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RESUMEN

Los problemas relacionados con la alimentacion son graves en todo el mundo, siendo los
nifios uno de los grupos mas afectados (WHO). La malnutricién proteinica es uno de los
principales problemas, afectando el desarrollo del cerebro con efectos a largo plazo y
llevando a déficits permanentes en el aprendizaje y comportamiento (Morgane et al.,
2002). En México se estima que 2.8% de niflos menores a 5 afios presentan bajo peso y
13.6% baja talla (Gutiérrez et al., 2012).

Durante el desarrollo del organismo, y en especial del sistema nervioso central (SNC), las
proteinas son de vital importancia, por lo que al haber un déficit diversas estructuras
resultan afectadas. El hipocampo es una de éstas, el cual nos interesa por estar
involucrado en funciones de memoria y aprendizaje, principalmente de caracteristicas
espaciales (Morris, 1984).

Diversos estudios en mamiferos indican que la memoria y el aprendizaje presentan
variaciones circadianas, las cuales podrian estar dirigidas por el reloj maestro, el Nucleo
Supraquiasmatico (NSQ). Estructura que también se ve afectada por la malnutricidon
proteinica (Valentinuzzi et al., 2004; Kinney et al., 2003; Duran et al., 2011).

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la malnutricidn proteinica
perinatal en el ritmo diario de aprendizaje y memoria espacial, asi como su afectacién en
el ritmo de ingesta de agua. Se utilizaron ratas macho juvenil Sprague-Dawley de 45 dias
de edad divididos en dos grupos: control (CT) y malnutrido crénico (MC). Cada grupo se
dividio a su vez en 4 subgrupos (n=5) para ser evaluados en diferentes puntos temporales
a lo largo del dia. Se registro el perfil de ingesta de agua de manera continua durante todo
el experimento y se realizé un perfil de eficiencia de aprendizaje y memoria espacial
utilizando el Laberinto Acuatico de Morris (LAM). El LAM se realizé en cuatro diferentes
puntos temporales (ZT1, ZT7, ZT13 y ZT19), probandose cada subgrupo en un punto
diferente.

Los resultados muestran que el ritmo de ingesta de agua es similar entre grupos, al igual
que el proceso de aprendizaje en las diferentes horas del dia, mostrando que ambos
grupos aprenden la tarea de manera similar. Sin embargo, al analizar el proceso de
memoria espacial si se encontraron diferencias importantes. Se observan variaciones
dependientes de la hora del dia en la memoria a corto y largo plazo en el grupo control,
mientras que en el grupo MC éstas no se observan. Estas variaciones a lo largo del dia se
definen como un ritmo diario de memoria espacial (p<0.05).

Las diferencias encontradas en la memoria espacial entre grupos parece indicar que la
malnutricidn perinatal produce un incorrecto desarrollo y funcionamiento de las
estructuras involucradas en los procesos de memoria y ritmicidad, y/o una incorrecta
sincronizacién o comunicacion entre éstas; resultando esto en alteraciones importantes
que pueden afectar el desarrollo del organismo a lo largo de su vida.

Palabras clave: Malnutricidn proteinica, Nucleo Supraquiasmatico, Ritmos bioldgicos,
Memoria espacial, Laberinto Acudtico de Morris.



ANTECEDENTES

En la actualidad, los problemas relacionados con la alimentacion son graves en todo el
mundo, pudiendo derivar en distintas complicaciones en la salud de los individuos.
Uno de los mas importantes es la malnutricion (MN), con 842 millones de personas
sub-nutridas en el periodo de 2011-2013 (12% de la poblacién mundial) (FAO, 2014),
en donde los nifios, principalmente de 0 a 5 afios, son el grupo mas afectado (WHO,

WFP, UNICEF).

¢ QUE ES LA MALNUTRICION?

La malnutricion es definida por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) como la “condicidn fisiolégica andmala causada por
una ingestién alimentaria inadecuada, desequilibrada o excesiva de macronutrientes
y/o micronutrientes. La malnutricion incluye tanto la desnutricion como a la

sobrealimentacidn, asi como las deficiencias de micronutrientes”.

De acuerdo a esta definicion la malnutricidn incluye a la desnutricién, no obstante al
revisar la terminologia utilizada por la comunidad cientifica vemos que estos dos
términos se refieren a distintas condiciones, donde la desnutricion es la condicidon en
gue todos los nutrientes requeridos se encuentran en la dieta pero en cantidades
insuficientes; mientras que la malnutricién se refiere a la falta de uno o mas de los
nutrientes en la dieta, o presente pero en proporciones inadecuadas (Morgane et al.,

2002; Ranade et al., 2008).

La Organizacién Mundial de la Salud califica la malnutricion infantil como un pobre
desarrollo de los nifios, tomando en cuenta talla y peso. En el 2012 se estimdé que uno
de cada 4 nifios en el mundo presenta baja talla y en paises en desarrollo se tiene un
estimado de 97 millones de nifios (17%) que presentan bajo peso (WFP, FAO, WHO).
Dentro de éstos, 20 millones de nifnos en edad pre-escolar presentan malnutricién

aguda severa; lo cual se ha observado, provoca afectacién en el desarrollo intelectual.



SITUACION MUNDIAL

A nivel mundial el tipo de malnutricién infantil que se refleja como baja talla y peso es
mas comun en el sur de Asia (30%), Africa occidental (20%), oriental (19%) y central
(16%). La situacion es mejor en Latinoamérica y el Caribe, en donde menos del 10% de
los nifios presentan esta condicion. Independientemente de la region, las zonas rurales

siempre son las mas afectadas (WHO).

El siguiente mapa (Fig. 1) muestra la malnutricién infantil, medida como bajo peso, a
nivel mundial. En la region de América Latina y el Caribe se tiene un estimado de 7.1
millones de niflos menores de 5 afios que presentan baja talla y cerca de 1.9 millones

con bajo peso (FAO, 2014).
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Figura 1. Situacion de malnutricion infantil a nivel mundial, medida como bajo peso, en nifios menores de
5 afos. Datos disponibles de cada pais a partir del afio 2000. Los paises estan marcados con diferentes
colores dependiendo del porcentaje de nifios que presentan malnutricion; resaltado en naranja México
(Imagen tomada y modificada de WHO).
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PANORAMA EN MEXICO

En México datos del 2009 indican que un 7.3% de los nacimientos presentaron bajo
peso (menor a 2500g) (UNICEF). Los ultimos datos presentados por la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricidn del 2012 estiman que en el pais 302,279 nifios menores
de 5 afos de edad (2.8%) presentan bajo peso; 1, 467,757 (13.6%) baja talla y 171,982

(1.6%) emaciacion o peso bajo para la talla (Gutiérrez et al., 2012; WHO).

La talla se considera un buen indice del estado general de nutricién que han tenido los
individuos, por lo que una talla baja refleja efectos negativos acumulados a lo largo del
tiempo. En México, a lo largo de los afios, la zona sur del pais es la que presenta
mayores prevalencias de baja talla (19.2%), siendo las zonas rurales las mas afectadas
(27.5%). Esta misma tendencia se observa en todo el pais (Fig. 2) (Gutiérrez et al.,

2012).

Tomando en cuenta todos estos antecedentes se decidid utilizar el modelo de
malnutricidn proteinica perinatal debido a que este tipo de malnutricién crdnica es la
forma clasica y mas prevalente de malnutricién en humanos, en donde no hay una
cantidad adecuada de proteina de alta calidad en la dieta y/o se da la sustitucién de
proteinas por grasas y carbohidratos (Morgane et al., 1978), por lo que los nifios en
estado gestacional se ven afectados ya que se encuentran en etapas vulnerables de su

desarrollo, incluido el del cerebro (Morgane et al., 2002).
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Figura 2. Comparativo de prevalencia nacional de baja talla en menores de cinco afios por region y por
tipo de localidad en las diferentes encuestas de 1988, 1999, 2006 y 2012 en México. (Imagen tomada de
Gutiérrez et al., 2012).



Para entender los efectos de la malnutricién en el cerebro, primero hay que entender

el proceso de desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) en situaciones normales.

DESARROLLO DEL SISTEMA NERIVIOSO CENTRAL EN MAMIFEROS

El proceso de desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) ocurre como una
secuencia precisa de eventos, en donde cada uno de ellos es requisito esencial para el
siguiente, por lo que un dafio en alguna de las etapas afectard las siguientes. Estos
eventos se encuentran regulados por procesos tanto intrinsecos como extrinsecos al

cerebro (Morgane et al., 1993; SfN, 2008).

Williams y Herrup (1988) mencionan que el desarrollo del SNC puede verse en 3 etapas
mayores que se sobreponen. La primera es el desarrollo genético del sistema nervioso,
lo cual se encuentra relacionado con las instrucciones de proliferacion y muerte. En la
segunda etapa el sistema nervioso embridnico emerge, aqui se define el tamaiio y
forma del SNC, y por ultimo, la tercera fase comienza cuando el cerebro se vuelve
funcionalmente organizado y el organismo comienza a interactuar con su ambiente.
Durante este ultimo periodo es que se redefine la organizacién neuronal en términos

de forma, numero y distribucién (Morgane et al., 1993).

Por otro lado, la histogénesis del SNC en todos los mamiferos puede dividirse en 3

principales etapas:

1. Organogénesis: formacidon del sistema nervioso primordial y principales

regiones cerebrales en el embrion (Fig. 3).

2. Produccidn glial y neuronal: generacion inicial de neuronas a partir de células

precursoras indiferenciadas.

3. Diferenciacion de neuronas inmaduras y glia: migracién de las neuronas de los

sitios de generacién a sus posiciones finales (Morgane et al., 1993; Purves et al., 2004).

En todos estos procesos el factor tiempo es vital (Morgane et al., 1993).
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Figura 3. Desarrollo temprano del cerebro. Las 3 vesiculas primarias se subdividen a medida que el
desarrollo continua. A la derecha hay una lista de los derivados en el adulto (Purves et al., 2004) (Imagen
tomada y modificada de Gilbert, 2005)

Es importante mencionar que el proceso de maduracion no es un proceso lineal
(Morgane et al., 2002), sino que las areas cerebrales tienden a desarrollarse por saltos,
en etapas temporales que siguen una secuencia precisa, se sobreponen y son
diferentes en las distintas regiones del cerebro e incluso dentro de una regién
particular (Morgane et al., 1993; Morgane et al., 2002), siguiendo cada regién una
secuencia de desarrollo intrincadamente planeada y precisamente cronometrada en
relacion con otras regiones interrelacionadas(Morgane et al., 1978; Morgane et al.,

2002). Esto nos lleva al término de periodos criticos.

PERIODOS CRITICOS

Un periodo critico en el desarrollo se refiere al periodo pico de actividad de eventos
especificos como son la neurogénesis, gliogénesis, entre otros (Morgane et al., 1993),
gue representa una ventana de desarrollo crucial, altamente limitada en tiempo y que
sélo ocurre una vez, por lo que no puede repetirse, invertirse o recuperarse
posteriormente. Por lo tanto, después de un verdadero periodo critico, sélo queda

plasticidad limitada en el sistema (Morgane et al., 2002).

Todos los procesos de desarrollo tienen periodos criticos, cuya duracién e importancia

dependen de las tasas de cambio de estos procesos. En el cerebro embriénico muchos
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procesos criticos aceleran su actividad por cortos periodos de tiempo y después cesan
completamente, volviéndose particularmente vulnerables a perturbaciones (Morgane
et al., 1993). Debido a esto, una alteracidon durante estos periodos puede tener serias

consecuencias, como en el caso de la MN durante el desarrollo.

Debido a que de manera general todos los mamiferos exhiben una secuencia de
desarrollo del SNC similar (Laus et al., 2011; Morgane et al., 1993), siendo la Unica
diferencia substancial el momento de nacimiento en relacién con la etapa de
maduracién cerebral (Fig. 4) (Morgane et al., 1993), es que se considera a la rata como
un buen modelo para el estudio de estas afectaciones. Ademas, se ha observado que la
MN produce alteraciones cerebrales similares en humanos y roedores (Resnick et al.,
1982; Laus et al., 2011), por lo que es posible hacer comparaciones al estudiar
procesos cognoscitivos si nos enfocamos en los procesos psicologicos bdasicos

involucrados (como aprendizaje, memoria y emocion)(Laus et al., 2011).
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,ov"“'::v
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e —
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W=— bulbo olfatorio y cerebelo)

_ Gliogénesis tardia

[ | | | | | | | |
0 7 14 21 7 14 2] 28 35
DIAS
NACIMIENTO Curva de crecimiento
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mielinizacion
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Figura 4. Comparacion de los periodos criticos del desarrollo del cerebro tanto en rata (arriba) como en
humanos (abajo). Se observa la duracién y secuencia de los diferentes periodos criticos antes y después
del nacimiento, hasta el fin del desarrollo del cerebro (Imagen tomada y modificada de Morgane et al.,
2002)
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LA MALNUTRICION EN EL DESARROLLO DEL SNC

La nutricidon es uno de los principales factores no genéticos que afectan la maduracion
y el desarrollo funcional del cerebro con efectos a largo plazo (Morgane et al., 2002;

Meryem y Wail, 2012).

