuciones de las capas profundas IV y V. Los axones de las capas Il y IV
se proyectan a las células granulares del area dentada y a las células piramidales de la
region CA3, mientras que las proyecciones de las capas lll y V van a las células

piramidales del CA1 y el subiculum. EI PP puede ser separado en fasciculos lateral
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(LPP) y medial (MPP), dependiendo del origen de estas fibras (figura 2), (Bortolotto et
al., 2003).

Las conexiones del area CA3 del hipocampo conforman una red que recibe
entradas sinapticas locales y dos entradas corticales. La via “temporal amonica
perforante” es una entrada proveniente de la corteza entorrinal y se considera que lleva
informacion de tipo espacial. La via de fibras musgosas media una entrada indirecta
proveniente de la corteza entorrinal. Mas aun, las neuronas piramidales del CA3 hacen
sinapsis con otras neuronas piramidales del CA3 a través de la via comisural de
asociacion, proveyendo una fuente interna de entradas excitatorias. Tedricamente, se
considera que esta arquitectura de “red recurrente” produce dinamicas autoasociativas
a las que subyace la memoria episédica. La eficacia de estas sinapsis es modulada por
oscilaciones lentas espontaneas de células posinapticas piramidales del CA3 con
diferentes reglas de aprendizaje, aunado a que la plasticidad sinaptica es heterogénea,
compleja y varia a través del tiempo (Rolls & Kesner, 2006). Ademas, las células
piramidales del CA3 dan origen a axones altamente colateralizados que distribuyen
fibras tanto al interior del hipocampo (CA3, CA2 y CA1) como a las mismas areas del
hipocampo contralateral (proyecciones comisurales). Las células del CA3,
especialmente las localizadas de manera proxima al area, y las células del CA2
contribuyen con un pequefio numero de colaterales que inervan la capa polimérfica del
giro dentado (Witter y Amaral, 2004).

4 - MALNUTRICION EN HIPOCAMPO

Estudios en animales malnutridos en el periodo posnatal en distintas edades, han
mostrado disminucion significativa en el volumen del hipocampo (Granados, et al.,
2004), en la arborizacion dendritica, en el numero de espinas (Andrade & Paula-
Barbosa, 1996; Diaz Cintra, et al., 1994; Garcia-Ruiz, et al., 1993) y en la
sinaptogénesis de las Fibras Musgosas (FM) que llegan al stratum lucidum del CA3
(Andrade et al., 1991; Granados et al, 2002). Asimismo, Diaz-Cintra et al., (1991),
reportaron disminucion del numero de ramas dendriticas y del nUmero de espinas en
las neuronas granulares del hipocampo de animales malnutridos durante el periodo de

la gestacion. Garcia-Ruiz et al. (1993) encontraron estos mismos efectos en las células
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piramidales del CA3, los cuales persistieron aun después de rehabilitacion nutrimental
al momento del nacimiento. En etapas adultas, la malnutricion produce disminucion del
numero de ramas dendriticas tanto en células granulares como en las piramidales, pero
un aumento en el numero de espinas en los segmentos terminales de las células
granulares (Andrade et al., 1996) y alteracion en los sistemas colinérgicos vy
GABAérgicos del hipocampo de animales adultos (Andrade & Paula-Barbosa, 1996;
Diaz-Cintra et al., 2007). Con referencia al menor numero de sinapsis entre las FM y el
stratum lucidum del CA3 en animales adultos que fueron malnutridos en el periodo
prenatal, se reportaron también reducciones significativas en el numero de sinapsis
asimétricas (Granados et al., 2002).

Los animales adultos jovenes y seniles malnutridos desde su gestacion o desde
el nacimiento, muestran reduccion de la talla y del peso corporal de hasta un 70%
(figura 15). Ademas, cuando se sometieron a pruebas conductuales de adquisicion
(aprendizaje) y de retencidon (memoria) mostraron deficiencias significativas en su
ejecucion en comparacion con los grupos controles (Martinez et al., 2009). Por otra
parte, cuando se compararon estos efectos con la alteracién en las neuronas del
hipocampo dorsal, los resultados de la morfometria subcelular obtenidos en las
neuronas piramidales del CA1 del grupo senil malnutrido, mostraron aumentos
significativos tanto del area del soma como del nucleo asi como en el numero de
mitocondrias y lisosomas asociados a vesiculas en comparacién con los otros grupos
(Martinez, 2005).

5 - ENVEJECIMIENTO EN HIPOCAMPO

Se ha reportado en el ser humano que durante el envejecimiento normal existe pérdida
de las células piramidales del hipocampo, existiendo hipertrofia de las ramas
dendriticas en las neuronas piramidales sobrevivientes, quizda como mecanismo
compensatorio paralelo a la muerte de neuronas vecinas (Buell & Coleman, 1981). Sin
embargo, mientras que el decremento en la densidad neuronal parece ser un parametro
del envejecimiento en diferentes cepas de ratas, la muerte y pérdida neuronal no se
presentan de manera consistente en todas las areas. Se sabe que el numero de

neuronas del hipocampo se preserva a lo largo de la vida en sujetos sanos de
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diferentes especies, incluyendo a los humanos. Los estudios en el area CA1 del
hipocampo que reportan pérdida neuronal se refieren mas a una pérdida circunscrita
mas que general a todo el hipocampo (Miller & O’Callaghan, 2003).

El hipocampo es mas susceptible al dafio por especies reactivas de oxigeno
(ROS) en comparacion con el estriado, la corteza y el area septal (Rodriguez-Capote et
al., 1998). En los estudios de Imagen por Resonancia Magnética (IRM), en seres
humanos se ha encontrado que a partir de la adultez temprana el volumen del
hipocampo sufre una reduccion de entre 0.3 y 2.1 % al afio (Golomb et al., 1994). Los
organelos neuronales también se alteran durante el envejecimiento, los estudios de
Deloncle y colaboradores en el 2001 reportaron que las neuronas del hipocampo de
ratas envejecidas mostraron una extrema vacuolacién citoplasmica con dilatacion
mitocondrial, considerable adelgazamiento de la cubierta de mielina, importante
degeneracion vacuolar y maraias de gliofilamentos.

En el citoplasma de las neuronas piramidales del CA1, se altera la produccion
enzimatica celular perdiéndose de manera paulatina la regulacion de las enzimas que
mantienen el crecimiento de los lisosomas, incrementandose de manera anormal en el
citoplasma adyacente al segmento proximal del axon denominado “meganeurita”, la
cual se llena de lisosomas lo que provoca su ruptura, desconectando asi a la neurona

de sus relevos posinapticos (figura 5) (Yong et al., 1999).

Figura 4. Signos de envejecimiento de las neuronas piramidales del CA1 a 5,000x. En A, lipofusina
(li); B, lisosomas con lipofusina (lili) y cuerpos multivesiculares (cmv) y en C, espacios (e) y mielina (m)
perisomaticos. Los numeros corresponden al animal y a la neurona. Imagenes del archivo del laboratorio
de la Diaz-Cintra y del material preparado en la Unidad de Microscopia por la Tec. L. Palma.
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Figura 5. A, Lisosomas en célula del CA1. Se observa su nucleo (N) bilobulado y el cimulo de
lisosomas (L), ampliados en B (tomado de Diaz-Cintra et al., 2004). En la figura de la derecha, la flecha
indica la “meganeurita” formada por el cumulo de lisosomas en dos neuronas piramidales (P) del CA1
(modificado de Young, et al., 1999).

6 - NEURONAS PIRAMIDALES Y SU ESTRUCTURA SUBCELULAR

En las neuronas se reconocen tres regiones distintas: un soma que contiene el nucleo;
dendritas ramificadas y finas; y un axén, recto mas largo que las dendritas y que puede
estar cubierto de mielina. Las neuronas se reconocen por su forma multiangular, su
gran nucleo y los cuerpos de Nissl en el citoplasma. El soma es la parte globular o
poliédrica rodeada por la membrana plasmatica o plasmalema (7-8nm de grosor),
contiene al nucleo y el citoplasma circundante que da origen a los procesos de la célula.
La porcion citoplasmica que circunda al nucleo constituye el pericarion. El soma es de
forma piramidal (10-50pm de didmetro), con una dendrita que se ramifica en todas las
direcciones y que tiene digitaciones denominadas espinas (figura 6). En la zona basal
surge un axén que emite colaterales en angulo recto para formar sinapsis a nivel de las
distintas capas por las que pasa. Las neuronas piramidales se clasifican en: pequefas,
medianas, grandes y gigantes o de Betz (150 pm), son de tipo excitatorio
(glutamatérgicas), y elementos clave en el mecanismo del enlace global de la
percepcion haciéndola unificada, continua y coherente, asi como de proyeccién (Peters
et al., 1991; DeFelipe y Farinas, 1992; Felleman y Van Essen, 1991; Dehaene et al.,
2003).

Pégina | 17



Figura 6. Neuronas piramidales observadas por contraste con la técnica de Golgi de impregnacion
argéntica. En A, neurona piramidal de la corteza donde se muestra el soma piramidal (SP), la dendrita
apical (DA) y basales (DB), las espinas (e) y el axén (a); en B, area CA1 del hipocampo, en donde las
neuronas estan orientadas hacia el alveus (al) del hipocampo y en C neurona piramidal del area CA3
hipocampica. En Ay C barra-25 umy en B, -100 pm. Imagenes del laboratorio de la Dra. Diaz-Cintra.

6.1 - Nucleo
Las neuronas piramidales tienen un nucleo grande y esférico localizado en el centro del cuerpo celular
(figura 6). En neuronas pequefias el nucleo ocupa la mayoria del cuerpo celular con solo una cubierta
delgada de citoplasma alrededor. En neuronas mas grandes el nucleo se encuentra libre en el
citoplasma, circunscrito por una membrana nuclear y separado de otros organelos por un halo distintivo
claro. El carioplasma de las neuronas no presenta particulas de cromatina y la membrana nuclear
presenta poros (Peters et al., 1991). Los nucleos de las neuronas tienen pliegues y dobleces en la
membrana nuclear, que es delgada con invaginaciones que le dan una apariencia dactilar la cual

contribuye a la densidad de su tincion y podria en ciertas imagenes sugerir una inclusién intranuclear. El

nucleo contiene un nucléolo grande, denso, esférico y conspicuo entre 3-7um de diametro

(Marinesco, 1909).
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Figura 7. Somas de neuronas piramidales. La fotomicrografia de la izquierda muestra el soma de una
neurona piramidal binucleada la barra =1um la imagen de la derecha muestra el soma de una neurona
piramidal con nucleo integro, la cromatina se encuentra formando el nucléolo (flecha); barra = 2 um (Diaz-
Cintra et al., 2004).

6.2 - Mitocondrias
Las mitocondrias neuronales se describen como pequefios granulos esféricos o
filamentos de aproximadamente 0.1 ym de diametro, son variables en tamafo y forma;
de forma cilindrica de 0.5 um de grosor, mientras que otras son elongaciones de 0.1 um
de diametro y varios micrometros de largo (figura 7). En el pericarion las mitocondrias
se encuentran distribuidas al azar a través del citoplasma, e intimamente asociadas con
organelos que requieren trifosfato de adenosina (ATP) generado por su actividad
oxidativa (Peters et al., 1991). Se ha mostrado que las mitocondrias se encuentran en
constante movimiento, cambiando su forma, tamafo y su posiciébn en la célula,
migrando a tasas variables de una region a otra en el citoplasma, con movimientos de
torsion lenta o saltatorios rapidos que resultan en un progreso lineal con patrones
espacialmente confinados que en las células eucariotas, se les conoce como transporte
intracelular (Alberts et al., 1996). Cada mitocondria esta limitada por una membrana lisa
que encierra una segunda membrana plegada interna que circunscribe un espacio
interno, la matriz mitocondrial, mientras que el espacio entre las dos membranas
(compartimento mitocondrial externo), tiene un contenido lucido (figura 8A). Las dos
membranas presentan importantes diferencias en estructura, composicion quimica y

funcién. En las neuronas, las mitocondrias elongadas son comunes y contienen
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cisternas orientadas de manera longitudinal y contienen pocos granulos densos en la
matriz en comparacion con higado, rindn o musculo. Estos granulos son depdsitos de
hidroxiapatita confinada por la actividad oxidativa de la mitocondria en presencia de
iones de calcio. Quiza la escasez de granulos mitocondriales esta ligada a las bajas
reservas y a los altos requerimientos de glucosa y oxigeno caracteristicos del sistema

nervioso (Peters et al., 1991).

SMG

Nucleo

Figura 8. Mitocondrias. En A, esquema de la estructura mitocondrial’. B, micrografia de una mitocondria
con aumento de 60,000X tomada de www.biologia.edu.ar/microscopia/meb.htm. Barra=0.5 um; en C,
micrografia que muestra los diversos tamafos: chicas (<0.5um), normales (0.5-2um) y largas (>2um),
micrografia de archivo para el articulo de Diaz-Cintra et al., 2004. Barra =1 ym.

6.3 — Sistema Membranal de Golgi
En neuronas observadas con microscopia Optica, el sistema membranal de Golgi
(SMG) o complejo de Golgi, es un conjunto de membranas enmarafiada con pequenas
vacuolas dispersas alrededor del nucleo en forma de letra C. Camilo Golgi descubrio
este organelo en varios tipos celulares de diferentes especies animales. En microscopia
electrénica el SMG se observa como un complejo de cisternas amplias y aplanadas
contiguas con gran cantidad de pequefas vesiculas diversas (figura 9). Este agregado
de cisternas esta dispuesto en la zona media del pericarion, equidistante entre la
membrana nuclear y al plasmalema. Las cisternas del SMG estan dispuestas en

! http://www.isftic.mepsyd.es/w3/eos/MaterialesEducativos/mem2001/biologia/citoplasma/organelas.htm
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arreglos curvos de varios micrometros de extension, cada uno de los cuales es
conocido como SMG, con cisternas grandes apiladas en columnas de cinco a siete con
muy poco espacio entre ellas. El empaquetamiento cercano de las cisternas y la
ausencia de ribosomas, ya sean adheridos o libres, distingue al SMG tanto del reticulo
endoplasmico liso como de la sustancia de Nissl. Aunque las cisternas se ramifican y
sus ramas se unen después entre si, hay muy poca interconexion entre ellas a
diferentes niveles dentro de una pila. Estudios morfolégicos e histoquimicos en tejidos
neuronales indican que el SMG no es homogéneo pero que sus cisternas presentan
caracteristicas diferenciales dependiendo de su localizacién en la pila. Se distinguen
dos superficies en cada pila de cisternas: una cara convexa (cis) o externa y una cara
céncava o interna (trans). Las proteinas de secrecion, entran al SMG por la cara cis y
pasan a través de él para ser transformadas y liberadas desde la cara trans. Las
cisternas de la cara externa o cis, la mas exterior, presentan poros, mientras que las
mas profundas en la pila presentan pocas interrupciones. Las cisternas mas profundas,
en la cara interna o trans del SMG, estan expandidas en vacuolas que en algunos

casos alojan contenido denso (Peters et al., 1991).

(B) o (I

Figura 9. Sistema membranal de Golgi. En A, se aprecian la membrana celular (M), el reticulo
endoplasmico (RE) las cisternas (C), modificada de Peters et al., 1991. En B2, la distribucion del SMG. En
C, el SMG (G) de una célula piramidal del hipocampo de un animal joven control (imagen de archivo
laboratorio Dra. Diaz-Cintra).

2 http://www.isftic.mepsyd.es/w3/eos/MaterialesEducativos/mem2001/biologia/citoplasma/organelas5.htm
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6.4 - Lisosomas

Los lisosomas son vesiculas membranosas encargadas de la digestion celular de
macromoléculas mediante enzimas hidroliticas y proteoliticas. Se conocen alrededor de
40 enzimas diferentes, entre las que se encuentran fosfatasa acida y otras enzimas
hidroliticas, contenidas en los lisosomas. El pH de los lisosomas es de 4.8, lo que
permite la accion de las enzimas digestivas. Las neuronas contienen un abundante
numero de lisosomas que tienen un diametro de entre 0.3 y 0.5 ym, en su mayoria.
Estos son lisosomas primarios que surgen del SMG y reciben, mediante transporte
vesicular, enzimas hidroliticas sintetizadas en el reticulo endoplasmatico rugoso. Tienen
un contenido de enzimas hidroliticas inactivas de apariencia homogénea finamente
granular y se unen tanto a vacuolas que contienen materiales fagocitados del medio
externo (mediante heterofagia, llamados fagosomas) como a vacuolas con organelos
intracelulares (autosomas, formados por autofagia). Cuando los lisosomas primarios se
fusionan con estas vacuolas, sus enzimas hidroliticas se activan y digieren el contenido
de las vacuolas. Esto conduce a una serie de lisosomas secundarios mas grandes de
una gran variedad de formas y tamafos. En las neuronas, algunos de estos lisosomas
mas grandes pueden medir de 1 a 2 ym y a diferencia de los lisosomas primarios su
contenido es oscuro y heterogéneo. En ocasiones estos lisosomas secundarios
contienen membranas en pilas o en espirales y granulos de diversos tamafos y
densidades (figura 10) (Peters et al., 1991).