Todos los nutrientes tienen alguna influencia en la maduracién cerebral, pero las
proteinas parecen ser el componente critico para el desarrollo de las funciones
neuroldgicas, debido a que contienen aminoacidos esenciales para el desarrollo. Se
sabe que el mayor conducto para los nutrientes es la placenta (Morgane et al., 1993),
sin embargo las proteinas no la cruzan en cantidades significativas, solamente lo hacen
los aminodacidos. Debido a esto, el valor nutritivo de las proteinas en la dieta durante el
embarazo reside en los aminodacidos esenciales que son absorbidos por el sistema
digestivo materno. Por lo tanto, la disminucion del aporte proteinico de la dieta
materna puede tener efectos deletéreos en el desarrollo del feto (Zamenhof, 1991;

Morgane et al., 2002; Resnick et al., 1982).

Los aminoacidos tienen diversas funciones, entre ellas ser precursores directos de
enzimas, hormonas peptidicas, neuropéptidos y de proteinas estructurales esenciales
para el crecimiento de los tejidos corporales (Morgane et al., 2002; Valadares et al.,
2010; Zamenhof, 1991), ademas pueden funcionar como antioxidantes intracelulares
(Bonatto et al, 2005; Feoli et al., 2006; Meryem y Wail, 2012). Por lo tanto, la
malnutricién proteinica impacta funciones fisioldgicas, bioquimicas y conductuales de

manera duradera (Tonkiss et al., 1993; Meryem y Wail, 2012).

En caso necesario las reservas de grasa y proteinas almacenadas por la madre durante
el embarazo temprano pueden servir como acceso de nutrientes al feto. Sin embargo,
después de un tiempo habra una competencia activa entre madre y feto por los
aminoacidos disponibles, por lo que el suplemento al feto serd deficiente (Resnick et
al.,, 1982). Ademas, se ha reportado disminucidon en el radio de transferencia de

aminoacidos de la sangre materna al feto debido a la MN (Rosso, 1975).

La malnutriciéon también afecta el periodo de lactancia ya que se produce menos leche
de lo normal, perjudicando la nutricién de las crias (Resnick et al., 1982; Morgane et al.,

1978). Asimismo, se ha observado que en ratas el comportamiento de la madre y de
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las crias puede verse alterado, provocando cambios en diversos comportamientos y en
la interaccion con el ambiente (Tonkiss et al., 1993; Laus et al., 2011; Morgane et al.,
1993). Ya que la maduracién del SNC y el desarrollo de capacidades conductuales
Optimas dependen de la herencia, estimulacion ambiental y nutricién (Morgane et al.,
1993; Morgane et al., 2002), los procesos cognoscitivos se pueden ver afectados en

mas de una manera (Laus et al., 2011; Morgane et al., 1993).

En nifios se ha asociado la MN con afectaciones en procesos cognoscitivos (Laus et al.,
2011). Algunos de estos son bajo cociente intelectual al emplearse una adaptacién de
la escala de inteligencia infantil de Wechsler (Kar et al., 2008; Laus et al., 2011),
disminucién de la capacidad de atencidn, alteraciones del comportamiento (Morgane
et al., 1978; Resnick et al., 1982; Cintra et al., 1997; Laus et al., 2011), afectaciones en el
lenguaje (Kar et al., 2008; Laus et al., 2011), en la percepcion y funciones visuo-
espaciales (Kar et al., 2008; Resnick et al., 1982; Laus et al.,, 2011), déficits en
habilidades analiticas y razonamiento abstracto (Laus et al., 2011; Resnick et al., 1982)
y deficiencias en memoria y aprendizaje (Laus et al., 2011) del tipo verbal y de trabajo
(Kar et al., 2008). Sin embargo, en estos casos es dificil separar los efectos de la dieta y

los socioeconémicos (Morgane et al., 1978).

Por otro lado, los estudios con ratas en los diferentes periodos de desarrollo han
mostrado que las afectaciones debido a MN son sutiles pero muy amplias, abarcando
distintos niveles como el anatdmico, fisiolégico y conductual (Morgane et al., 1978;
Valadares y Almeida, 2005). Entre éstas se incluyen alteraciones en diversos
pardmetros celulares y estructurales (Morgane et al., 1978; Morgane et al., 2002;
Resnick et al., 1979; DeBassio et al., 1994; Laus et al, 2011; Kar et al., 2008),
alteraciones en pardmetros, actividad y conectividad en circuitos neuronales (Morgane
et al., 1978; Diaz-Cintra et al., 1991; Resnick et al., 1979; Laus et al., 2011), cambios en
el metabolismo (Mifiana-Solis y Escobar, 2008; Resnick et al., 1979; Matos et al., 2011;
Zamenhof et al., 1991), aberraciéon de eventos regresivos como la muerte celular
(Morgane et al., 2002), afectaciones en el ciclo celular (Tonkiss et al., 1993; Soto-
Moyano et al., 2005), alteraciones en el equilibrio y desarrollo de neurotransmisores
(Diaz-Cintra et al., 1991; Morgane et al., 2002; Resnick et al., 1979; Castafién-Cervantes

y Cintra, 2002), incremento de dafio oxidativo (Bonatto et al., 2005), retraso en el
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desarrollo funcional de los sistemas sensoriales y alteraciones conductuales y
cognitivas (Ranade et al., 2008; Resnick et al., 1979; Tonkiss et al., 1991; Cintra et al.,
1997). Algunos de estos efectos pueden ser revertidos, pero sélo parcialmente (Kar et

al., 2008; Meryem y Wail, 2012; Morgane et al., 1978; Resnick et al., 1979).

De todas estas afectaciones, a nosotros nos interesa de manera particular los efectos

en la memoria, por lo que a continuacién se abordara este tema.

APRENDIZAIJE Y TIPOS DE MEMORIA

La funcidn cognoscitiva abarca procesos de atencidn, aprendizaje y memoria (De Souza
et al., 2011), las cuales requieren un estado de alerta y la habilidad de mantener o
cambiar la atencidon apropiadamente bajo varias situaciones (Chaudhury y Colwell,

2002).

El aprendizaje se define como un cambio conductual, relativamente permanente,
como resultado de la practica o experiencia, que se da como respuesta adaptativa a un

estimulo (De Souza et al., 2011).

Por otro lado, la memoria puede definirse como la persistencia de un comportamiento
aprendido a lo largo del tiempo (De Souza et al.,, 2011) que involucra cambios
persistentes en las conexiones entre neuronas (SfN, 2008). La memoria no es una
funcion cerebral simple, sino una compleja red de diferentes funciones
interrelacionadas que trabajan juntas para manejar informacién, por lo que debe
entenderse como un sistema cuyo proposito es clasificar, codificar, almacenar y
recuperar informacion basada en experiencia relevante al sujeto (Carrillo-Mora et al.,

2009).

Existen diversos tipos de memoria y el cerebro parece procesarlas de diferentes
maneras, involucrando distintas dreas (De Souza et al., 2011; SfN, 2008). De manera
general se puede hacer una clasificacién de la memoria de acuerdo a la duracién de
almacenamiento de ésta (el tiempo entre la adquisicién y la recuperacién),

separandose en memoria a corto y largo plazo (Carrillo-Mora et al., 2009).

La memoria a corto plazo tiene una capacidad limitada en cuanto a la cantidad de

informacién que puede ser almacenada y recuperada y tiene un decaimiento temporal
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a corto plazo, usualmente definido entre varios segundos y un minuto e involucra
eventos bioquimicos (SfN, 2008), asi como cambios en la actividad de proteinas
existentes para mediar respuestas sinapticas (Eckel-Mahan et al., 2008) y afectar la

fuerza de las sinapsis (SfN, 2008).

Por otro lado, la memoria a largo plazo puede almacenar cantidades de informacién
ilimitadas por una duracion de tiempo potencialmente ilimitada (Morellini, 2013). Para
su formacién se requiere la sintesis de proteinas, asi como modificaciones post-
traduccionales (SfN, 2008; Eckel-Mahan et al., 2008), por lo que requiere una mayor
cantidad de tiempo (Eckel-Mahan et al., 2008). La informacidn almacenada en la
memoria a corto plazo puede ser transferida a la memoria a largo plazo por un proceso
llamado consolidaciéon (Wang y Morris, 2010), el cual ocurre en un lapso de varias

horas (Ji y Wilson, 2007).

Dentro de la memoria a largo plazo se da otra clasificacion en varios subtipos,
dependiendo del tipo de informacidn almacenada y los procesos cognitivos que

subyacen la codificacién, identificandose dos tipos mayores de memoria:

e Declarativa o explicita, la cual se refiere a la capacidad de recordar informacién
que es transmitida o expresada (Carrillo-Mora et al., 2009), conscientemente
activada e incluye el conocimiento y significado de los hechos. Este tipo de
memoria esta involucrada en la modelacion del mundo externo (Squire, 1998;
Milner et al., 1998).

e No declarativa o implicita, el cual es un término que abarca diferentes tipos de
memorias no declarativas (Squire, 1998). Estas memorias son procedurales, por
lo que representan informacién requerida para la ejecucién de habilidades
motoras, cognitivas o perceptuales que no se transmiten oralmente (Carrillo-

Mora et al., 2009).

El siguiente esquema (Fig. 5) muestra la clasificacion que se tiene acerca de los

sistemas de memoria.
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SEMANTICA
MEMORIA DECLARATIVA: (Conocimiento general del entorno
(Informacion facil de o hechos sin marco temporal-espacial) LOBULO TEMPORAL
transmitir verbalmente) EPISODICA MEDIO-DIENCEFALO
(Recuerdos conscientes de eventos
SISTEMAS DE MEMORIA personales pasados)
A LARGO PLAZO
PROCESAL ESTRIADO
(Habilidades y habitos)
MEMORIA NO — N EOCORTEZA
DECLARATIVA (Aumento en las habilidades
(Informacién no verbal/ de aprendizaje perceptual)
inconsciente)
ONDICIONAMIENTO Respuestas emocionales AMIGDALA
CLASICO SIMPLE <
(Asociacién entre dos Respuestas esqueléticas CEREBELO
estimulos)
APRENDIZAJENO
ASOCIATIVO VIAS DE REFLEJOS
(Habituacion, deshabituacion,
sensibilizacién)
SISTEMAS DE MEMORIA
(Irll)f(E)rggcRigr?r:;!iﬁazn?ente disponible _I:_‘:Eﬂ(ﬁg DE (Capacidad de almacenamiento transitoria y limitada de informacion
de eventos cognoscitivos recientes) reciente)

Figura 5. Esquema que muestra la clasificacion de los diferentes sistemas de memoria (Imagen tomado y
modificada de Carrillo-Mora et al, 2009)

Cabe destacar que estas definiciones implican la cualidad del habla, la cual es
inherente al humano (Carrillo-Mora et al., 2009), por lo que es complicado conocer si
los animales procesan y almacenan informacidn compleja similar a la memoria
declarativa (Tulving, 2002). Se ha propuesto que en animales, una respuesta
conductual basada en qué ocurrié, dénde y como en base a una experiencia pasada
puede ser tomada como una memoria similar a la declarativa (Clayton y Dickinson,
1998) y la memoria espacial propuesta por Olton en 1979 cumple esto; este tipo de

memoria es el que nos interesa.

EL HIPOCAMPO Y LA MEMORIA ESPACIAL

La memoria espacial se define como la funcidn cerebral responsable de reconocer,
codificar, almacenar y recuperar informacion relacionada a la locacién de objetos
fisicos o de rutas especificas en el espacio (Morellini, 2013; Carrillo-Mora et al., 2009).
Debido a que presenta la habilidad de relacionar sefiales separadas entre ellas (Buzsaki
y Moser, 2013), y a que se ha demostrado que subyacen las mismas estructuras

anatémicas que en la memoria declarativa (De Souza et al., 2011), es que se considera
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como un subtipo de memoria episddica que almacena informacién dentro de un marco

espacio-temporal (Carrillo-Mora et al., 2009; Morellini, 2013).

Este tipo de memoria se caracteriza porque el animal genera un mapa espacial del
contexto en el que se encuentra (mapa cognitivo), relacionando para esto diversas
sefiales externas, con lo cual genera una estrategia de navegacién de tipo espacial y
puede orientarse hacia un objetivo (D"Hooge y De Deyn, 2001; Carrillo-Mora et al.,

2009).

La estructura responsable de procesar y almacenar las relaciones entre estas sefiales
es el hipocampo. (Rueda-Orozco et al., 2006), por lo que se considera la estructura
fundamental requerida para el procesamiento cognoscitivo, retencion y recuperacion
de informacion espacial (Morellini, 2013; Dusek y Eichenbaum, 1997; Carrillo-Mora et

al., 2009; Matos et al., 2011).

El hipocampo, junto con el giro dentado y el subiculum, forman parte de la formacién
hipocampica (Redolar, 2011) la cual es un componente esencial del sistema limbico del
cerebro. Esta estructura cerebral es bastante conocida en aspectos basicos de
anatomia, fisiologia y funciones conductuales por lo que se considera una buena

region para estudiar funciones corticales mayores (Morgane et al., 2002).

El hipocampo se comunica de manera interna a través de tres vias principales, las
cuales al interactuar forman el circuito trisindptico hipocampico (Rueda-Orozco et al.,
2006). Este se basa en una serie de sinapsis secuenciales (vias) que transmiten

informacién en la siguiente direccién principalmente (Fig. 6):

- Via perforante: corteza entorrinal —> células granulares del giro dentado ->

- Fibras musgosas: giro dentado->células piramidales del Cornu Ammonis (CA) 3-

- Colaterales de Schaffer: CA3 -> células piramidales CA1 las cuales, en turno,
proyectan de vuelta al area entorrinal (Morgane et al., 2002; Cintra et al., 1997;

Rueda-Orozco et al., 2006).