6.5 - Cuerpos Multivesiculares

Son esféricos de 0.5 ym de diametro limitados por una membrana unitaria, con
pequenas vesiculas esféricas y elipsoidales y con otras inclusiones entre las cuales se
pueden encontrar, filamentos, granulos, masas densas irregulares y membranas (figura
11). La matriz en la que las inclusiones estan insertas puede ser tanto clara como
oscura. Un lado del cuerpo multivesicular (CMV) es aplanado y en donde se adhiere
una placa de material estriado, similar en apariencia a la cubierta de una vesicula
revestida de la proteina vesicular, clatrina. Aunque los CMVs se presentan de manera
conspicua en el pericarion de las neuronas y en dendritas y axones, se asocian al SMG

en grupos de tres o mas (Peters et al., 1991).

Pégina | 22



AUTOF AGILA Lisesoma ycu0la autofdgica)

secundario
e

® > \ & momons

Mrh:condrla
Golg% (@) Llsoso mas
primarios

=i
HETEROFAGIA J EXOCITOSIS

— G
150S6MA  nracuola heterofdgica)

Ve Fagosoma secundario

ENDOCITOSIS
Bacteria

Figura 10. Lisosomas. En A, esquema de los 2 tipos de lisosomas: primario, en “reposo”, y secundario,
esquema modificado de http://perso.wanadoo.es/sancayetano2000/biologia/apu/tema2_11.htm. En B,
fotomicrografia (20,000x), de lisosomas acumulados por envejecimiento (flecha), nacleo (N), SMG (G);

barra - 1 ym; imagen modificada de Diaz-Cintra et al., 2004.

CmvV

Figura 11. Cuerpo multivesicular. Micrografias de una piramidal del CA1 en donde se indican el nucleo
(N) y en el recuadro una ampliacién mostrando un cuerpo multivesicular (CMV), material de este trabajo.

Barras = 2um.
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6.6 - Cumulos de Lipofuscina
Es un material electrodenso autoflorescente de color pardo que se acumula en
granulos. A medida que el sujeto envejece o si presenta enfermedad o trauma, muchos
de los lisosomas se convierten en granulos de lipofuscina (Brunk & Terman, 2002a;
Gray & Woulfe, 2005). Después de la digestion lisosomal, las sustancias se difunden al
citosol, las no digeridas se acumulan y forman el cuerpo residual, con material
membranoso mas liquido que al oxidarse forman el material pigmentado llamado
lipofuscina. En neuronas de animales jovenes se encuentran pocos granulos redondos
de 0.12 a 0.50 ym limitados por una membrana que contiene material homogéneo
oscuro y tienden a presentarse en la vecindad del SMG. Otros cumulos limitados por
membrana dan la apariencia de fagosomas primarios ya que su matriz oscura contiene
pequefios cuerpos densos y bandas de material denso. Tales granulos muestran menos
cercania al complejo de Golgi y son mas grandes que los lisosomas (0.5 a 1.5 ym de
diametro). Al avanzar la edad, un tercer tipo de granulos de lipofuscina, comienzan a
aparecer, limitados por una membrana y mas grandes que los dos tipos anteriores de
granulos (1.5 a 2.5 ym). Un rasgo importante de los granulos de lipofuscina es que
tienen una o dos vacuolas localizadas en su periferia y el resto del granulo contiene una
mezcla heterogénea de particulas densas y bandas (figura 12). El depdsito de granulos

de lipofuscina puede o no presentarse en las neuronas (Peters et al., 1991).

A:109 0000x
Figura 12. Acumulacion de granulos de lipofuscina (li). Neurona piramidal del CA1 del hipocampo.
Micrografia tomada de Diaz-Cintra, 2004.
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6.7 - Mielina
En los axones, las capas de las vainas de mielina se arreglan de manera espiral,
terminando la mas interna primero. A medida que las capas de mielina terminan la
cubierta se vuelve gradualmente mas delgada formando los nodos de Ranvier, que
separan los internodos de mielina, en donde el axdn esta descubierto, pero con un
recubrimiento de base denso (Peters, 2009). Un oligodendrocito forma varias
extensiones internodales de mielina, cada una en un axoén distinto, mientras mayor
diametro tiene el axon, mas gruesa es su cubierta de mielina y mas largos sus inter y
paranodos. Los oligodendrocitos que mielinizan axones de diametro pequefio forman
mas extensiones internodales de mielina que aquellos que mielinizan axones de mayor
diametro. La mielina contiene lipoproteinas, por lo que en cerebros no fijados las
cubiertas de mielina tienen un brillo blanco. En los tractos del SNC que contienen en su
mayoria fibras nerviosas mielinizadas y pocas neuronas son denominados materia
blanca. En contraste, la materia gris contiene los cuerpos celulares y dendritas de
neuronas y menos fibras nerviosas mielinizadas (Peters, 2009).

Mediante microscopia electronica, se han examinado los efectos del
envejecimiento normal en los oligodendrocitos de la corteza de mono Rhesus, en donde
el grosor de las vainas de mielina se encontré incrementado, aunque esta mielina se
encontré degenerada (figura 13). En otro estudio, mediante inmunohistoquimica para la
proteina basica de la mielina, se encontré degeneracion de los oligodendrocitos
asociada a la edad en el campo CA1 del hipocampo del raton transgénico para
senescencia acelerada (Tanaka, 2005).

Por otra parte, Almeida y colaboradores (2005), mediante microscopia
electrénica, encontraron, en ratas malnutridas posnatalmente con una dieta de 8% de
proteina, formacion deficiente de mielina con alteraciones en su estructura a los 30 y 60

dias de edad, asi como desorganizacion de los axones.
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Figura 13. Mielina circundante al soma. En A, capa granular del giro dentado de mono Rhesus macho
de 12.5 afios de edad, se observa la mielina circundante al soma (flecha); célula inmadura marcada con
BrdU (*), nucléolo (n); inclusiones (inc); barra= 2um; micrografia modificada de Ngwenya et al., 2008. En
B, haz de fibras nerviosas en la corteza visual primaria de mono Rhesus de 29 afos de edad. En este
haz algunas de las fibras nerviosas (N) tienen cubiertas normales y estan seccionadas a través de los
internodos, y otras a través de los paranodos (P). Tres fibras nerviosas (D) tienen cubiertas en proceso
de degeneracion, como lo indica la acumulacién de citoplasma denso en se paraciones entre lamelas.
Barra= 1um. Modificado de Peters, 2009.

Figura 14. Espacios circundantes as omas. En A, Oligodendrocito p icnético con axones dilatados
(asteriscos) mostrando disolucion citoesquelética y procesos astrociticos dilatados (estrellas); rata Wistar
con ocl usién de la ar teria ce rebral m edia (ACM) cu atro hor as antes de su muerte ( 5,000x). En B,
vacuolas en materia blanca i squémica que co rresponden a pr ocesos astrociticos (estrellas) y axones
mielinizados distendidos (asteriscos) observados 6 hor as después de la oc lusién del a A CM; el
oligodendrocito t ambién m uestra ca mbios degenerativos avanzados (2,500x); el i nserto muestral a
estructura del axoplasma residual (6,200x). Micrografias modificadas de Pantoni et al., 1996.
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6.8 - Espacios Conspicuos
La presencia de espacios circundantes al soma ha sido considerada un signo de
degeneracion en diversos estudios. En 1995, Sekiguchi y colaboradores encontraron,
mediante microscopia electronica, espacios libres de células y defectos de laminacion
en la capa piramidal del area CA3 del hipocampo del raton “tejedor”, un transgénico
con una mutacién espontdnea en el cromosoma 16 que fenotipicamente muestra
tamano disminuido, andar inestable, debilidad e hipotonia. En estudios de isquemia en
el area CA1 del hipocampo se encontraron espacios circundantes a neuronas
piramidales que fueron identificados como astrocitos edematosos, ya que tanto la
membrana plasmatica como la membrana nuclear se observan preservadas
(Pagnussat et al., 2007). En ancianos, se ha sugerido una etiologia isquémica para un
gran grupo de lesiones de materia blanca cerebral. Existe una relacion entre el dafo

celular y la cantidad de organelos y glia dilatados (Pantoni et al., 1996).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hipocampo es una estructura especializada y altamente susceptible al envejecimiento
y a diferentes estimulos estresantes como la malnutricién por el caracter posmitético de
sus neuronas. Asimismo, tales factores afectan al animal desde su peso corporal hasta,
de manera diferencial, a las células piramidales del hipocampo y por ende a los
procesos cognitivos que dependen de éste. Con base en los antecedentes se infirié que
la malnutricidn y el envejecimiento producen alteraciones subcelulares en las neuronas
piramidales del CA1 del hipocampo. Por lo tanto, se realizé un estudio de morfometria
de la organizacion ultraestructural de diversos organelos citoplasmicos en las células
piramidales de seis grupos de ratas jovenes y seniles, y control y malnutridas en dos
periodos de vida (posnatal y cronico [tanto prenatal como posnatal]). Los resultados de
la morfometria subcelular obtenidos se contrastaron entre los diversos grupos
experimentales, con la finalidad de probar si estas influencias nocivas del ambiente son
similares o diferentes, o bien si sus efectos son aditivos o no para alterar el

funcionamiento cerebral.
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HIPOTESIS

La malnutricién y el envejecimiento en la rata producen alteraciones en el peso corporal

y en las caracteristicas subcelulares de las células piramidales del campo CA1 del

hipocampo dorsal.

OBJETIVOS

Objetivo General

Producir la malnutricion hipoproteinica e isocaldrica en ratas hembras primiparas
Sprague Dawley.

Estudiar los efectos de la malnutricion posnatal y crénica en el peso corporal de
recién nacidos (P0) al destete (P23) y a los 90 y 660 dias de edad comparados
con los grupos control.

Estudiar las alteraciones subcelulares de las neuronas piramidales del

hipocampo dorsal.

Objetivos particulares

Comparar los pesos corporales de los animales malnutridos (recién nacidos, PO0),
al destete (P23), y los adultos (P90) y seniles (P660), con los controles de las
mismas edades.
Determinar las caracteristicas subcelulares de las células piramidales del CA1
del hipocampo dorsal en los grupos:

e Joven control (JC)

e Senil control (SC)

e Joven malnutrido posnatal (JMPos)

e Senil malnutrido posnatal (SMPos)

e Joven malnutrido crénico (JMCro)

e Senil malnutrido crénico (SMCro)
Establecer las diferencias y analogias subcelulares de las células piramidales del

CA1 entre los seis grupos jovenes y seniles, control y malnutridos.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Sujetos

Se emplearon 18 ratas macho (3 ratas por grupo) de la cepa Sprague-Dawley criadas
en el bioterio del Instituto de Neurobiologia en cajas de policarbonato (24x21x45 cm),
con ciclo de luz/oscuridad invertido de 12 h (luces encendidas a las 10 horas) y con
agua y alimento ad libitum. Fueron alimentadas con dos tipos de dieta: una dieta
estandar que contiene 23.4% de caseina (control) del laboratorio Purina Chow (Formula
5001), y otra de 6% de caseina (Harlan Teklad, Madison, WI; Formula TD 92090), para
producir la malnutricion (ver Tabla 1). Previo al apareamiento, se inicié la malnutricion
de las madres del grupo MCro, continuandose en sus crias hasta los 90 y 660 dias de
edad (JMCro y SMCro). Al momento del parto de las madres alimentadas con dieta
estandar, se formaron cuatro grupos de crias: dos que se criaron hasta los 90 6 660
dias de edad (grupos control: JC y SC) y dos para los grupos MPos que se sacrificaron
a las mismas edades (90 y 660 dias, JMPos y SMPos, respectivamente).Los grupos
control (JC ySC) fueron alimentados con dieta estandar.

El protocolo disefiado para este trabajo se realizé conforme a las normas
internacionales para el manejo y uso de animales de experimentacion establecidas por
la National Institutes of Health (NIH) y la National Academy of Science (2003;
www.nih.gov) y fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Nacional de

Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Dieta Estandar - 23.4% de proteina Dieta Hipoproteinica — 6% de proteina
Lab Rodent Diet 5001 PM1 Feeds, Inc. Teklad Diet 170916
COMPONENTES % COMPONENTES g/kg
Caseina 23.49 Caseina 60
Metionina 0.67 L-metionina 3.7
Grasa cruda 5.70 Sucrosa 511.74
Cenizas 8.00 Fécula de maiz 153.52
Minerales 2.50 Aceite de maiz 151.80
Kcallg 4.07 Celulosa 67.16
Fibra 5.10 Minerales 35.00
Extractos libres de nitrégeno 48.70 Fosfato de calcio dibasico 6.02
Carbonato de calcio 0.73
Vitaminas 10.00
Kcal/g 4.30
Colorante 0.33

Tabla 1. Tabla comparativa de los componentes de los dos tipos de alimento.
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2 - Método de malnutricion

Se inicié en ratas hembras primiparas con la dieta de 6% de caseina (Morgane et al.,
2002) 5 semanas antes del apareamiento, para estabilizar su metabolismo hepatico. La
dieta se mantuvo durante el apareamiento y se utilizo el tapon vaginal para determinar
el inicio de la gestacion. Al momento del nacimiento, las crias, se pesaron, y la camada
se limitd a 4 hembras y 4 machos. Los grupos de malnutridos crénicos (MCro),
permanecieron con la madre hasta el destete, y el grupo de malnutridos posnatales
(MPos) se formd con las crias de las madres control que fueron alimentadas por una
madre nodriza malnutrida (figura 15). En el dia 23, se destetaron todas las crias y se
colocaron 3 animales en cada caja con su respectiva dieta. Este disefio de malnutricion
(M) permite valorar el dafio que producen la MPos y la MCro por carencia de la proteina

principal de la leche materna (caseina).

35D

Gestantes Gestantes
21D control malnutridas

_paro i to |

Entrecruzamiento
8 crias por camada

25/25 6/25 | 25/6 | | 6/6 |

90, 660 dias de edad
[
Estudios histologicos y
de microscopia electrénica

Figura 15. Diagrama de flujo para malnutricion. Se indican como 25% la dieta normal y 6% la dieta
hipoproteinica de caseina. Al margen derecho los dias (D), 35 antes del apareamiento previos a la
gestacion, 21 dias de gestacion y el parto como dia 0 (P0), en donde se efectud el entrecruzamiento de
camadas con madres nodrizas. Cada nodriza con 8 crias: malnutridas durante la gestacion (6%) y
rehabilitadas con una madre nodriza (6/25; usadas para otros estudios); 25/6 malnutridas desde el
momento del nacimiento (MPos); el grupo control, 25/25 (C); y el malnutrido crénico, 6/6 (MCro). Al final,
las dos edades (90 y 660) objeto del estudio ultraestructural.
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3 - Técnica de microscopia electronica

Todos los animales empleados en el estudio se prefundieron, previa anestesia por
inyeccion via intraperitoneal con pentobarbital sédico (dosis 1 ml/kg de peso; laboratorio
Cheminova), seguida de la perfusion por via intracardiaca con una solucion salina
(NaCl 9%) y a continuacién otra solucion de paraformaldehido al 4% (Laboratorios
Sigma-Aldrich) y glutaraldehido al 1.5% (laboratorio Golden Bell) en una solucion de
0.1M de buffer de fosfatos (Laboratorios Sigma) a pH 7.4, luego se extrajo el encéfalo,
se post fijo 2 horas en la misma solucion fijadora y se dejé en buffer de fosfatos, para
ser cortado en rebanadas coronales de 200 ym en el vibratomo (marca Vibratome,
modelo 3000). Se separé el hipocampo dorsal a -3.3 de Bregma y se dividié a su vez en
los campos CA1, CA3 y giro dentado de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(1982). Cada bloque se posfijo en una solucién de gluteraldehido al 5% y tetroxido de
osmio (Ted Pella Inc.) al 2%, posteriormente se deshidratd en etanol a concentraciones

crecientes (50%, 70%, 90%, 95% y absoluto) manteniendo la orientacion del tejido.

3.1 - Preparacion del tejido en plano
Se infiltré el tejido con oxido de propileno (Spi-Chem) y a continuaciéon con resina
epoxica (Eponate Polybed-812, Ted Pella Inc.) por 3 dias. Su polimerizacion (en estufa
para cultivos marca Felisa a 60°C) se efectué en dos pasos, primero los bloques
individuales se mantuvieron “planos” y se colocaron entre dos portaobjetos de plastico
(12h) para su polimerizacion. Se separaron como pequefias lentejuelas que requirieron
ser reincluidas y fijadas por polimerizaciéon a un cilindro de resina epoxica, polimerizado
procurando que quedaran en el centro. Después se obtuvo la “piramide” de la zona de
estudio y se hicieron cortes semi finos de 500 nm en un ultramicrotomo MTX de RMC
para identificar las neuronas en el CA1 del hipocampo dorsal, tiiéndolas con 0.1% de
azul de toluidina a 100°C durante 5 minutos sobre una placa caliente, se lavaron y se
observaron al microscopio foténico Nikon de campo claro. Una vez ubicada la zona se
procedié a obtener cortes finos, para ello los cortes se empled la navaja de diamante, y
se colectaron en rejillas de malla de cobre para microscopia electronica. A continuacién
fueron impregnados con acetato de uranilo (SPI-Chem) al 2% vy citrato de plomo (SPI-

Chem) al 2%. Las rejillas clasificadas se observaron en el microscopio electronico de
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transmision operado a 80 kV (modelo Jeol-100). El criterio de inclusion para todas las
neuronas fue que se les distinguiera la dendrita apical, se capturaron imagenes a
5,000X y 8,000X e imagenes de 8 a 12 campos de cada neurona a 20,000X, para la
reconstruccién de la imagen de cada neurona completa pegada sobre papel bond,
tamano rotafolio; cada neurona se cubri6é con plastico, lo que permitié6 marcar cada uno
de los parametros celulares incluidos en el estudio morfométrico (figura 16). Para el
analisis e interpretacion de los montajes se considero lo establecido por Bozzola (1999)
y Peters et al. (1991). En las impresiones a 5,000X, se analizaron en cada neurona dos
parametros perisomaticos los espacios y la mielina. En cada neurona completa se
identificaron y marcaron (con diferentes colores) el sistema membranal de Golgi (hormal
y dilatado), las mitocondrias (normales, chicas y dilatadas), los lisosomas (normales y
pleomdrficos), los depdsitos de lipofuscina y los cuerpos multivesiculares, cerca del

sistema membranal de Golgi o dispersos (figuras 11y 12).