Este circuito, junto con las neuronas de proyeccién y los circuitos locales de
interneuronas, representan el mddulo de procesamiento basico en la formacién

hipocdmpica (Morgane et al., 2002).
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Colaterales de

Schaffer \ CA1

| \ Via perforante

Fibras musgosas —— RO

DENTADO

Figura 6. Localizacién del hipocampo en el cerebro de la rata y ejemplificacién del circuito trisinaptico
hipocampico (Imagen tomada y modificada de Rueda-Orozco et.al., 2006).

La formacion hipocampica esta involucrada en funciones como la atencidn, aprendizaje
y memoria (especialmente de caracteristicas espaciales) (Morris, 1984; Valadares et
al., 2010; Morgane et al., 2002; Miklos, 1993; Fukuda et al., 2007), asi como en la
navegacion. Esto se debe a la presencia de distintas clases de neuronas cuya actividad

se relaciona con la orientacién y la posicién del animal en el espacio (Wills et al., 2014).

Entre las principales podemos encontrar a las células de lugar, las cuales se disparan
cada que el animal ocupa una posicién especifica en su ambiente y por lo tanto
codifican la localizacion actual del animal; las células de direccion de la cabeza (HD, por
sus siglas en inglés), las cuales codifican la direccion de la cabeza del animal; las células
de red, las cuales disparan en varios lugares del entorno organizadas en una rejilla
hexagonal simétrica y que pueden codificar la distancia viajada; y las células de
vectores limites, las cuales responden a los limites del ambiente y podrian representar
las entradas fundamentales de las células de lugar y de red. Se cree que estas

neuronas son la base neuronal de los mapas cognitivos (Wills et al., 2014).

Por otra parte, el aprendizaje y la memoria estan atribuidos a cambios en las sinapsis
neuronales (SfN, 2008). Durante el proceso de consolidacion de la memoria, los

estudios en ratas han demostrado que estd involucrada una cascada de eventos
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celulares y moleculares en los que se involucran sintesis de glicoproteinas (lzquierdo y
Medina, 1997) que alteran la eficacia sinaptica y la interaccién entre el hipocampoy la

corteza cerebral (Dudai, 2004).

Durante el proceso de memoria el hipocampo forma parte de tres circuitos
relacionados pero diferentes: uno durante la adquisicion, otro durante la formacién de

la memoria, y otro en el momento de la recuperacion (lzquierdo y Medina, 1997).

Especificamente, en el proceso de consolidacién parece que el hipocampo y la regién
parahipocdmpica juegan un papel critico (SfN, 2008), cumpliendo la funcién del
involucramiento en la integracion y consolidacién de la informacién sensorial separada
(De Souza et al., 2011) y realizando una trasferencia de memorias hacia la corteza (Ji y
Wilson, 2007), la cual parece jugar un rol en términos de almacenamiento a largo plazo

de la informacidn (De Souza et al., 2011).

Ademas de estos procesos, parece que a nivel celular la neurogénesis adulta es un
componente critico que contribuye a la formacidn del aprendizaje y la memoria (Deng
et al., 2010; Matos et al., 2011). Este proceso se da en la formacién hipocdmpica, junto
con la zona subventricular de los ventriculos laterales (Hastings y Gould, 1999) y se
cree que de manera particular, la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo
participa de manera importante en los procesos de aprendizaje y la memoria (Matos et

al., 2011).

LA MALNUTRICION, EL HIPOCAMPO Y LA MEMORIA ESPACIAL

Como se menciond anteriormente, la MN durante el desarrollo del organismo afecta
un gran numero de procesos, los cuales tienen efectos a largo plazo que conllevan a
deficiencias permanentes, tanto en procesos cognoscitivos, como en el

comportamiento (Morgane et al., 2002).

Las afectaciones por MN producen cambios neurofisiolégicos, neuroquimicos y
neuroanatémicos en la estructura y funcién de la formacién hipocampica (Tonkiss et
al., 1991; Tonkiss et al., 1994; Cintra et al., 1997; Valadares y Almeida, 2005); como son
volumen hipocampico reducido (Ranade et al, 2008), alteracion en el tiempo de

desarrollo del giro dentado (Debassio et al., 1994, 1996), alteraciones morfoldgicas y

20



pérdida de neuronas y sinapsis (Lister et al., 2005; Bonatto et al., 2005; Meryem y Weil,

2012; Granados-Rojas et al., 2004), desequilibrio en los neurotransmisores, alteracion

del flujo y transmisién de informacién, déficits en la induccién (Morgane et al., 2002;

Granados-Rojas et al., 2004; Tonkiss et al., 1993) y mantenimiento de la potenciacioén a

largo plazo (Morgane et al., 2002; Tonkiss et al., 1994; Lister et al., 2005; Soto-Moyano

et al., 2005), limitaciones en la plasticidad, afectacién en la organizacion interneuronal

(Morgane et al., 2002; Fukuda et al., 2007; Diaz-cintra et al., 2007) y en la consolidacién

sindptica (Granados-Rojas et al., 2004).

En la siguiente tabla se muestran algunas de las alteraciones encontradas en el

hipocampo debido a malnutricién:

Tabla | .Alteraciones en el hipocampo debido a malnutricion hipoproteinica.

Tipo de malnutricion
Hipoproteinica

Duracion de la
malnutricidon

Hallazgos

Autores

Dieta 6% caseina

Gestacién
Gestacion y lactancia
Lactancia

-No diferencias significativas
-Disminucidn en el sistema de fibras musgosas y en
el volumen de referencia total de éste.

Granados-Rojas
etal., 2004

Dieta 6% caseina Gestacion Menos neuronas en la regién CA1, asi como Lister, et al.,
disminucion en el volimen de la regién CAly el 2005
subiculum

Dieta 8% caseina Gestacion Incremento en la concentraciéon y liberacidn de Soto-Moyano et

noradrenalina cortical durante la vida postnatal
temprana

al., 2005

Restricciéon de
alimento al 50%

Gestacion y lactancia

Lactancia

-Déficit en la proliferacion celular y en la
supervivencia celular en el hipocampo.
-No diferencias significativas después de 3 semanas.

Matos et al.,
2011

Dieta 6% caseina

Gestacion

-Déficit en la densidad de espinas de las dendritas
de las células piramidales del estrato moleculary
aumento en la densidad de espinas en las dendritas
de las células piramidales en el estrato radiado (30d)
y déficit en el dia 90 y 220.

Cintra et al., 1997

Dieta 6% caseina

Desde Gestacidn hasta
los 49d de edad

Alteraciones duraderas en el sistema colinérgico
hipocampico

Fukuda et al.,
2007

Dieta 6% caseina

Gestacion

Alteracidn en la habilidad de modificar la frecuencia
del ritmo theta hipocampal para que coincida con los
requisitos de un estado particular de atencioén.
Aumento en la magnitud y duracidon de la inhibicidn
mediada interneuralmente de la excitabilidad de las
células granulares.

Tonkiss et al.,
1993

Dieta 8% caseina

Gestacion vy lactancia

Mayor poder en la banda theta (EEG), especialmente
durante los estados desincronizados de vigilia y REM.
Aumento en la concentracién en 5-HT y 5-HIAA en el
cerebro.

Resnick et al.,
1979
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Camadas grandes Lactancia Pérdida de células hipocampicas y disminucidn en el | Huang et al., 2003
(20-22 crias) nivel de fosforilacion de CREB en CA1.
Dieta 6% caseina Gestacion Disminucidn en la neurogénesis de las células De Bassio, et al.,

granulares del giro dentado (d8), prolongacién del
ciclo celular. Aumento de células granulares en el
d30.

1996

Dieta 7% caseina

Gestacidn y lactancia

-Reduccidn del 60% en el volumen del giro dentado,
66% menos volumen en la regién CAl y reduccién
del 38% en la regidn CA3.

Ranade et al.,
2008.

Dieta 7% caseina

Gestacion y lactancia

Astroglidsis en la corteza cerebral e hipocampo

Feoli et al., 2008

Dieta 8% caseina

- 2-10 meses de edad

- 2-8 meses de

edad(seguido de 2 —

-Pérdida del 30% de sinapsis entre fibras musgosas y
las dendritas de las células piramidales de CA3, esto
se revirtio en las rehabilitadas.

-Reduccion del 20% en el nimero total de células
granulares, 25% de las neuronas piramidales CA3 y
30% en el numero total de células piramidales de

Lukoyanovy
Andrade, 2000.

meses de CAl.
rehabilitacion)
Dieta 6% caseina Gestacioén Disminucidn en la capacidad de adquirir y mantener | Austin et al.,
el potencial postsindptico excitatorio (componente 1986
de LTP) en el giro dentado.
Dieta 6% caseina Gestacion Cambios localizados en el sistema aferente de 5-HT Blatt et al., 1994.
en la formacién hipocampica: Disminucion de la
densidad de fibras de 5-HT en el giro dentado y CA3.
Disminucién de 15-25% en los sitios de captacion de
5-HT en CA3 y CAL.
Dieta 6% caseina Gestacion El inicio de la muerte celular se retrasa en las Diaz-Cintra et al.,

Gestacion y Lactancia
Lactancia

interneuronas GAD-67 en el giro dentado y
afectacidn diferencia del desarrollo de las
interneuronas GAD-67 a lo largo del hipocampo
dorsal.

2007

Se cree que todas estas afectaciones mencionadas pueden estar relacionadas con los

déficits conductuales y disfunciones en el aprendizaje y la memoria espacial que se han

observado (Valadares y Almeida, 2005; Morgane et al., 2002; Lister et al., 2005; Laus et

al., 2011), debido al involucramiento de ésta estructura en estas funciones (Morris,

1984).

Sin embargo este tema es controversial, ya que las evaluaciones conductuales en

tareas de aprendizaje y memoria muestran resultados muy variados, como se muestra

en la siguiente tabla:
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Tabla Il . Afectaciones de la malnutricion Hipoproteinica sobre procesos de aprendizaje y memoria.

Periodo de
malnutricion

Tipo de estudio

Hallazgo

Autores

Gestacion hasta
49d de edad (6%
caseina)

- Memoria de trabajo (LAM) -
- Memoria de reconocimiento
de objetos

- Memoria de trabajo en
laberinto acuaticoen T

- Mayor latencia de escape
- Menor indice de reconocimiento

- No diferencias significativas

Valadares et. al.,
2010

Gestacion (6%
caseina)

- Pruebas de referencias
proximales (LAM)

- Pruebas de referencias
distales (LAM)

- No diferencias significativas

- No diferencias significativas

Tonkiss et al., 1994

Gestaciony
lactancia (7%

Memoria espacial (laberinto
de ocho brazos radiales)

Mayor nimero de errores en la
memoria de referencia y de trabajo

Ranade et al., 2008

caseina)
Lactancia (6% Aprendizaje y memoria Valadares y
caseina) espacial: -Mayor latencia de escape y mayor | Almeida, 2005.

LAM 1lensayo/dia (ensayos
espaciados)

LAM 4,8,12 ensayos/dias
(densidad intermedia)

LAM 24ensayos/dia (ensayos

tiempo para encontrar plataforma
en la prueba

--No diferencias significativas

condensados)
Nacimiento hasta LAM Problemas de aprendizaje con Fukuda et al., 2002
50d de edad sefales distales pero no con
sefiales proximales
2d hasta los 17d de | LAM: Castro y Rudy,

edad (privacion de
leche 12h al dia)

- Referencias proximales
- Referencias distales

-No diferencias significativas.
-Retardo en el desarrollo de la
navegacion distal

1987.

Gestacion (6%
caseina)

LAM
Referencias distales

Mayores distancias de nado, no
diferencias en las pruebas

Tonkiss et al., 1997

8% caseina:

2-8 meses de edad
(rehabilitados)
2-10 meses de
edad

LAM

-Crdnicas: Mas tiempo nadando a
lo largo de la pared del laberinto,
menos cruces por el sitio de la
plataforma durante la prueba
(déficits de retencion).
-Rehabilitadas: No diferencias
significativas

Lukoyanov y
Andrade, 2000.

Nacimiento a 49d
de edad (6%
caseina)

LAM con un tratamiento de
escopolamina:
-Sin tratamiento

-Tratamiento antes de los
entrenamientos
-Tratamiento después de los
entrenamientos

-Peor desempeiio en
entrenamientos, no diferencias en
pruebas

-Con dosis mayor los MN tuvieron
mejor desempeno

-Mejor desempeio

Menor efecto a la escopolamina,
sugiriendo cambios en el sistema
colinérgico

Fukuda et al., 2007
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Los diferentes estudios parecen indicar que éstas afectaciones pueden ser
dependientes de la edad (Meryem y Wail, 2012; Tonkiss et al., 1994), el tipo de tarea
(Kar et al., 2008; Morgane et al., 1978; Valadares et al., 2010; Cimadevilla et al., 2004),
el sexo (Kar et al., 2008; Cimadevilla et al., 2004), el momento y la severidad del insulto
(Meryem y Wail, 2012), o la fase del proceso que se analice (aprendizaje, memoria a
corto plazo, readquisicidon, etc.), afectando de manera distinta a cada una de ellas
(Morgane et al., 1978; Matos et al., 2011); sugiriendo una afectacién en diferentes
grados a las diferentes funciones neuropsicoldgicas (Kar et al., 2008). Ademas, parece
ser que la hora del dia en que se estudien (Eckel-Mahan y Storm, 2009), asi como el
tipo de aparato y el protocolo utilizado puede influir en los resultados (Valadares et al.,
2010; Cimadevilla et al., 2004), y parece ser posible que en algunas pruebas ciertas
alteraciones puedan ser revertidas después de una recuperacién nutricional (Valadares

etal., 2010).