A

Figura 16. Montaje de una neurona piramidal del CA1 del hipocampo dorsal. En A, el ensamble de
12 impresiones para su reconstruccion, en B, el mismo ensamble, cubierto con plastico y en donde se
delimit6 el contorno y se marcaron los parametros de los elementos subcelulares que se incluyeron para
el estudio. Barras - 0.5 ym.
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RESULTADOS

1 - Pesos corporales

Se analizaron los pesos corporales de los 6 grupos de ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley con una ANOVA de dos factores (edad y dieta) que mostré diferencias
significativas (Fiss4) = 175.78, P < 0.0001, a<0.01). El analisis post hoc de Fisher entre
los grupos, con excepcion de los grupos JC vs SMPos y entre los grupos JMCro vs
JMPos, indicé diferencias significativas entre los demas grupos con valores de p entre
0.05 y 0.001. Las graficas indican que el grupo que mostré mayor peso corporal fue el
SC seguido del SMPos y del JC, al mismo tiempo que los grupos con menor peso

fueron los JMCro (figura 17).

_ _, 600 600 - * E* E
& D = D . .
o o
< £ 500 500 1
Q Q
o S S * *
o o RS 4
3= B = 400 2 400 * T * :
o ke e 1 1
a8 =i 300 1
S I P £°
2 © T8 J
= g 40 - * 200
S 30 5 30 & T * *
= 20 S 20 2 T 200 e
1723
b gl — = - |
P POC POM P23C P23M JMCro JMPos JCSC JMSMCroJMMBos SC =~ SMCro SMPos

600 -
Figura 17. Pesos &oPpbtdIds"aRSIBRBOHHERSE: 'Bhoermeesi g P33P 9@{39?’@6”8&’1%?) JEP {rpggride

malnutrido crénico (JMCro); se muestra el aspecto fisico de los sujetos de los diféfénies grupos
experimentales. En D, graficas de los pesos corporales (g) + error estandar de la media (EEMJ} de cuatro
grupos PO y P23 de controles (C) y malnutridos (M). E, los pesos de los 6 grupd® jovenes) (J) vy seniles
(S), control (C) y malnutridos (M), posnatales (Pos) y crénicos (Cro). La grafica @uestra las diferencias

Signiﬁcafi\/ne antra Ine Arlinne ~rnmnaradne ~rnan al Aariinn da adad al mia nnrfcnqecen_36_83 astel
indican| . g0 - |
5% -
IS ] T 200 1
S 40 - + * Ragir]
Qo
5 30 7 T 3
S o0 - 1 100 A *
g 10 - '
0l =0 = .



8000x

Figura 18. Fotomicrografias de neuronas piramidales del CA1. En A-C, j6venes (J); control (C) y malnutridos (M), MPos y MCro,
respectivamente. En D-F, seniles (S): C, MPos y MCro, respectivamente. Se marcan los espacios perisomaticos con asteriscos (*), abundantes en
los MPos (J y S). La lipofusina (Li), es abundante en el SC y SMPos. Abreviaturas, n, nucleo; mi, mielina. En cada imagen el aumento y la barra
de calibracion = 1 pm.
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2 - Analisis Morfométrico
2.1 - Parametros del pericarion de las neuronas piramidales del CA1 del

hipocampo dorsal

2.1.1 - Mitocondrias

En las figuras 19 y en la Tabla 2, se indican los cambios asociados a la malnutricion y a
la edad, en el promedio del numero de mitocondrias divididas en normales, chicas y
anormales en los 6 grupos analizados. EI ANOVA (a<0.05) mostré diferencias
significativas en las mitocondrias normales entre los grupos (Fs102 =18.252 y
P<0.0001). En las mitocondrias chicas (Fs102 =7.33 y P<0.0001) y en las anormales
(F5102 =4.69 y P<0.0001). La prueba post hoc de Fisher mostré diferencias entre los
grupos con valores de p, entre 0.05 a 0.001.

a) En las mitocondrias normales las diferencias se localizaron entre los grupos JC
con los grupos SC y SMCro. ElI SC, mostré diferencias significativas con los 4
grupos de malnutridos jévenes y seniles, ademas entre los seniles SMPre vs
SMCro, ver tabla 2.

b) En las mitocondrias chicas las diferencias se encontraron entre el grupo de JC
con los JMCro y con el SC. EI JMCro mostro diferencias con los grupos JMPos,
SMCro y SMPos y el grupo SC fue diferente con los SMPos y SMCro, tabla 2.

c) Las mitocondrias anormales de los animales JC fueron diferentes a los JMPos y
SMCro, tabla 2.

En la figura 20, se muestra en cada grupo, la cantidad de los tres tipos de
mitocondrias, en donde se pueden distinguir los efectos por la malnutricion y por la
edad. Asi el grupo JC, mostré menor numero de mitocondrias anormales, en tanto que
el SC, mostré el mayor numero de mitocondrias normales y chicas. La malnutricién
cronica produjo mayor numero de mitocondrias chicas y la edad y la malnutricion
cronica (SMCro), disminucién del numero de mitocondrias normales y un aumento de

las anormales, las diferencias estadisticas se indican en la tabla 2.
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Figura 18.
F#ggwa 143 Promedio del numero de mitocondrias. Arriba grafica de los animales jovenes (J); abajo

graficas de los animales seniles (S), en ambas los grupos malnutridos (M), posnatal (MPos) y
cronicos (MCro). Las diferencias significativas entre los grupos se muestran en la tabla 2.
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Figura 20. Promedios acumulados del nimero de mitocondrias por grupos. Columnas divididas en
normales, chicas y anormales con los errores estandar para cada grupo. Las diferencias significativas
entre los grupos se muestran en la tabla 2.

PORCENTAJE DE DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS
GRUPO Vs. EN EL NUMERO DE MITOCONDRIAS
N CH ANOR TOTAL
JMPos 8 -15 312 *** 22
JMCro -27 73 * 156 24
JC SC 98 **+ 106 ** 88 89 **+
SMPos -20 -21 204 * -4
SMCro -59 ** -46 340 *** -27
JMCro -32 104 ** -38 2
IMPos SC 83 *** 143 *** -54 * 56 ***
SMPos -26 -7 -26 -21
SMCro B2 ** -36 7 -40 **
sSC 171 *** 19 -27 52 **+
JMCro SMPos 9 -54 ** 19 -23
SMCro -44 -69 *** 72* 41 **
sC SMPos -60 *** 61 *** 62 -4Q ***
SMCro 79 74 134 ** -6
SMPos SMCro 49 * -31 45 -24

Tabla 2. Porcentajes de diferencias significativas entre las medias del nimero de mitocondrias
normales (N), chicas (CH) y anormales (ANOR) de todos los grupos. Asteriscos: *** p<0.001, **

p<0.01, * p<0.05.

Pégina | 38



2.1.2- Sistema membranal de Golgi normal y dilatado

En la figura 21 y en la tabla 3, se indican los cambios por la malnutricion en el promedio
del niumero de SMG normal (GN) y dilatado (GD) en los 6 grupos analizados y el
ANOVA mostré diferencias significativas en el GN entre los grupos (Fs 102 =4.028 vy
P<0.0022). La prueba post hoc de Fisher mostrd diferencias entre los grupos con
valores de p, entre 0.05 a 0.001 como se indica en la tabla 3.
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Figura 21. Promedio del numero de sistemas membranales de Golgi. Arriba, para los grupos jovenes.
Abajo, para los grupos seniles. Divididos en SMG normal (GN) y SMG dilatado (GD). Nétese la diferencia
del grupo SC en relacién a los demas grupos tanto en el GN como en el GD. En la Tabla 3 se indican los
porcentajes de cambio y los valores de p.
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En la figura 22, se muestra en cada grupo, la cantidad del sistema mambranal de Golgi,

normal y dilatado, en donde se pueden distinguir un aumento significativo por la

malnutricién posnatal en los jovenes, por la edad en el grupo control y por ambos (M y

edad) en el grupo SMCro, ver tabla 3.
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Figura 22. Promedios acumulados del nimero de SMG por grupos. Columnas divididas en normales
y dilatados con los errores estandar para cada grupo. Las diferencias significativas entre los grupos se
muestran en la Tabla 3.

PORCENTAJE DE DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS
EN EL NUMERO DE SMG

GRUPO Vs.
N D TOTAL
JMPos 38* 300 *** 115 ***
JMCro 54 -30 29 **
JC sC 146 *** 110 135 ***
SMPos 50 120 71*
SMCro -3 217 ** 62 *
JMCro 12 -82 ¥ -40
IMPos sC 79 ** 47+ 10
SMPos 9 -45* -21
SMCro -29 -21 -25
sC 59 * 200 82
JMCro SMPos -3 214 32
SMCro -37 354 ** 25
sC SMPos -39 5 -27 *
SMCro =61 *** 51 -31*
SMPos SMCro -35 44 -5

Tabla 3. Porcentajes de diferencias significativas entre las medias del nimero de sistema
membranal de Golgi (SMG) de todos los grupos. Asteriscos: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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2.1.3 -Lisosomas, cumulos de lipofuscina y cuerpos multivesiculares

La figura 23, muestra los cambios por la malnutriciéon en el promedio del numero de los
lisosomas y lipofuscina en los 6 grupos analizados, el ANOVA mostré diferencias
significativas en los lisosomas entre los grupos (Fs102 =13.534 y P<0.0001). La prueba
post hoc de Fisher mostré diferencias entre los grupos con valores de p, entre 0.05 a
0.001. En la Tabla 4 se indican los porcentajes de cambio y las diferencias significativas

entre los grupos.
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Figura 23. Promedio del nimero de lisosomas (LISO), lipofuscina (LIPO) y cuerpos
multivesiculados (CMV). Arriba graficas de animales jovenes (J); abajo graficas de los seniles (S), en
ambas, los grupos malnutridos (M), posnatal (MPos) y crénicos (MCro). Las diferencias significativas
entre los grupos se muestran en la tabla 4.
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En la figura 24, se muestra en cada grupo, la cantidad de lisosomas, lipofuscina y

cuerpos multivesiculados, en donde se pueden distinguir un aumento significativo por

ambos factores, la edad (SC) y la malnutricion posnatal (SMPos) y crénica (SMCro) ver

tabla 4.
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Figura 24. Promedios acumulados del
multivesiculados. Columnas divididas en cuerpos multivesiculados (CMV), lipofuscina (LIPO) vy
Lisosomas (LISO), de seis grupos: control jéovenes (JC); y seniles (SC), y malnutridos jovenes (JMPpre,
MCro) y seniles (MSPre y SMCro).
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PORCENTAJE DE DIFERENCIAS ENTRE
GRUPO Vs. GRUPOS
LISO LIPO cMv
JMPos 28 22 59
JMCro 20 44 31
Jc sC 177 = 1611 122
SMPos 97 *** 511 56
SMCro 11 371 82
JMCro 6 18 18
MPos sC 116 1300 *** 39 *
SMPos 53 * 400 2
SMCro -13 285 14
sC 131 1085 *** 69 **
JMCro | SMPos 64 ** 323 19
SMCro 7 226 39
s SMPos 29 ** -64 ** -30*
SMCro 60 *** 72 18
SMPos | SMCro 43 ** -23 16

lipofuscina y cuerpos

Tabla 4. Porcentajes de diferencias significativas entre las medias del nimero de lisosomas
(LISO), camulos de lipofuscina (LIPO) y cuerpos multivesiculares (CMV) de todos los grupos.
Asteriscos: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.

Pégina | 42



2.2 - Parametros perisomaticos al soma de las neuronas piramidales del
CA1 del hipocampo dorsal
El criterio utilizado para la cuantificacion de mielina y espacios fue de caracter ordinal:
0, sin espacios o mielina aparente; y I, Il, y lll cuando se presentaron escasos,
regulares o abundantes, respectivamente.

2.2.1 - Mielina perisomatica

En la figura 25, se muestran los cambios asociados a la malnutricién en el promedio de
mielina circundante al soma en los 6 grupos analizados y el ANOVA mostré diferencias
significativas entre los grupos (Fs 102 =13.697 y P<0.0001). La prueba post hoc de
Fisher mostré diferencias entre los grupos con valores de p entre 0.05 a 0.001 como se

indica en la tabla 5.
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Figura 25. Promedio del nimero de mielina. Arriba graficas de animales jévenes (J); abajo graficas de
los seniles (S), en ambas, los grupos malnutridos (M), posnatal (MPos) y crénicos (MCro). Las diferencias
significativas entre los grupos se muestran en la tabla 5.
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En la figura 26, se muestra en cada grupo, la cantidad de mielina que es menor en los
grupos control J y el efecto de la malnutricion en el JMCro y por ambos, edad y

malnutricién en los grupos SMPos y SMCro ver tabla 4.
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Figura 26. Pocentajes acumulados del nimero de mielina. Columnas divididas en categorias: O, I, Il y

lll, nada, poca, regular y abundante, respectivamente de los seis grupos: control jovenes (JC); y seniles
(SC), y malnutridos jévenes (JMPpre, MCro) y seniles (MSPre y SMCro).

GRUPO Vs. MIELINA
JMPos 726 ***
JMCro 676 ***
JC SC 100
SMPos 275 *
SMCro 509 ***
JMCro -6
SC -76 ***
JMPos
SMPos -55 ***
SMCro -26
SC =74 ***
JMCro SMPos -52 ***
SMCro -21
SMPos 88
SC
SMCro 205 ***
SMPos SMCro 62 *

Tabla 5. Porcentajes de diferencias significativas entre cada una de las medias de la mielina de
todos los grupos. Asteriscos: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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2.2.2 - Espacios perisomaticos
En las figuras 27, se indica los cambios por la malnutricion y por la edad en la aparicion
de espacios perisomaticos. EI ANOVA mostré diferencias significativas entre los 6
grupos (Fs102 =14.43 y P<0.0001), la prueba post hoc de Fisher mostré diferencias
entre los grupos con valores de p entre 0.05 a 0.001, como se muestra en la tabla 6.
La figura 28, indica que fue mayor el porcentaje de espacios perisomaticos en los
grupos jovenes malnutridos (JMPos, JMCro) y por la malnutricién y la edad en los

grupos SMPos y SMCro.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE ESPACIOS PERISOMATCIOS

Figura 27. Promedio del nimero de espacios perisomaticos. Arriba graficas de animales jovenes (J);
abajo graficas de los seniles (S), en ambas, los grupos malnutridos (M), posnatal (MPos) y crénicos
(MCro). Las diferencias significativas entre los grupos se muestran en la tabla 6.
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Figura 28. Pocentajes acumulados del nimero de espacios perisomaricos. Columnas divididas en
categorias: 0, I, Il y lll, ninguno, pocos, regulares y abundantes, respectivamente de los seis grupos:
control jévenes (JC); y seniles (SC), y malnutridos jévenes (JMPpre, MCro) y seniles (MSPre y SMCro).

GRUPO Vs. ESPACIOS
JMPos 726 ***
JMCro 500 ***
JC SC 100
SMPos 275 *
SMCro 722 ***
JMCro -27
JMPos s¢ 6
SMPos -55 ***
SMCro 0
SC -B7 ***
JMCro SMPos -38
SMCro 37
sC SMPos 88
SMCro 311 ***
SMPos SMCro 119 ***

Tabla 6. Porcentajes de diferencias significativas entre cada una de las medias de espacios

circundantes a somas de todos los grupos. Asteriscos: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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DISCUSION

Se estudiaron dos variables (malnutricion y el envejecimiento) en dos modelos
experimentales de malnutricion durante el periodo posnatal (MPos) y desde la gestacién
y durante la vida posnatal, malnutricién crénica (MCro), en animales jovenes de 90 dias
de edad (J) y seniles de 660 dias de edad (S), comparados con sus respectivos
controles. El peso corporal de las crias se redujo al momento del nacimiento de manera
significativa en los animales malnutridos in utero (MCro) y los MPos, en los cuales la
reduccion fue significativa en relacion a los MCro de la misma edad (90 dias),

considerados animales jovenes.

El estudio morfométrico se llevd a cabo en 3 animales por grupo de aquellos
sujetos experimentales que se utilizaron en la prueba de prevencion activa, cuyos datos
fueron publicados (Martinez et al., 2009) y en donde se observé que los seniles de 660
dias, mostraron reducciéon del peso en ambos grupos MPos como MCro, y que

escasamente alcanzaron el de los controles jévenes de 90 dias (ver figura 17).