Ya que la hora del dia parece afectar el desempeiio de las tareas cognoscitivas, se
sugiere que los procesos de memoria y aprendizaje estdn sujetos a una modulacién
circadiana, lo que provoca diferencias en el desempeiio dependiendo de la fase (Eckel-
Mahan y Storm, 2009). De ser asi, los efectos de la MN sobre el sistema circadiano
podrian explicar las diferencias conductuales y cognoscitivas que se han reportado

(Castafion-Cervantes y Cintra, 2002).

Por lo tanto, es necesario conocer como se generan los ritmos circadianos en los

mamiferos, lo cual se explicara a continuacién.

RITMOS CIRCADIANOS

Los ritmos bioldgicos se definen como toda oscilacidn, regular en el tiempo, de una
variable bioldgica, y se caracterizan por los siguientes pardmetros: periodo o
frecuencia, amplitud, mesor y fase (Fig. 7). Estos ritmos suelen clasificarse por su
periodo en: circadianos (periodo de aproximadamente 24 horas), ultradianos (periodo

menor de 24 horas) e infradianos (periodo mayor de 24 horas) (Cardinali et al.,1994).
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Figura 7. Funcion cosinosoidal resultante del ajuste de datos, sobre la que se indican los pardmetros que
definen un ritmo bioldgico: Periodo (tiempo comprendido entre dos valores andlogos de la variable
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un momento dado). La acrofase es el momento en que la variable ajustada alcanza su valor madximo.
(Imagen tomada y modificada de ocw.unican.es).

Los ritmos circadianos tienen las caracteristicas de ser variaciones bioldgicas
enddégenas que fluctian con una periodicidad de aproximadamente 24h, que
contindian expresandose a pesar de estar aislados de cualquier estimulo externo (libre
corrimiento), ademas mantienen el periodo a pesar de las diferentes temperaturas
fisiolégicas y pueden ser sincronizados por sefales externas ambientales, como la luz u
otros estimulos (Benca et al., 2009; Gritton et al., 2013; Stenvers et al., 2012); éstas

sefiales se conocen como zeitgebers o sincronizadores (Dunlap et al., 2004).

En los mamiferos, el reloj maestro circadiano estd localizado en el nucleo
supraquiasmatico hipotalamico (NSQ) (Benca et al., 2009; Gritton et al., 2013; Stenvers
et al., 2012), localizado superior al quiasma 6ptico (Stenvers et al., 2012). Este nucleo
es una estructura compleja (10-15,000 neuronas) (Sahar y Sassone-Corsi, 2012),
compuesta de una agrupaciéon de osciladores celulares independientes que se acoplan

mutuamente por una red de sinapsis. Esta comunicacidn intercelular es responsable de
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la sincronia entre las células (Ruby et al., 2008) que da como resultado una sefial de

salida sincronizada con los ciclos externos (Sumova et al., 2012).

El NSQ controla multiples osciladores circadianos periféricos (Christ et al., 2012;
Stenvers et al., 2012) que se localizan en otras estructuras neurales, en células de
tejidos y érganos periféricos (Sumova et al., 2012), asi como oscilaciones circadianas de
la mayoria de los procesos fisioldgicos (enddcrinos, metabdlicos y conductuales)
(Duran et al., 2005; Ruby et al., 2008), generando asi diversos ritmos (Morgane et al.,
1978) como los del ciclo celular, temperatura corporal, metabolismo, alimentacion,

ciclo suefio-vigilia, entre otros (Gerstner y Yin, 2010).

La regulacién de los ritmos se da a través de una funcién orquestada de la maquinaria
molecular conocida como el reloj molecular (Sahar y Sassone-Corsi, 2012), la cual
consiste en asas de retroalimentacion transcripcional/traduccional autorreguladas de
los genes reloj (Christ et al., 2012; Sahar y Sassone-Corsi, 2012), las cuales regulan la
salida de los ritmos a través del SNC y la periferia (Benca et al., 2009; Stenvers et al.,

2012) por medio de vias paracrinas, neuronales y neuroenddcrinas (Christ et al., 2012).

En los mamiferos, el principal sincronizador o zeitgeber es la luz, y ésta sincronizacién
se lleva a cabo por neuronas que se proyectan del ojo a través del tracto

retinohipotaldmico y llegan al NSQ (Eckel-Mahan y Storm, 2009).

En el roedor, el NSQ se desarrolla gradualmente, por lo que durante el periodo
perinatal los relojes periféricos y central son vulnerables a perturbaciones por
condiciones externas (Sumova et al., 2012), como la MN. El desarrollo del NSQ en la

rata se da en tres etapas:

e Formacion y diferenciacién de neuronas, lo cual ocurre en el periodo prenatal.
Comienza en el dia 14 y continda hasta el dia 17 completdndose la
neurogénesis el dia 18 gestacional.

e Crecimiento y maduracién morfolégica de neuronas, lo cual ocurre desde el
momento de la formacidn de éstas hasta después del dia 10 postnatal.

e Formacién de sinapsis. Este proceso ocurre en la etapa tanto prenatal como en
la postnatal, teniendo su apogeo entre los dias 4 y 10 postnatales (Moore y

Bernstein, 1989; Christ et al., 2012).
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RITMOS CIRCADIANOS Y MEMORIA

Se ha demostrado que existen ritmos circadianos en la mayoria de las regiones del
cerebro (Eckel-Mahan y Storm, 2009) y que existen vias que conectan el NSQ con
estructuras limbicas involucradas con el proceso de memoria, como el hipocampo vy la
amigdala. Ademas de que existen conexiones indirectas (Gerstner y Yin, 2010), como la
inervacién a otras estructuras que influencian la funcién hipocampal (Ruby et al., 2008;
Chaudhury y Colwell, 2002). En el hipocampo se ha encontrado ritmicidad circadiana
en las vias centrales para el proceso de consolidacion de la memoria, en la expresion

genética y en la actividad enzimatica (Eckel-Mahan y Storm, 2009).

Ademas de esto, se ha encontrado que existen variaciones en el aprendizaje
(Valentinuzzi et al., 2004) y en la memoria dependiente de hipocampo (Sahar y
Sassone-Corsi, 2012; Gerstner, 2012) dependiendo la hora del dia y el fotoperiodo
(relacion de luz y obscuridad en el dia) (Benca et al., 2009; Gerstner y Yin, 2010; Eckel-
Mahan y Storm, 2009; Ruby et al., 2008). Por otro lado, la pérdida o atenuacién de la
organizacién circadiana afecta tareas del aprendizaje espacial y la formaciéon de
memorias episodicas, como la adquisicién y consolidacion (Ruby et al., 2008; Gritton et
al., 2013; Zelinski et al., 2014; Devan et al., 2001), asi como disminucién en la memoria

a largo plazo hipocampo dependiente (Eckel-Mahan y Storm, 2009).

Por otro lado, ya se han encontrado ritmos circadianos en ciertas funciones, como son
aprendizaje de miedo condicionado contextual (Chaudhury y Colwell, 2002), atencién
(Duran et al., 2011), plasticidad y excitabilidad sindptica hipocampica (Chaudhury et al.,
2005; Gerstner y Yin, 2010), potenciacién a largo plazo en el hipocampo y NSQ
(Chaudhury et al., 2005; Eckel-Mahan y Storm, 2009; Sahar y Sassone-Corsi, 2012;
Gerstner y Yin, 2010; Gerstner, 2012) y reconocimiento de objetos nuevos (Ruby et al.,

2008).

Todas estas evidencias indican que el reloj circadiano estd ligado con el aprendizaje y la
formacién de la memoria, y parecen sugerir que el rol del sistema circadiano va mas
alla de simplemente proveer organizacién temporal a la funcién de la memoria (Ruby

et al., 2008), por lo que influyen en mas de una manera.
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Sin embargo no se sabe en qué grado el reloj central es responsable de dirigir
oscilaciones en el circuito de la memoria (Gerstner y Yin, 2010), ya que se cree
pudieran ser originadas de manera autdnoma por células de la memoria en otras
regiones del cerebro, como el hipocampo (Gerstner y Yin, 2010; Sahar y Sassone-Corsi,

2012).

Esto ha generado la idea de que el entrenamiento de la memoria pudiera actuar como
un zeitgeber para regiones del cerebro que son responsables para la codificacidon
temporal y el almacenamiento de la memoria (Eckel-Mahan y Storm, 2009), ya que se
ha observado que en algunas situaciones los osciladores fuera del NSQ pueden dirigir
la sincronizacion cognitiva, y hay evidencia de que los osciladores no NSQuiasmaticos
comunmente interactian o compiten con el NSQ para influenciar los ritmos bioldgicos

y conductuales (Gritton et al., 2013).

Por lo tanto, el rol exacto que juega el sistema circadiano en los procesos de formacién
de memoria, asi como los mecanismos por medio de los que influye adun no se
esclarecen, ya que los estudios parecen indicar que el sistema circadiano puede no
solo influir de diversas maneras, sino que ademas tiene efectos variados dependiendo
de la tarea, la fase y la memoria que se estudie (Gerstner y Yin, 2010; Garren et al.,
2013), ejerciendo influencia sélo sobre algunas de ellas. Sin embargo, no es claro si
esto refleja diferencias fundamentales del rol del sistema circadiano o una mezcla de
diferencias entre métodos, especies (Garren et al., 2013) o incluso cepas de ratas, ya
que los resultados son inconsistentes (Cain et al., 2008). A pesar de esto, lo que queda
claro es que existe una relacion entre el sistema circadiano y los procesos
cognoscitivos, razén por la que es importante conocer las afectaciones que la MN

causa en el NSQ.

LA MALNUTRICION Y EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

A pesar de que la generacion de la periodicidad circadiana es altamente estable (Duran
et al., 2005), se han observado alteraciones duraderas en la arquitectura y organizacién
del sistema circadiano debido a MN proteinica, afectando distintos pardmetros de los

ritmos (como fase, acrofase, sincronizacion, amplitud y porcentaje de ritmo) o la

28



relacidn (sincronizacidn) entre ellos (Aguilar-Roblero et al, 1997; Castaifion-Cervantes y

Cintra, 2002; Duran et al., 2005; Duran et al., 2008; Duran et al., 2011).

Se han observado afectaciones por MN en los ritmos de alimentacion, suefio (en
particular de suefio REM) (Morgane et al., 1978; Castaifion-Cervantes y Cintra, 2002),
temperatura de la corteza cerebral, melatonina (Castafion-Cervantes y Cintra, 2002),
actividad locomotriz, temperatura corporal (Durdn et al., 2008; Castandn-Cervantes y

Cintra, 2002) e ingesta de agua (Aguilar-Roblero et al, 1997).

Debido a que la MN durante el desarrollo afecta diversos sistemas quimicos y provoca
cambios neuronales en el NSQ se cree que las afectaciones a los ritmos pudieran
deberse a alteraciones neuroanatdmico-fisioldgicas, a una oscilacion circadiana pobre,
a afectaciones en la sincronizacién a la luz o en la transmisién de ritmicidad de los
efectores, y/o en la fuerza de acoplamiento de los osciladores circadianos (Aguilar-

Roblero et al, 1997; Castainion-Cervantes y Cintra, 2002; Duran et al., 2008).

Esta afectacidn en el NSQ parece tener una relacion con los procesos cognoscitivos, ya
que al evaluar el ritmo de atencidn en ratas malnutridas durante el desarrollo se ha
observado una disminucidon en la amplitud, asi como un corrimiento de fase en

comparacion con el grupo control (Duran et al., 2011).

Ademas de esto, se ha observado que la MN crénica en adultos puede afectar el ritmo
de ingesta de agua, generando una particién en el ritmo, lo que se sugiere podria
deberse a una disminucion en la fuerza de acoplamiento entre los osciladores del

sistema o los dos componentes del NSQ (Aguilar-Roblero et al, 1997).

Por todo esto decidié realizarse este estudio en el que se relacionan los aspectos de

ritmos circadianos, memoria espacial y MN proteinica perinatal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La malnutricion es un problema tanto a nivel mundial como nacional. De manera
particular nos interesa la malnutricion durante el periodo de desarrollo del SNC
(periodo perinatal), debido a que la afectacion durante este periodo produce
alteraciones importantes en diversas estructuras cerebrales, las cuales son
permanentes y pueden generar afectaciones en diferentes capacidades cognoscitivas

del individuo, asi como en la expresidn de diversos ritmos.

A pesar de que existen numerosos estudios acerca de los efectos que produce la
malnutricién sobre las capacidades cognoscitivas del individuo, los resultados no son
consistentes. En afios recientes se ha propuesto una relacién entre la expresion de
ritmos circadianos y el desempeno cognoscitivo, razéon que podria llegar a explicar

algunas de las diferencias que hasta ahora se han reportado.

Tomando en cuenta estos antecedentes, es probable que la MN durante el periodo
perinatal afecte no solamente el desempefio en los procesos de memoria vy
aprendizaje, sino también su distribucion temporal diaria, asi como la expresion de
otros ritmos, en este caso la ingesta de agua. Este tipo de estudios nos permite
entender mads claramente las afectaciones causadas por la MN en mamiferos en

distintos sistemas, asi como su relacion.
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HIPOTESIS

Se sabe que la malnutricidn proteinica perinatal altera el ritmo circadiano de actividad
locomotora, asi como la eficiencia de aprendizaje de la memoria de trabajo, por lo que
se espera que también el ritmo de ingesta de agua y la memoria espacial se vean

alterados.