Los estudios por periodos largos de tiempo en los animales malnutridos han
permitido observar que presentan mayor longevidad y menores rasgos de senilidad o
de enfermedades aparentes asociadas al envejecimiento. En apoyo a esta observacion,
el grupo de Tacconi et al. (1991), pero en animales con dieta restringida, encontraron
que no hay aumento de peso debido a la edad, que se incrementa la longevidad y que
el deterioro fisiologico que se observa con dieta ad libitum, se ve retrasado en estos
animales. En conjunto, estas observaciones provocaron la duda de si estos rasgos
aminorados del envejecimiento pudieran replicarse en la ejecucion de procesos
cognitivos, por lo que en el trabajo previo de este laboratorio por Martinez et al. (2009),
se reportaron efectos en lo referente al desempefio en la prueba de evitacién activa, en
donde se tomd en cuenta 20 ensayos tanto para la sesidn de adquisicion como para la
de extincion. Aun cuando los grupos malnutridos (jévenes y seniles) logran aprender la
tarea, el grupo joven malnutrido difiere de manera significativa en su menor desempefio
de la prueba en comparacién con los otros grupos. Probablemente la malnutricién esté
afectando al tejido nervioso y en particular al hipocampo, y quizas el dafio producido por

la malnutricion es mas evidente en etapas tempranas.
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Por lo anterior, fue importante conocer los cambios cuantitativos en la estructura
neuronal solo en las neuronas piramidales del CA1 del hipocampo dorsal como sustrato
anatomico asociado a este aprendizaje (Martinez, 2009). Se disefi6 el estudio en donde
y después de valorar cualitativamente los parametros mas afectados, evidentes en la
mayoria de las neuronas, se procedio al estudio cuantitativo de: los espacios y la
mielina alrededor del soma y en el citoplasma y aquellos subcelulares del numero de
los organelos identificados como mitocondrias, complejos de Golgi, lisosomas
asociados a vesiculas y lipofuscina. Adicionalmente se hicieron subdivisiones de las
mitocondrias (normales, chicas y anormales), del sistema membranal de Golgi (normal
o dilatado) y los lisosomas normales o con la lipofuscina. La cual, fue evidente en el
grupo SC, probablemente debido a las alteraciones metabdlicas de la ingesta ad libitum
de una dieta normal en animales poco activos y que a largo plazo produce un cumulo

mayor de grasa no solo en el cuerpo sino también en las neuronas.

En los roedores se ha mostrado que la malnutricion prenatal o postnatal produce
anormalidades estructurales y bioquimicas en diferentes regiones cerebrales, de
manera particular en la neocorteza y la formacién hipocampal (Lukoyanov & Andrade,
2000). A su vez, se ha mostrado que durante el desarrollo exhiben numerosos y a
menudo cambios conductuales irreversibles incluyendo alteraciones en conductas como
la de evitacion, la exploratoria y en su comportamiento social; asi como, trastornos
emocionales y deficiencias relacionadas con la memoria espacial (Lukoyanov &
Andrade, 2000). Estos animales muestran hiperactividad ante estimulos dolorosos vy
aversivos (Rocinholi et al., 1997), menores signos de ansiedad (Hernandes & Almeida,
2003); y un pobre desempefio en pruebas que involucran los procesos de aprendizaje y
memoria sobre todo de tipo espacial, mismos que requieren la participacion del
hipocampo (Bedi, 1992).

Por otro lado, es importante considerar que los animales malnutridos presentan
retardo en la maduracién funcional (Leathwood et al., 1974; Kirkwood & Shanley, 2005).
Asi que debido a este factor, pudiera ser que los animales de 90 dias presentan
inmadurez en el sistema nervioso lo cual se ve reflejado en que desempefien
pobremente esta tarea, o bien a que los animales malnutridos invierten la mayor parte

de su energia en el mantenimiento de las funciones celulares para lograr la
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supervivencia (Kirkwood & Shanley, 2005). En adicion a esta idea, en un trabajo previo
de Diaz-Cintra et al. (2007), se reportaron efectos diferenciales de las interneuronas
GABAérgicas en el hipocampo dorsal de animales malnutridos de 90 dias y que
pudieran ser el origen de las alteraciones en la excitabilidad, y en la memoria.

Ademas, los animales malnutridos son sometidos a estrés por el bajo régimen de
proteinas, lo que eleva los niveles de cortisol y glucocorticoides en el organismo.
Niveles elevados de cortisol en el hipocampo causan dafio neuronal, con disminucion
de la supervivencia y crecimiento de las neuronas, y disminucion del factor neurotréfico.
Las neuronas hipocampales, al ser sometidas a sobrecarga de estrés y de
glucocorticoides, muestran reduccion en la densidad dendritica e induccion de
apoptosis (Risco, 2005).

Adicionalmente a estas observaciones, se analizaron los pesos corporales para
establecer la ganancia de peso a lo largo del desarrollo, en los animales de 90 dias se
hace mas evidente la menor ganancia de peso en comparacién con los animales
controles en los animales MPos y MCro, por lo que a partir de esta edad, el peso
corporal en los animales malnutridos no se incrementa en la misma proporcion en
comparacion con los animales controles, quizas por haber inducido la malnutricion
durante toda su vida lo cual sugiere que con la edad el organismo es capaz de generar
un mecanismo de compensacion. Con respecto a esta observacion, es importante
sefalar que los animales malnutridos logran mantener mecanismos de plasticidad
(respuestas celulares adaptativas ante un factor nocivo externo); los cuales podrian
contrarrestar algunos de los dafios producidos por la malnutricion posnatal cronica. Esta
respuesta adaptativa de plasticidad se muestra en los resultados conductuales
obtenidos previamente (Martinez et al., 2009), sugiriendo que la capacidad de
aprendizaje y de retencidén se preserva a lo largo del desarrollo aun en animales SM.
Por tanto, se puede inferir que el efecto de la malnutricidn por si sola es mas evidente
en edades tempranas.

El principal objetivo del presente trabajo fue la identificacion del grado de
alteracion subcelular en el hipocampo de los animales malnutridos comparados con sus
controles, asi como el factor edad en la estructura subcelular de las neuronas

piramidales del CA1. Si se toma en cuenta que las neuronas se encuentran en un
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estado de equilibrio homeostatico, el cual se puede mantener en respuesta a estimulos
de intensidad moderada, pero no frente a estimulos fisiologicos de alta demanda
energética y funcional. Bajo estas condiciones, las neuronas reaccionan utilizando
diferentes mecanismos de compensacion al dafio o bien durante el envejecimiento,
entre otros, a aquellos en donde los estimulos fisiolégicos pueden ser altamente
demandantes dando lugar a un estado nuevo y alterado que preserva la viabilidad de la
célula (adaptacion), cuando la célula ha sufrido modificaciones patolégicas que pueden
desaparecer cuando dicho estimulo cesa (lesion celular reversible) o cuando la lesion
es leve y la lesion celular irreversible, o en donde las alteraciones patoldgicas son de
caracter permanente y que de manera gradual dan lugar a la muerte celular (Feria-
Velasco et al., 2004).

En estudios de Neurobiologia, se ha estudiado a las alteraciones morfologicas de
las células del hipocampo en pacientes con relaciéon a su padecimiento de epilepsia,
quienes presentan ademas de la esclerosis, ablandamiento del tejido neuronal del
hipocampo. Desde 1880, Sommer reportd que algunos de sus pacientes epilépticos
mostraron una pérdida extensiva de las neuronas del CA1, asociada a gliosis del I6bulo
temporal. Demoor (1898), describi® con impregnaciones argénticas de Golgi,
alteraciones del neuropilo en la corteza de sujetos humanos epilépticos encontrando
deformidades moniliformes de las dendritas y pérdida de las espinas. En el giro
dentado, los cambios incluyen pérdida de las espinas y falta de desarrollo en la
modulacion de los segmentos dendriticos de la células piramidales del CA1, efectos
contrarios en cuanto al desarrollo de las ramas dendriticas de las células granulares se
encontraron en estudios realizados por Flood y cols, (1987) en seres humanos con
demencia senil alrededor de los 50 afios de edad, y luego una regresion en los 90 afios.

Entre las diversas causas que provocan estas reacciones se encuentran los
desequilibrios nutrimentales (carencias proteico-caldricas, de vitaminas y otros
componentes de la dieta) y el proceso natural del envejecimiento. Ambas
observaciones indican que la estructura neuronal, se altera de manera importante
desencadenando procesos tales como la apoptosis o la necrosis; cabe hacer la
aclaracion de que los mecanismos que desencadenan el proceso de apoptosis son

factores internos y aquellos que desencadenan procesos necréticos son factores
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externos (Feria-Velasco et al., 2004). Las lesiones neuronales que se producen por
estos dos factores pueden ser de caracter reversible dependiendo de la lesion y del
estadio de la misma. La neurona puede activar mecanismos de reparacién para
compensar dicha lesion. Tomando en cuenta estas observaciones, en el presente
trabajo se muestra de manera comparativa, que tipo de elementos subcelulares se
afectan mas por la malnutriciéon o por la edad (ver tablas).

En este contexto, el parametro analizado de los espacios perisomales fue
evidente en los animales JM y una posible explicacion de esta observacion es que al
encontrarse, la neurona rodeada de glia ésta posiblemente pierda la permeabilidad
selectiva de su membrana plasmatica, perdiendo su adhesién (Fisher, 1969). Con
relacién a esto, se ha reportado que como respuesta a la lesion celular se distienden las
cisternas del complejo de Golgi y se dilatan las mitocondrias, se dispersan los
polirribosomas, se forman vacuolas confluentes en el citoplasma y se rompe la
membrana plasmatica (Feria-Velasco et al., 2004). Si consideramos a la malnutricion
como un factor que desequilibra la homeostasis de la neurona y al envejecimiento como
factor de estrés oxidativo neuronal, entonces ambos efectos, pudieran provocar
alteraciones en las membranas de los organelos mas evidentes en el Golgi, o en las
mitocondrias. Haciendo una analogia, este efecto es claro cuando comparamos ambos
factores, la malnutricidon y el envejecimiento que produjeron un efecto diferencial en los
diferentes organelos neuronales (ver tablas y graficas).

Por una parte, por la edad el numero de mitocondrias normales se aumenté en el
grupo SC y disminuyd por la malnutricion, este efecto no se encontré en los grupos
jovenes. Las mitocondrias chicas, que pudieran ser consideradas fragmentadas, fueron
mas abundantes en el grupo SC y en el grupo JMCro y las anormales (aquellas
dilatadas y sin crestas), su numero fue mayor en los grupos SMCro y JMPos. El Golgi
normal, se encontré en mayor numero en el grupo SC vy el dilatado en los grupos senil y
JMCro. EI grupo JC mostré el menor numero de Golgi dilatado asi como el grupo
JMCro, se observd también que en estos grupos malnutridos jévenes este organelo
presenta rasgos de edema, dilatacion y en algunos casos pierde totalmente su forma,

todos estos efectos producto de |la pérdida de la homeostasis neuronal.
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Con relacién al numero de lisosomas fue mayor en los grupos SC y SMPos, y el
SC también presentd mayor numero de cuerpos multivesiculados y lipofuscina, sin
embargo en los grupos jovenes (C y M) no aumentd la lipofuscina y si los cuerpos
multivesiculados. Asi, en los animales normales, por la edad se aumenta el numero del
SMGs, de mitocondrias, de lisosomas asociados a vesiculas y la lipofuscina y segun
sea el tipo de malnutricion y la edad, se altera la distribucion de los espacios y la
mielina perisomaticos, tanto en los jovenes malnutridos Pre y Cro y en lo seniles con
malnutricion crénica. El Golgi dilatado se increment6 en el grupo JMPos asi como las

mitocondrias anormales en los grupos JMPos y en el grupo SMCro.

Estos cambios descritos, producidos por la edad son importantes cuando se les
compara a casos de lesidon severa e irreversible en donde se produce lesion en la
membrana de los lisosomas, que al romperse liberan enzimas liticas que generan auto-
digestion o autolisis (Feria-Velasco et al., 2004). Se podria considerar como resultado
del grado de autofagocitosis en el que entra la neurona, ya que al no poder degradar
normalmente los desechos celulares, se empiezan a acumular los lisosomas que dan
lugar a la formacion de lipofuscina signo caracteristico asociado a la edad. El numero
de lisosomas fue significativamente mayor en el grupo SC en comparacion con los otros
grupos. Una posible explicacion a este aumento, es que quizas por la edad, el proceso
de envejecimiento las mitocondrias se ven afectadas provocando una serie de
reacciones que en su mayoria son irreversibles. Se frena la fosforilaciéon oxidativa y en
consecuencia disminuye la produccion de ATP, esta respuesta celular provoca que los
mecanismos que requieren ATP se detengan, tales como: a) el funcionamiento de la
bomba de sodio, b) la agregacion de polirribosomas asociados a las membranas del
reticulo endoplasmico y c) la captacién de calcio al interior de las mitocondrias (Feria-
Velasco et al., 2004). El hecho de encontrar diferencias en la ultraestructura neuronal,
entre los grupos JM, SMPos con el SC, puede sugerir que la malnutricion en animales
jévenes simula lo que ocurre en animales seniles producto del dafo oxidativo. Es decir,
que las alteraciones neuronales observadas en el grupo malnutrido joven son debidas a
la malnutricion; y que las alteraciones celulares observadas en los animales seniles son
producto del estrés oxidativo, y que en los grupos SM las alteraciones neuronales son

producto de la malnutricion y del estrés oxidativo. Lo importante es que a pesar de que
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en el grupo senil interactuan las dos variables, en el grupo malnutrido joven no presenta
un estado celular significativamente mejor, es decir que la malnutricion en animales

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

Otro aspecto se las observaciones en las mitocondrias es que presentaron
cambios importantes como dilataciones, alargamientos y pérdida de las crestas
mitocondriales; estos cambios fueron mas evidentes en el grupo de malnutridos tanto
jévenes como seniles. La alteracion mitocondrial, por la malnutricion es importante
debido a que hay que considerar la herencia materna de las mitocondrias, en efecto, se
hereda el DNAmt solo de la madre, ya que la del padre se pierde. Por lo tanto, la
actividad mitocondrial se basa en el control del DNA tanto nuclear como mitocondrial,
dando lugar a patrones matrilineales tipicos para las mitocondrias (Johns, 1995). Esto
puede ser alterado por multiples factores, en el ser humano, se manifiesta como
encefalomiopatias o bien en la enfermedad de Parkinson, y algunas demencias debidas
a disfuncion mitocondrial asociadas a alteraciones en la sintesis proteica, insuficiencia
de los mecanismos de reparacion y por el deterioro en la funcion respiratoria
mitocondrial parcial o total (Di Mauro & Moraes, 1993).

En resumen, y en un intento por recapitular los resultados obtenidos en este
trabajo, con el previo de Martinez et al., 2009, se podria mencionar que el grupo de
animales JM, muestra diferencias significativas en las sesiones de adquisicion,
retencién y extincion de la tarea de evitacién activa, cuando se le compara con el resto
de los grupos. La posible relaciéon con este estudio, es que la malnutricidon cronica y
postnatal prolongada en ratas jovenes y seniles produce dainos desde el peso corporal
hasta el nivel subcelular en las neuronas del CA1 del hipocampo dorsal, y los efectos
son diferenciales dependiendo del parametro celular que se estudie. La evidencia de
que la malnutricién en las neuronas de los animales jovenes produce mayores espacios
que se mantienen hasta las edades seniles, puede provocar menor integracion celular
tanto con la glia como con las sinapsis perisomaticas. Siendo evidente la mayor
cantidad de espacios que pueden deberse a un proceso inflamatorio glial como se ha
reportado en el hipocampo de animales intoxicados con plomo (Struzynska et al., 2007;
Selvin-Testa et al., 1994).
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Otro hallazgo importante es la cantidad acumulada de lipofuscina en los
lisosomas que presentan los animales seniles, que es mayor en el grupo control,
comparado con los otros grupos SMPro y SMCro, que aunque también muestran
espacios conspicuos Yy lipofuscina, es en menor grado, como se indica en las graficas.
Adicionalmente, en los animales SC, se aumenta la cantidad de cuerpos
multivesiculados y mayor cantidad de organela, rasgo que varia en los SMPos y SMcro.
Por el contrario, en los animales de 90 dias la malnutricion, produce deficiencias en el
numero de los organela, de las neuronas del CA1, deficiencias que se podrian asociar a
la alteracion en las conductas dependientes del hipocampo, como ya se habia
publicado (Martinez et al., 2009).
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CONCLUSIONES

La malnutricion hipoproteinica e isocaldrica instalada en los periodos pre y
posnatal (crénica) y solo durante el posnatal se asocian a disminucion

significativa del peso corporal.

Dependiendo del tiempo en el que la malnutricion sea instalada (periodo
posnatal, desde el nacimiento o cronica desde la gestacion hasta la vida adulta o
senil), los efectos sobre la organizacién, distribucion y densidad de los organelos

de las neuronas del CA1 del hipocampo dorsal, son diferentes.

Se definieron como signos de envejecimiento neuronal el aumento en el numero
de sistemas membranales de Golgi dilatados, de mitocondrias anormales,
lisosomas, lipofusina y cuerpos multivesiculares (signos de estrés oxidativo), en

animales normales y malnutridos.

Aparentemente, la malnutricion cronica en los animales seniles, se asocio a la
recuperacion adaptativa de los organelos citoplasmicos en las neuronas
piramidales del CA1, al presentar menores alteraciones en los organelos
neuronales como aumentos en el nimero de mitocondrias anormales, lisosomas,

lipofusina y cuerpos multivesiculares.

Por otra parte, la malnutricion posnatal en los animales jovenes, mostré su efecto
mayor al aumentar estos signos (numero de mitocondrias anormales, lisosomas,
lipofusina y cuerpos multivesiculares), lo cual podria explicar su desempefo

deficiente reportado en una tarea de memoria espacial.
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