OBIJETIVOS

GENERAL

Evaluar la distribucién temporal diaria del proceso de aprendizaje y memoria espacial
en la rata juvenil asi como los efectos que provoca la malnutricidn proteinica perinatal

sobre éstos.

PARTICULARES

e Determinar si los procesos de memoria espacial presentan un ritmo diario en
condiciones normales, y de ser asi determinar si la malnutricion proteinica
perinatal produce alteraciones en éste.

e Determinar si la malnutricion proteinica perinatal produce alteraciones en la
eficiencia de aprendizaje comparado con el grupo control.

e Determinar si la malnutricion proteinica perinatal produce alteraciones en el

ritmo circadiano de ingesta de agua.

31



METODO

OBTENCION DE ANIMALES Y MODELO DE MALNUTRICION

Se utilizaron 40 machos juveniles de rata albina de laboratorio (Rattus norvegicus),
cepa Sprague-Dawley de 45 a 93 dias de edad, los cuales se mantuvieron a una

temperatura ambiente (20-242C).

Para la obtencién de las ratas experimentales se utilizéd el modelo nutricional descrito
por Morgane y colaboradores en 1978, donde se administra una dieta isocalérica
normoproteinica de 25% caseina a las ratas control y una dieta isocaldrica con

contenido proteinico de 6% caseina a las ratas malnutridas.

Para la obtencion de crias se formaron dos grupos de ratas hembras nuliparas de la
cepa Sprague-Dawley (250-300g) elegidas al azar y tomadas del Bioterio de la Facultad
de Ciencias. Un grupo conformd a las madres control y el otro a las madres

malnutridas.

Ambos grupos fueron alimentados ad libitum, con sus respectivas dietas, desde 2
semanas antes de entrar al protocolo de cruza hasta el fin del periodo perinatal,
asegurando asi la malnutricidén proteinica aguda de las crias. Es importante notar que
las dietas de caseina son adicionadas con L-metionina, ya que carecen de este
aminoacido esencial. Ambos grupos estuvieron sometidos a un ciclo LO 12:12 y a una

temperatura de entre 20-242C.

Pasadas las dos semanas de induccidén todas las hembras entraron al protocolo de
cruza, en donde se introdujo un macho (de condiciones normales y tomado del
Bioterio) por cada dos hembras y se dejaron en cruza por un periodo de 3 ciclos
estrales (12 dias). Durante este periodo el macho tuvo la misma alimentacién que la

hembra.

Finalizado el periodo de cruza el macho fue retirado y las hembras se separaron en
cajas individuales durante todo el periodo de gestacion (21 dias) y lactancia (21 dias).
El estado de las hembras se monitoreo diariamente. Al nacer, todas las camadas
fueron estandarizadas a un maximo de 10 crias, y se formaron los grupos control (CT) o
malnutridos crénicos (MC) (Fig. 8).
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Figura 8. Diagrama de obtencion de grupos experimentales (Tomado y modificado de Duran et al., 2011).

Pasado el periodo de lactancia (21 dias), las crias se destetaron, marcaron y separaron
por sexo. A partir de este momento y hasta el final del experimento todos los animales

recibieron una dieta regular 25% caseina.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron 40 machos divididos en 2 grupos, dependiendo del modelo de nutricién

perinatal:

e Grupo Control (CT). Machos descendientes de madres alimentadas con dietas
isocaldricas, normoproteinicas, 25% caseina, n=20.
e Grupo Malnutrido Crénico (MC). Machos descendientes de madres alimentadas
con dietas isocaldricas, hipoproteinicas, 6% caseina, n=20.
Cada grupo se dividid en 4 subgrupos, dependiendo de la hora del dia en que

realizaron la prueba conductual (LAM).

e 7hrs. Corresponde a 1 hora después del encendido de las luces (ZT1), n=5.
e 13hrs. Corresponde a 7 horas después del encendido de las luces (ZT7), n=5.
e 19hrs. Corresponde a 13 horas después del encendido de las luces (ZT13), n=5.

e 1hrs. Corresponde a 19 horas después del encendido de las luces (ZT19), n=5.
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A los 45 dias de edad (dp45) los machos entraron a la fase experimental, en la que se
realizaron dos pruebas diferentes. Durante todo el proceso las ratas tuvieron agua vy

alimento ad libitum. Se tom¢ el peso de todos los animales en el dp55.

RITMO DE INGESTA DE AGUA

Se evalué este ritmo a 16 ratas elegidas al azar, n=8 CT y n = 8 MC. Este procedimiento
se realizd durante todo el experimento (48dias) con la finalidad de observar
alteraciones en el ritmo provocadas por la malnutricién o la manipulacién requerida
durante la experiencia conductual, como se ha reportado en otros estudios (Aguilar-

Roblero et al, 1997).

Para medir este ritmo se utilizaron sensores épticos de reflexion, construidos en el
laboratorio y colocados en el bebedero del animal a 5mm de la boquilla (Fig. 9). Estos
sensores a su vez se conectaron a un sistema de procesamiento de sefales que se
encontraba conectado a una computadora, la cual a través de un software
especializado (Actiview) registré las sefiales cada 10 minutos para la obtencién de

actogramas.

Se utilizaron sensores QRD1114; estos sensores contienen un diodo emisor infrarrojo y
un fototransistor (receptor) de silicio NPN montados uno al lado del otro. En este tipo
de sensores el diodo emite una sefal infrarroja de manera constante, la cual se refleja
al momento de que la rata se encuentra a una distancia maxima de 1cm del sensor;
cuando esto pasa el fototransistor recibe el reflejo de la luz y envia una seial (entrada)
al sistema, la cual se interpreta como ingesta de agua. Mientras no haya un
acercamiento por parte de la rata a los sensores el sistema no recibe ninguna sefial de
entrada, lo cual se interpreta como ausencia de ingesta de agua (Fig. 10). Se utilizaron
este tipo de sensores por considerarse altamente especificos para nuestros propdsitos,
ya que para registrarse una sefial la distancia entre la rata y el bebedero debe ser de

maximo 5mm (1cm al sensor), lo cual sucede bdsicamente cuando se ingiere agua.
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Figura 9. Foto de sensores utilizados para registrar la ingesta de agua.

5V
+V
1: PIN 1 - COLECTOR
2: PIN 2 - EMISOR
3: PIN 3—ANODO
Micro 4:PIN4—C~ATODO
MICRO: SENAL QUE SE
— = — MANDA A LA MAQUINA
§ : RESISTENCIAS
—
= :TIERRA
™) [n]
o
+7

Figura 10. Esquemdtico del circuito utilizado en los sensores.

El perfil de ingesta de agua se dividié en 3 fases (Fig. 11):

e Fase 1 (Sincronizacién). Comienza en el dp45 y tuvo una duracién de 28 dias

con un fotoperiodo (L:0) 12:12. Durante esta fase se realizé de manera paralela

el analisis conductual de aprendizaje y memoria espacial.

e Fase 2 (Libre corrimiento). Comenzd en el dp73 y tuvo una duracién de 10 dias.

Las ratas se encontraron en un fotoperiodo de obscuridad constante (0:0).
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e Fase 3 (Resincronizacion). Comenzd en el dp 83 y duré 10 dias. El fotoperiodo

fue L:0 12:12.

dpd5 L0 12:12

E1-dpS5 protocolos realizados.
P1- dp56

P2- dpb2

dp73 oo

L3

dp&3 L:012:12

dpo3

LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Uno de los laberintos mas utilizados para analizar aprendizaje y memoria espacial en
ratas es el laberinto acuatico de Morris (LAM), inventado por Richard G. M. Morris en
1981 (Morellini, 2013; Carrillo-Mora et al., 2009; De Souza et al., 2011). Este laberinto
fue desarrollado para evaluar la memoria espacial en ratas, ya que explora y estimula
el uso de estrategias espaciales basadas en sefales visuales del entorno para generar
una representacién global real del ambiente externo (mapa cognoscitivo), el cual se
utiliza para encontrar la solucién, en este caso una plataforma (Carrillo-Mora et al.,
2009). Para esto, se hace uso de la navegacion, la cual se define como la habilidad de
desplazarse de un lugar a otro (Morellini, 2013) y que se logra usando distintas
estrategias en cuanto al uso de sefiales: idiotéticas(internas, generadas por el propio
movimiento) y alotéticas (externas, basadas en la representacién espacial del entorno
en base a sefiales presentes) (Carrillo-Mora et al., 2009; Morellini, 2013). La
navegacion del tipo alotético juega un rol central en las teorias relacionadas a la
memoria espacial como modelo de la memoria declarativa humana (Morellini, 2013),

por lo que es la utilizada en este experimento.
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Este laberinto presenta ventajas frente a otros aparatos ya que no requiere una
recompensa de comida para motivar el comportamiento (Valadares y Almeida, 2005),
lo cual es importante ya que se ha observado que en animales MN existe un
incremento en la motivacion por comida en respuesta a la privacion (Laus et al., 2011).
Ademads, debido a que requiere la utilizaciéon de estrategias de mapas espaciales, los
cuales son dependientes de hipocampo, la ejecucién se vera afectada si existe dafio
hipocampal (Valadares y Almeida, 2005), por lo que este laberinto se considera una

herramienta extremadamente sensible a estas afectaciones (Morris, 1984).

Con base en esto, se realizd un perfil de eficiencia de aprendizaje y memoria espacial

utilizando el LAM. Esta prueba se realiz6 en el dp55 (Fig. 11).

Se utilizé una tina pintada de negro, con un didmetro de 90cm y una profundidad
suficiente para permitir el nado de las ratas. La tina se dividid en cuatro cuadrantes (1,
2, 3y 4), cada uno con una marca de referencia en la mitad (A,B,C,D). En el cuadrante 4
se colocd una plataforma negra (P) de 15x15cm (Fig. 12), la cual quedaba invisible al
momento de llenar la tina con agua. El agua se mantuvo a una temperatura de entre

20-22°C.

Se colocaron sefiales visuales en las paredes del cuarto que sirven como referencia a la

rata para generar un mapa espacial y orientarse hacia la plataforma (Fig. 13).

]
N

C
Figura 12, Esquema  del
Laberinto Acudtico de Morris
0 £ (LAM]. En los puntos A, B y C
se liberaba ol organismo para
que encontrara la plataforma.

D
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Figura 13. Sefiales visuales utilizadas en
el LAM.

Esta prueba tuvo una duracion de 8 dias, y se divide en 3 etapas:

Entrenamientos (Aprendizaje). Se realizé en el dp55 y dp56. En cada uno de los
dias el animal pasa por 10 entrenamientos con duraciéon de 60 segundos y 30s.
de descanso entre cada uno. Antes de iniciar los entrenamientos se da una
etapa de habituacidn en la que se dirige a la rata por una distancia corta hacia
la plataforma, sosteniéndola por debajo de las patas delanteras; esto con la
intencidn de disminuir el estrés. Pasado esto comienzan los entrenamientos,
seguidos uno de otro. Inicialmente se le dan 30s a la rata en la plataforma para
reconocimiento del lugar, pasado esto se transporta al animal hasta uno de los
puntos del laberinto (A, B o C) en donde se liberard, siempre con el cuidado de
bloguear su campo de visién. El punto de salida en cada uno de los
entrenamientos se eligid6 de manera aleatoria. Una vez liberado el animal se
tomoé el tiempo que tardd en llegar nadando hasta la plataforma, sino lo logra
en el lapso de 60s se le dirigié hasta ella. Al finalizar los entrenamientos las
ratas se regresaron a sus cajas y se dejaron descansar por un periodo de 24

horas. Al dp56 se repiten los 10 entrenamientos.

Pruebal (Memoria a corto plazo). Se realizé en el dp56 posterior a los
entrenamientos. Tiene una duracién de 90 segundos. Los primeros 30s se deja
a larata en la plataforma y posteriormente se dirige al animal, bloqueando su

campo de vision, a uno de los puntos A, B o C; antes de liberarlo se retira la
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plataforma sin que el animal se percate. Una vez liberado se toma el tiempo
gue la rata pasa nadando en el cuadrante donde se encontraba la plataforma
(cuadrante 4). Al finalizar la prueba la rata se retira del laberinto y se regresa a

su caja.

e Prueba2 (Memoria a largo plazo). Se realiza en el dp62 y dura 90 segundos. Se
le dan 30s a la rata sobre la plataforma para que reconozca el cuarto. Al igual
gue en la prueba anterior se libera a la rata de un punto elegido al azar y se
mide el tiempo que pasa nadando en el cuadrante donde se encontraba la

plataforma (cuadrante4).

Esta prueba se realizo a lo largo del dia en cuatro diferentes puntos temporales (ZT1,
ZT7,7ZT13 y ZT19). Cada subgrupo, se probd en un punto del dia diferente para obtener
el ritmo diario de memoria espacial (n=5 en todos los subgrupos, los animales en cada

subgrupo fueron de diferentes camadas).

En las pruebas conductuales que se realizaron en la fase inactiva de la rata se tuvo la
precaucion de utilizar una luz roja para evitar la afectacion de la sincronizacion del

ritmo de la rata a la luz natural.

Se utilizé el sistema de registro ANY-MAZE (Stoelting CO, USA) el cual permitié grabar

todo el procedimiento conductual.

Al finalizar este procedimiento se continud con el protocolo de ingesta de agua que se

explicé anteriormente. Finalmente, al dp93 la rata termind la fase experimental.
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ANALISIS DE DATOS

El ritmo de ingesta de agua se analizé utilizando el programa Actiview, se examind la

fase y el periodo del ritmo en los diferentes fotoperiodos.

Para el LAM se utilizd el programa ANY-MAZE el cual permitié obtener los datos de

latencia de escape, velocidad de nado, distancia recorrida y tiempo en el cuadrante4.

Los datos se analizaron con el programa Statistica. Se realizaron pruebas t de Student y
de ANOVA de medidas repetidas (dependiendo el caso), asi como la prueba post-hoc
Fisher LSD. Para determinar si se encontraban diferencias significativas la p utilizada en
todas las pruebas estadisticas fue p< 0.05. Las graficas se realizaron con el programa

Sigma Plot.

Para el andlisis de ritmo de memoria espacial se utilizé el programa Chronos Fit,
utilizando la prueba estadistica de COSINOR, la cual se utiliza para analizar ritmos sin
frecuencias marcadas. Esta prueba realiza ajustes por medio de senos y cosenos para
calcular la acrofase, mesor y amplitud de la sefial sinusoidal obtenida. Se considera que

existe ritmicidad si estadisticamente el valor de p<0.05.
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RESULTADOS

La media de peso del grupo control fue de 203.545 + 10.8g y la del grupo malnutrido
de 171.425 + 10g al momento de entrar al protocolo de LAM. La diferencia de casi 20%

entre grupos es estadisticamente significativa (T=2.17, GL= 38, p=0.03).

COMPARACION DE PESO
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Figura 14. Grdfica de comparacion de pesos entre el grupo CTy MC al momento de entrar al LAM

(dp55).

RITMO DE INGESTA DE AGUA

Los actogramas del ritmo de ingesta de agua fueron obtenidos con el programa
Actiview y posteriormente se analizaron sus caracteristicas circadianas con el

programa Chronos-Fit.

Los datos obtenidos mostraron que el grupo CT presenté una mayor frecuencia de
ingesta de agua que el grupo MC, cabe destacar que estos datos son de frecuencia y no

de cantidad.
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Se analizd el periodo del ritmo de ingesta de agua durante los ciclos L:O, asi como el
tiempo de resincronizacién una vez concluido el ciclo O:0. Se realizaron pruebas t de
Student para comparar los datos obtenidos, los resultados se muestran en la siguiente

tabla.

Tabla Il . Comparacion del periodo del ritmo de ingesta de agua en las diferentes fases. En rojo los

valores de P significativos (p<0.05).

COMPARACION
ENTRE CT Y MC

Periodo del ritmo
de ingesta de agua

en L:D antes de

Periodo del ritmo
de ingesta de agua

en L:D después de

Tiempo (horas) que
tardaron los

animales en

entrara 0:0 entrara 0:0 resincronizarse

después de 0:0
Valorde T 1.5554 0.4006 -2.4007
Valor de P 0.1638 0.7006 0.0474
Grados de libertad 7.0000 7.0000 7.0000

Los grupos no muestran diferencias significativas en el periodo del ritmo de ingesta de
agua al encontrarse en un régimen L:O, presentando un ritmo muy cercano a 24h vy

sincronizandose bien a los estimulos luminosos.

En ambos grupos se observa un libre corrimiento al momento de entrar a 0:0 y al
terminar este régimen de luz se da una buena resincronizacién al régimen L:0O. Sin
embargo, si se encontrd una diferencia significativa en el tiempo de resincronizacién,

siendo mas veloces los animales CT por aproximadamente un dia.

Finalmente, en los actogramas no se observan variaciones en el ritmo provocadas por

la manipulacidon conductual a la que los animales fueron sometidos debido al LAM.

Algunos actogramas presentan ruido en las graficas debido a problemas técnicos con
los sensores, pero estos fueron reparados rapidamente por lo que las mediciones

pudieron continuar sin representar problemas para el estudio.
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Con los datos obtenidos en los actogramas se realizé un analisis de la relacidn alfa/ro
(actividad/reposo) durante las horas de luz (12hrs), de oscuridad (12hrs) y del dia

completo (24hrs) para descartar alteraciones de las fases. Los resultados se muestran a

continuacion:

RELACION ALFA/RO EN OSCURIDAD (12HRS)
100
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()]
.‘3 [ B ALFA
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Figura 15. Grdfica que representa las horas de oscuridad durante el periodo L:O (12h). En azul
fuerte las horas que los animales pasan en actividad (alfa) y en azul claro en reposo

(ro)(mediatzdem). Actividad se refiere al tiempo que los animales pasan ingiriendo agua.

RELACION ALFA/RO EN LUZ (12HRS)
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Figura 16. Grdfica que representa las horas de luz durante el periodo L:0 (12h). En azul fuerte las
horas que los animales pasan en actividad (alfa) y en azul claro en reposo (ro) )(mediazdem).
Actividad se refiere al tiempo que los animales pasan ingiriendo agua.
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RELACION ALFA/RO EN 24 HORAS
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Figura 17. Grdfica que representa las 24 horas del dia durante el periodo L:0. En azul fuerte las
horas que los animales pasan en actividad (alfa) y en azul claro en reposo (ro)(mediazdem).
Actividad se refiere al tiempo que los animales pasan ingiriendo agua.

Al analizar el tiempo pasado en actividad (alfa) y reposo (ro) en cada una de las fases
(12hrs) y a lo largo del dia (24 hrs) se observan algunas diferencias entre grupos,

aunque no llegan a ser significativas (p>0.05).

En todas las fases (oscuridad, luz y dia completo) los animales CT pasan mas tiempo en

actividad que los MC.

La fase de oscuridad es la Unica en la que se observa mas actividad que reposo, para el
grupo CT, y la misma actividad que reposo para el grupo MP. En la fase de luz, como en

el analisis de las 24hrs, ambos grupos pasan mas tiempo en reposo.

Es importante mencionar que en este caso actividad y reposo se refieren al tiempo de
ingesta de agua, y no a la relacién suefio-vigilia. Por lo tanto, podria haber momentos
durante el reposo en que los animales estuvieran activos, pero sin tomar agua;

situacion que no se registra en los actogramas.
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LABERINTO ACUATICO DE MORRIS
EVALUACION DEL APRENDIZAJE

Se obtuvo el tiempo de latencia de escape, eficiencia de aprendizaje y velocidad de
nado de cada entrenamiento (media esm) por subgrupo y por dia. Se realizd un
analisis post-hoc (Fisher’s LSD, p=0.05) y se encontraron varios puntos con diferencias

significativas entre grupos, horas y dia.

Latencia de escape

De manera general ambos grupos mostraron un proceso de aprendizaje normal; en
donde la latencia de escape disminuye con el paso de los entrenamientos. Esto refleja

el aprendizaje de la tarea, por lo que la plataforma se encuentra mas rapidamente.

El grupo CT muestra una curva de aprendizaje con una pendiente mas uniforme (con
menos variaciones a lo largo de los entrenamientos), a diferencia de los MC, en donde

hay mayor variacién.
El grupo CT muestra menor dispersion en sus datos en comparacion con los MC.

En el primer dia de entrenamientos se observa que las 7am y lam (ZT1y ZT19) son las
horas del dia en que el grupo CT aprende mds rdpidamente la tarea, mientras que a las
7pm (ZT13) se observan las mayores latencias de escape y una alta dispersién en los

puntos.

Tanto a la 1pm (ZT7), como a las 7pm, la dispersion del grupo CT es bastante alta en
todos los entrenamientos; mientras que a la 1lam y 7am la dispersidon disminuye

conforme avanzan los entrenamientos.

A todas horas los animales CT muestran una diferencia significativa entre el tiempo de
latencia del primer ensayo y el tiempo de latencia de los ultimos ensayos, lo que es
indicativo de que la tarea se estd aprendiendo. Lo mismo sucede con los animales MC,
a excepcioén de las 7pm, en donde a lo largo de todos los entrenamientos el tiempo de

latencia es muy similar.
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LATENCIA DE ESCAPE DIA 1
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FIGURA 18. Latencia de escape dia 1 (mediazesm). Grdficas a distintas horas del dial (D1) del
tiempo que tardaron (CT y MC) en encontrar la plataforma a lo largo de 10 entrenamientos. Con
asterisco los puntos con diferencias significativas tanto a la misma hora y dia, como entre horas y
dias. Se marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron diferencias significativas
en el mismo dia y hora; *d2 indica que en ese entrenamiento, a la misma hora pero del dia 2 se
encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,lam,7am indican que en ese entrenamiento el mismo
dia, pero diferente hora muestra dif. Significativas.

Los MC muestran un mejor desempefio a la 1pm que el grupo CT, exceptuando un
punto que se dispara. Su peor hora del dia fue las 7am, con tiempos muy por encima
del grupo CT en todos los entrenamientos. A diferencia del grupo CT, el grupo MC

muestra una dispersion bastante alta a todas horas.
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Es de notar que en la mayoria de las horas, ambos grupos, muestran un incremento de

tiempo (latencia de escape) en los Ultimos entrenamientos.
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FIGURA 19. Latencia de escape dia 2 (mediatesm). Grdficas a distintas horas del dia2 (D2) del
tiempo que tardaron (CT y MC) en encontrar la plataforma a lo largo de 10 entrenamientos. Con
asterisco los puntos en donde se encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia,
como entre horas y dias. Se marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron
diferencias significativas en el mismo dia y hora; *d1 indica que en ese entrenamiento, a la misma
hora pero del dial se encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,1am,7am indican que en ese
entrenamiento el mismo dia, pero a diferente hora se encontro dif. significativa.
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Se observa que todos los animales tuvieron un mejor desempefio que el dia anterior,
sin importar la hora; lo cual refleja el hecho de que la tarea se estd aprendiendo de

Mmanera correcta.

Las 7am es la hora en que se desempefaron de mejor manera los animales CT (igual
que el dial), seguido de las 7pm (12 hora después del cambio de luces). La hora de
peor desempeiio es la 1pm, momento en que ademas se observa la mayor dispersiéon
de datos (igual que en el dial). Al igual que el dia anterior, se observa un incremento

en el tiempo de latencia en el Ultimo ensayo, sin importar la hora.

El grupo MC muestra un mejor desempeno que el dia anterior, siendo esta vez muy
similar al del grupo CT. Su peor hora es la 1pm (contrario al dia anterior), momento en

el cual su dispersion es también la mas alta.

Los datos de ambos dias indican que las 7am y la 1am son las mejores horas para el
grupo CT (segunda mitad de la fase de actividad y principios de la fase de reposo). En el
grupo MC no se puede definir la mejor hora, ya que el desempefio varia en cada una

de las horas en los dos dias.

Eficiencia de aprendizaje

Se calculé la eficiencia de aprendizaje, valor que al acercarse a uno indica una mayor
eficiencia. Al igual que en las graficas de latencia se observa que de manera general se

inicia con una eficiencia baja, y al paso de los ensayos esta eficiencia aumenta.
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EFICIENCIA DE APRENDIZAJE DiA 1
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FIGURA 20. Eficiencia de aprendizaje (mediatesm). Grdficas a distintas horas del D1 de la eficiencia
de aprendizaje (CT y MC) a lo largo de 10 entrenamientos. Con asterisco los puntos en donde se
encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia, como entre horas y dias. Se
marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron diferencias significativas en el
mismo dia y hora; *d2 indica que en ese entrenamiento, a la misma hora pero del dia2 se
encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,1am,7am indican que en ese entrenamiento el mismo
dia, pero diferente hora, muestra dif. Significativas.
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FIGURA 21. Eficiencia de aprendizaje (mediatesm). Grdficas de la eficiencia de aprendizaje (CT y
MC) a lo largo de 10 ensayos, y a distintas horas del D2 (7am,13pm,7pm y 1am). Marcados con
asteriscos los puntos en donde se encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia,
como entre horas y dias. Se marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron
diferencias significativas en el mismo dia y hora; *d1 indica que en ese entrenamiento, a la misma
hora pero del dial se encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,1am,7am indican que en ese
entrenamiento el mismo dia, pero diferente hora muestra dif. Significativas.
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El grupo CT muestra, en el D1, su mayor eficiencia a las 7am y la peor a las 7pm, hora
en que la eficiencia es casi constante. En cuanto a dispersion, se observa que alas 7y
lam (horas con mayor eficiencia), la dispersién disminuye con el paso de los
entrenamientos. Por el contrario a las 7 y 1pm (horas de menor eficiencia), la

dispersidn siempre es alta.

En el D2 las 7am también es la hora de mayor eficiencia, seguida de la 1am; mientras
que la hora con menor eficiencia es la 1pm. En este dia se observa que la dispersion,
en general, disminuye al pasar los entrenamientos; a excepcion de la 1pm, en donde la

dispersidn siempre es muy grande.

En el caso del grupo MC, en el D1 presentan una mayor eficiencia a la 1pm y lam,
mientras que la menor eficiencia es a las 7am, contrario al D2 donde la mayor

eficiencia se presenta alas 7am y la peorala 1pm.

En ambos dias la 1am y 7pm presentan una eficiencia media a comparacion de las
demds horas. De manera general a todas horas, en los dos dias, se presenta una

dispersion alta a comparacién de las observadas en el grupo CT.

Se observa una tendencia a disminuir la eficiencia en los ultimos ensayos,
independientemente de hora y grupo. Esto podria estar indicando falta de interés o

cansancio.
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DISTANCIA RECORRIDA DIiA 1
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FIGURA 22. Distancia recorrida en metros desde el momento de la liberacion del animal hasta el
momento de encontrar la plataforma (mediatesm). Grdficas a distintas horas del D1 de la distancia
recorrida (CT y MC) a lo largo de 10 entrenamientos. Con asterisco los puntos en donde se
encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia, como entre horas y dias. Se
marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron diferencias significativas en el
mismo dia y hora; *d2 indica que en ese entrenamiento, a la misma hora pero del dia2 se
encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,1am,7am indican que en ese entrenamiento el mismo
dia, pero diferente hora muestra dif. Significativas.
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DISTANCIA RECORRIDA DIA 2
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FIGURA 23. Distancia recorrida en metros desde el momento de la liberacion del animal hasta el
momento de encontrar la plataforma (mediatesm). Grdficas a distintas horas del D2 de la distancia
recorrida (CT y MC) a lo largo de 10 entrenamientos. Con asterisco los puntos en donde se
encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia, como entre horas y dias. Se
marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron diferencias significativas en el
mismo dia y hora; *d1 indica que en ese entrenamiento, a la misma hora pero del dial se
encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,1am,7am indican que en ese entrenamiento el mismo
dia, pero diferente hora muestra dif. Significativas.
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Se observa para ambos grupos, sin importar hora y dia, que en el primer
entrenamiento la distancia recorrida es elevada, pero al pasar los entrenamientos ésta

va disminuyendo.

En general la distancia recorrida en el D2 es menor que en el D1 y disminuye mas
rapidamente con el paso de los ensayos, a excepcion de la 1pm del D2, en donde la

distancia recorrida es elevada y se mantiene casi constante para ambos grupos.

La distancia recorrida por el grupo CT y el MC, es bastante similar, sin importar hora y
dia; a excepcion del D1 a la 1pm, en donde el grupo MC recorre menor distancia que el

CT en la mayoria de los puntos.

Al igual que en las graficas anteriores se observa que la dispersidon de los datos es
mucho mayor en el grupo MC, siendo siempre bastante elevada a comparacién del
grupo CT. La hora de mayor dispersion para ambos grupos es la 1pm, tanto en el D1

como en el D2.

Similar a las graficas anteriores se observa, en muchos de los casos, que la distancia

recorrida aumenta en los ultimos entrenamientos.
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VELOCIDAD DE NADO DiA 1
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FIGURA 24. Velocidad de nado en metros sobre sequndos (mediatzesm). Grdficas a distintas horas
del D1 de la velocidad de nado (CT y MC) a lo largo de 10 entrenamientos. Con asterisco los puntos
en donde se encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia, como entre horas y
dias. Se marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron diferencias significativas
en el mismo dia y hora; *d2 indica que en ese entrenamiento, a la misma hora pero del dia2 se
encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,lam,7am indican que en ese entrenamiento el mismo
dia, pero diferente hora muestra dif. Significativas.

55



VELOCIDAD DE NADO DIA 2
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FIGURA 25. Velocidad de nado en metros sobre segundos (mediatesm). Grdficas a distintas horas
del D2 de la velocidad de nado (CT y MC) a lo largo de 10 entrenamientos. Con asterisco los puntos
en donde se encontraron diferencias significativas tanto a la misma hora y dia, como entre horas y
dias. Se marcaron con la misma letra los puntos en los que se encontraron diferencias significativas
en el mismo dia y hora; *d1 indica que en ese entrenamiento, a la misma hora pero del dial se
encontraron dif. Significativas; *7am,1pm,1am,7am indican que en ese entrenamiento el mismo
dia, pero diferente hora muestra dif. Significativas.

La velocidad de nado es bastante similar entre grupos (CT y MC) y se mantiene

relativamente constante a lo largo de los entrenamientos, tanto en el D1 como en el
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D2. La excepcidén es ala 1lpmen el D1y la 1am en el D2, horas en que la velocidad de
nado es, en algunos puntos, mayor en el grupo CT que en el MC. Solamente estos

puntos presentan diferencias significativas.

El grupo CT muestra, a la 1pm del D1, 3 puntos que se disparan y presentan diferencias
significativas con el grupo MC y con otras horas. Lo mismo sucede a la 1am del D2,
pero sélo con un punto. Los puntos mencionados sobresalen de la tendencia general y
muestran dispersiones muy altas en comparaciéon con todos los demads puntos. Esto
puede deberse a que los datos de uno o dos individuos se disparan de la media

general, provocando que la tendencia de la grafica se vea afectada.

A diferencia de las gréficas anteriores, en este caso se observa que la dispersion es de
manera general baja en ambos grupos, aunque si se observan variaciones

dependientes de la hora del dia.

En el D1 la hora con menor dispersién es a las 7am para el grupo CT y las 7pm para el
grupo MC. Mientras que para el D2 es a las 7pm para el grupo CT y las 7pm y 1pm para
el grupo MC.

EVALUACION DE MEMORIA ESPACIAL

Posterior a los entrenamientos se realizaron pruebas de memoria a corto y largo plazo.
Con los resultados obtenidos en estas pruebas se hizo un andlisis de Cosinor, para

determinar si los animales presentaban un ritmo circadiano de memoria.

El programa ChronosFit arrojo para el grupo CT un ritmo de 24h para la memoria a

corto plazo, mientras que no se encontro ritmo alguno para el grupo MC.

Al hacer un analisis mas exhaustivo se encontré también un ritmo de 12h para el grupo
CT, sin embargo este ritmo no es lo suficientemente robusto como para considerarse

verdadero, razon por la que no se observa.
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MEMORIA A CORTO PLAZO

o-CT

m - N

Figura 26. Ritmo diario de memoria a corto plazo (Pruebal). En rojo el ritmo de los animales CT. En

azul el ritmo de los animales MC, al no presentar ritmo solamente se observa una linea.

Tabla IV. ANALISIS COSINOR DE PERFIL DIARIO DE MEMORIA A CORTO PLAZO

Ritmo F p % de Mesor Amplitu | Acrofase
ritmo d
CT 24h 8.86 0.000000793 | 61.06 | 23.5 2.88 3.29

MEMORIA A LARGO PLAZO

El programa ChronosFit arrojo para el grupo CT un ritmo de 24h para la memoria a

largo plazo, mientras que no se encontro ritmo alguno para el grupo MC.
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Figura 27. Ritmo diario de memoria a largo plazo (Prueba2). En rojo el ritmo de los animales CT. En
azul el ritmo de los animales MC, al no presentar ritmo solamente se observa una linea.

Tabla V. ANALISIS COSINOR DEL PERFIL DIARIO DE MEMORIA A LARGO PLAZO

Ritmo F p % de Mesor Amplitud | Acrofase
ritmo
CcT 24h 8.26 0.003115 | 49.29 17.52 3.85 1.86

Al comparar los ritmos de la Prueba 1 (P1) y Prueba 2 (P2) se observa que el porcentaje
de ritmo es mayor en la P1, lo que indica que este ritmo es mas robusto. La amplitud

es mayor en la P2, sin embargo esta diferencia no es muy grande.

En la P2 la acrofase se da unas horas después que en la P1, lo que indica un retraso de
fase. Sin embargo, en ambas pruebas la acrofase se da en la segunda mitad de la fase
de oscuridad (fase activa). Por otro lado, la batifase se da en diferentes fases; en la P1
se da en el cambio de luz a oscuridad, mientras que en la P2 se da a la mitad de la fase

de luz (fase inactiva).
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DISCUSION
PESO CORPORAL

La diferencia en el peso corporal entre grupos confirma lo que se ha observado en
estudios anteriores, en donde los animales malnutridos a pesar de aumentar de peso
una vez terminado el periodo de malnutricidn, siguen presentando un peso vy talla
bajos en comparaciéon con el grupo CT (Tonkiss et al., 1994; Meryem y Wail, 2012;
Valadares y Almeida, 2005; Mifana-Solis y Escobar, 2008;Valadares et al., 2010;
Aguilar-Roblero et al., 1997); esto parece deberse a que las condiciones nutricionales
durante las primeras etapas de vida determinan la regulacion del peso corporal en los
animales adultos (Passos et al., 2000). En este caso, el grupo MN pesd un 18.5% menos

que el grupo CT.

Estas diferencias observadas a los 55 dias de edad nos indican que las alteraciones
provocadas por la MN perinatal tienen efectos a largo plazo que no son
completamente reversibles. La relacion peso/talla observable continta siendo menor

en el grupo malnutrido por el resto de su vida.

RITMO DE INGESTA DE AGUA

Como muchos ritmos circadianos que se encuentran controlados por el oscilador
maestro ubicado en el NSQ, el ritmo de ingesta de agua se usé como un marcador

confiable del funcionamiento general del NSQ.

Como se esperaba, se observa que ambos grupos presentan su acrofase durante la
fase de actividad (fase oscura), tal como se ha reportado anteriormente (Selmaoui et

al., 2004).

Al hacer el analisis de los actogramas, no se encontrd ninguna alteraciéon notable en el
ritmo durante el régimen L:D, mostrando ambos grupos un periodo cercano a 24hrs.
Esto difiere con estudios anteriores en donde se observé una particidon del ritmo en
ratas sometidas a MN crénica (Aguilar-Roblero et al., 1997). Esta diferencia puede
deberse a que nuestro registro no se continud hasta la edad en la que se registré esta

particion (110 dias), ademas que el protocolo de MN concluyé al momento del
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destete, mientras que en el estudio de Aguilar-Roblero la MN continué durante todo el

experimento.

Durante la primera fase del registro del ritmo de ingesta de agua (L:0) se realizé la
manipulacidon conductual relativa al LAM. El registro de ingesta de agua demostré que

la manipulacién conductual no produjo ningiin cambio.

Al cambiar el fotoperiodo a 0:0 ambos grupos inician con un libre corrimiento del
ritmo, como era esperado sin presentar alteraciones o diferencias significativas. Sin
embargo, al someterlos a resincronizacién (12:12, L:0) los MC tardaron aprox. 24hrs
mas que el grupo CT (T=-2.40; p=0.047; g.l.=7) en sincronizarse a la condicion de
iluminacion, lo cual soporta la idea de que en las ratas MN podria existir una alteracién

en el sistema circadiano y la sefial fética como sincronizador.

Asimismo, aunque no se realizd un andlisis estadistico, se observd que la distribucidn
de los eventos de ingesta de agua fue menor en los MC, aunque esto puede deberse a
que la necesidad fisiologica de agua entre ambos grupos es diferente dada la

diferencia en peso y talla.

ACTIVIDAD/REPOSO (a/p)

Se realizaron analisis de la relacion alfa/ro para determinar si existian alteraciones en
la proporcién de actividad en ambas fases del fotoperiodo y en 24h, ya que se ha
observado que los animales MN presentan una inversion en el ritmo de suefio (Duran,

2000).

Aunque la tendencia observable en la distribuciéon temporal de la ingesta de agua
entre los grupos es diferente tanto en la fase inactiva (fase de luz), activa (fase de
obscuridad) y en el dia completo, estas diferencias no son significativas

estadisticamente.

De manera general se observa lo que se esperaba en ambos grupos, en la fase de
oscuridad el animal pasa un 50% o mas del tiempo activo; en la fase de luz pasa un
50% o mas del tiempo en reposo. Al momento de analizar el dia completo se observa

gue los animales pasan mucho mayor tiempo en reposo de lo que lo pasan activos;
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esto difiere a lo esperado, una relacién cercana al 50-50 entre tiempo de actividad y

reposo.

Las diferencias observadas de mayor actividad en el grupo CT, asi como el valor
elevado de reposo en MCy CT, puede deberse a que la actividad se mide como ingesta
de agua, por lo que si el animal esta activo pero no ingiere agua esto se interpretara

como reposo.

A pesar de todo, los animales MC muestran una ritmicidad circadiana de ingesta de
agua remarcablemente normal, indicando que la fuerza de la organizaciéon circadiana
persiste a pesar de la malnutricion perinatal (Aguilar-Roblero et al., 1997; Velasco et

al., 1993), demostrando que este es un ritmo altamente estable.

Por lo que las alteraciones observadas en otros ritmos circadianos en ratas MC pueden
deberse, como sugiere Aguilar-Roblero et al, en 1997, no solo a alteraciones en el NSQ
sino a otras influencias del insulto al organismo, como la alteracidn anatomo-funcional
de las estructuras relacionadas con el control de la ingesta de agua y la expresion de

otros ritmos.

LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

En este trabajo se realizdé un estudio de memoria espacial, por lo que la integridad de

las estructuras cerebrales involucradas son de gran relevancia.

El LAM es una prueba de memoria espacial en la que el hipocampo juega un papel
determinante. Se sabe que el hipocampo tiene aferencias y eferencias en el
hipotdlamo y en particular, existen evidencias que indican que las alteraciones,
ablaciones o remocién del NSQ produce alteracién en los procesos de memoria y

aprendizaje (Ruby et al., 2008; Eckel-Mahan, 2012; Duran et al., 2011).

Durdn et al en el 2011, realizaron un estudio de memoria de trabajo y la eficiencia de
aprendizaje en ratas malnutridas adultas, ellos reportaron la existencia de alteraciones

en el ritmo diario, asi como acrofases distintas.
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En el presente trabajo también se observa que este tipo de malnutricién altera la
eficiencia de aprendizaje y memoria espacial. Lo cual apoya la influencia del

marcapasos circadiano en los procesos de aprendizaje y memoria.

ENTRENAMIENTOS (PROCESO DE APRENDIZAJE)

Las graficas de latencia de escape, eficiencia de aprendizaje y distancia nos muestran
gue ambos grupos aprenden de manera correcta la tarea, ya que se observa que en los
primeros entrenamientos hay mayor dificultad en encontrar la plataforma que en los
ultimos, en donde se observa que la tarea es realizada cada vez mas rapidamente y por
lo tanto se recorre menor distancia. Esto se confirma al encontrarse, en la mayoria de
las graficas, diferencias significativas entre el primer entrenamiento y los tres ultimos

entrenamientos. Corroborando que la tarea esta siendo aprendida.

Lo mismo pasa en el segundo dia, en donde en el primer entrenamiento la latencia es
menor que en el dia 1, y el tiempo de encontrar la plataforma disminuye mas
rapidamente, debido a que ya se tiene un conocimiento previo que ha sido

almacenado.

En muchas de las gréaficas se observa que en el Ultimo o ultimos dos ensayos hay en
lugar de una disminucién, un aumento en la latencia de escape. Esto puedo deberse a
falta de interés en la tarea o a fatiga fisica, ya que estos animales eran juveniles. En los
MC esto es altamente probable, ya que debido a su menor masa muscular son mas

susceptibles a fatigarse (Tonkiss et al.,1994).

Por otro lado, de manera general los tiempos a lo largo de los entrenamientos fueron
muy similares entre CT y MC, aunque si existen algunos puntos en cada uno de los dias
y horas en que se encontraron diferencias significativas, lo cual apoya la tesis de que
las estructuras relacionadas con la memoria estan siendo influidas por el marcapasos

circadiano.

Una posible explicacion a esto es la comodulacidon de ondas theta-gamma (TGC), ya
gue se sabe acompaia la recuperacién de la memoria en el hipocampo, pero no la
exploracién espacial en los entrenamientos, ni la velocidad de nado (Shirvalkar et al.,

2010). Por lo tanto, si lo captado conductualmente es un reflejo de esta comodulacién
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de ondas, y los MC presentan afectaciones en ésta, se puede explicar porqué existen
diferencias en las pruebas (etapas de recuperacion de memoria), pero no en los
entrenamientos (etapa de aprendizaje). Se ha reportado que en este modelo de
malnutricidén la distribucion circadiana del ritmo theta estd alterada (Duran et al.,

2008).

Otra posible explicacion es la lateralizacién y diferente funcionalidad de los hemisferios
del hipocampo, ya que se ha observado (en humanos) que durante los entrenamientos
existe una activacién hipocampica bilateral (Igléi et al., 2010), por lo que es posible que
al trabajar ambos hemisferios los dafios en el hipocampo de los animales MC se
compensen o reduzcan su efecto. Esto no sucede en las pruebas, ya que en esta caso la
respuesta hipocdmpica es lateralizada (Igléi et al., 2010), por lo que el posible dafio
existente en los hemisferios se reflejaria directamente en los resultados, ya que no
habria un mecanismo de compensacién. La actividad eléctrica del CA1, corteza
prefrontal presenta diferencias en el acoplamiento temporal durante el ciclo de suefo

y vigilia en este modelo de malnutricion (Duran et al., 2014).

Ademas, la ausencia de diferencias significativas entre grupos en los entrenamientos
nos habla de que a pesar del insulto de la MN el sistema nervioso tiene un gran
potencial de crecimiento y maduracidon (Morgane et al., 1978), y que la plasticidad
cerebral provee cierta proteccion de las influencias externas, lo cual permite que el

organismo se adapte (De Souza et al., 2011) y pueda sobrevivir.

En cuanto a las graficas de velocidad, se observa que los valores son relativamente
constantes a lo largo de los dos dias y sin diferencias significativas entre grupos, a
excepcion de algunos puntos que sobresalen debido a la variacion de valores de uno o
dos animales. Esto comprueba que no existe una alteracion en la capacidad
locomotora de los animales MC, ya que de ser asi la velocidad de nado variaria entre
grupos. Por lo tanto, todas las alteraciones encontradas pueden interpretarse como
afectaciones directas en el proceso de aprendizaje y memoria espacial y su distribucién

temporal diaria.

Por ultimo, algo notable en las graficas es la dispersion de los datos. En general se
observa que los primeros puntos presentan una mayor dispersién que los ultimos, lo

cual es de esperarse ya que al no conocerse la tarea en un principio, los animales se

64



comportaran de maneras muy distintas, pero conforme avanzan los entrenamientos y

los animales aprenden la tarea el comportamiento serd mas parecido.

Por otro lado, en la mayoria de los casos el grupo MC presenta mayor dispersidon que el
CT, indicando que hay menor estabilidad en el comportamiento, lo cual podria

indicarnos que su proceso de atencion no es constante (Duran et al., 2011).

Ademas de esto, la dispersidon varia en ambos grupos dependiendo de la hora, lo que
indica un posible ritmo circadiano asociado a los procesos de aprendizaje, ya que se
observa que en algunas horas los animales presentan gran similitud en su
comportamiento siendo la dispersion minima, mientras que a otras horas la dispersion

es muy elevada.

PRUEBAS (MEMORIA A CORTO Y LARGO PLAZO)

Los resultados observados en las pruebas de memoria son los esperados,
encontrandose una distribucién temporal diaria de memoria espacial de 24h en los
animales CT, tanto en la memoria a corto como a largo plazo, sugiriendo que estas
respuestas fisioldgicas y conductuales estarian bajo la influencia de un control
circadiano. Esto concuerda con estudios anteriores en donde se ha reportado que el
desempeiio en los procesos de memoria y aprendizaje varia dependiendo de la fase
(Eckel-Mahan y Storm, 2009), asi como con la existencia de un ritmo diario de
atencion (Romero-Sanchez, 2010). La falta de ritmo en los animales MC concuerda con
los resultados obtenidos por Romero-Sanchez, 2010 ya que en el proceso de atencion
se encontrd un ritmo muy débil, casi inexistente. Esta ausencia de ritmo en los
animales malnutridos puede explicar las diferencias conductuales y cognoscitivas
reportadas en diversos estudios (Castafion-Cervantes y Cintra, 2002), indicando que la
MN puede afectar varias estructuras cerebrales, asi como los mecanismos mediante
los cuales resuelven su relacidén con la sincronizacién al reloj circadiano; ya que como
se ha reportado anteriormente las afectaciones causadas por la MN son sutiles, pero
muy amplias, abarcando los niveles anatdmico, fisioldgico y conductual (Morgane et

al., 1978; Valadares et al., 2005).

Lo observado en los animales MC en los entrenamientos y pruebas concuerda con
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otros estudios, en donde se observa que los animales MN presentan tasas de
aprendizaje normales, pero alteraciones en el proceso de readquisicion de la memoria

(Resnick et al., 1979; Morgane et al., 1978).

La diferencia de amplitudes en los ritmos puede indicar una diferencia en la estabilidad
de éstos (Turek et al., 1995), siendo un poco mas estable el ritmo de la Prueba2,
relacionado con el mantenimiento de la memoria en el largo plazo. a pesar de que el
porcentaje de ritmo es menor. Es decir, la capacidad de recordar estd presente aunque
no se correlaciona con el control circadiano indicando que estos procesos son

independientes entre si, pero si las condiciones son dptimas se acoplan.

Para ambas pruebas la acrofase se encuentra en la segunda mitad de la fase de
obscuridad, lo que era de esperarse ya que las ratas son animales nocturnos, por lo
gue sus momentos de mayor eficiencia seran en la noche. Al analizar las acrofases se
observa un adelanto de fase en la Prueba2 con respecto a la 1, lo cual puede sugerir
qgue la memoria tiene un reacomodo en cuanto al punto temporal de su eficiencia

cuando se requiere para una tarea futura (Fuentes-Cano, 2013).

Las diferencias, aunque pequenas, encontradas entre los dos ritmos, pueden deberse a
que los procesos (factor cognitivo), las estructuras involucradas y la etapa (el
momento) son distintos en cada una de las pruebas, pudiendo ser que la coordinaciéon

de las regiones se dé de manera diferente.

Como se menciona anteriormente, se encontrd también un ritmo de 12h para el grupo
CT, sin embargo este ritmo no es lo suficientemente robusto como para considerarse
un verdadero ritmo, razén por la que no se ahondd mds en el tema. Esto puede
deberse a una falta de madurez en el sistema nervioso central, ya que los animales
apenas estan entrando en la etapa adulta, aunque también podria indicar una
reduccion en la fuerza de acoplamiento del control circadiano como lo sugiere

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

Este ritmo también podria reflejar la combinacion de dos o mads ritmos independientes,
ya que se ha sugerido que la formacién hipocampica presenta varios generadores de
ritmo y numerosos dipolos theta estrato especificos trabajando al mismo tiempo y

cada una actuando como un oscilador distinto (Montgomery et al.,, 2009; Stella y
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Treves, 2011), por lo que podria ser el reflejo de un sobrelapamiento de distintos

ritmos debido a una falta de sincronizaciéon entre las distintas capas.

El hecho de que no se hayan encontrado alteraciones en el ritmo de ingesta de agua,
pero si en el ritmo diario de memoria espacial en los animales MC, podria indicarnos
gue el NSQ no es la principal influencia los ritmos de memoria espacial o bien que el
control y su alteracién es mas sensible, lo cual pudiera estar relacionado con la
importancia de esta funcion para la sobrevivencia del organismo. Indicando esto que
tanto las estructuras involucradas, como las rutas y los procesos de generacion de
ritmicidad son distintas en estas tareas, y al parecer independientes, aunque

posiblemente ambos guiados por la luz y las condiciones del medio.

En el caso de los ritmos de memoria espacial, se ha sugerido que el ritmo theta puede
ser uno de los principales dirigentes, ya que es el mecanismo de reloj mas prominente
en el prosencéfalo (Montgomery et al., 2009; Stella y Treves, 2011) y modula, en
diferentes grados, la actividad de todas sus neuronas (Stella y Treves, 2011), aunque es
un ritmo no geofisico dependiente, se sugiere que esta acoplado con el oscilador

circadiano.

De ser asi, los resultados obtenidos durante las pruebas serian el reflejo de la
magnitud de la sincronizacién del ritmo theta con, muy probablemente, ondas gamma,
y bajo esta suposicion la tarea conductual funcionaria como el “reloj” de estos ritmos,
los cuales podrian estar mayormente influidos o “dirigidos” por factores ajenos que
aun no se conocen plenamente, como entradas externas (Buzsaki y Moser, 2013),
sefiales extrahipocampales o factores que estén influidos por los cambios de luz.

Por otro lado, los resultados obtenidos de los MC parecen indicar que de manera
general estos animales no presentan gran afectacidn en los procesos de aprendizaje,
ya que aprenden de manera similar al grupo control; sin embargo presentan
problemas relacionados con el ritmo en el proceso de memoria. Esta falta de ritmo
puede ser un reflejo de afectaciones a diversos componentes neuroanatémicos y
circuitos cerebrales involucrados en el sistema de memoria, por ejemplo en ciertos
atributos de las oscilaciones theta, lo que podria estar provocando una falta de
coordinacion o comunicacion entre areas, ya que se ha sugerido que coordinan

diferentes areas del cerebro (principalmente hipocampales), administrando el flujo de
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informacién entre ellas (Stella y Treves, 2011; Montgomery et al. 2009). Esto
significaria que no todos los procesos relacionados a la memoria espacial estan siendo
afectados, sino sélo algunos de ellos, lo cual explicaria porque no existe una gran

diferencia entre los tiempos en los cuadrantes, pero si en los ritmos.

El no presentar un ritmo diario de memoria provoca que la respuesta sea similar a
todas horas, lo cual significa una desventaja evolutiva en relacion con sus horarios y
habitos. Al igual que en este caso, en el estudio realizado por Duran et al (2011) no se
encontro ritmo de atencidn, ni de estados de vigilancia en los animales MN. A pesar de
ser procesos diferentes, lo que se rescata es que los animales MN no muestran ningun
ritmo en ninguno de los casos. Por lo que es claro que la afectacion en la dindmica
inter e intrahemisférica del circuito hipocampico-cortical, debido a la MN esta

afectando diversos ritmos del cerebro y/o sus generadores (Duran, 2000).

Como se menciona anteriormente, el momento del insulto es sumamente importante,
ya que de esto depende el grado de afectaciéon (Morgane et al., 1978; Morgane et al.,
2002; Matos et al., 2011). Al tener un protocolo de MN perinatal se espera que la
afectacion sea grande, ya que se afecta gran parte del periodo de desarrollo del SNC
(Resnick et al., 1982; Morgane et al., 2002), por lo que nuestros resultados coinciden
con esto, al verse por completo abolidos los ritmos diarios de memoria espacial,

aungue no la capacidad de aprendizaje y memoria.

Uno de los procesos que probablemente se afectd es la accion de poda (“prunning”),
durante el cual se eliminan conexiones redundantes o incorrectas a través de la
apoptosis (SfN, 2008; Purves et al., 2004; Morgane et al., 1993). Esta regulacion del
numero de neuronas es altamente precisa, ya que el nimero neuronal es de gran
importancia en el funcionamiento cerebral normal (Morgane et al., 1993). Por lo que al
verse afectado por la malnutricidn se genera un ndmero neuronal incorrecto o de
conexiones sindpticas menor, lo cual probablemente tuvo un efecto negativo en el

circuito involucrado en el proceso de aprendizaje y memoria.

Cabe destacar la importancia del sexo en este tipo de estudios, ya que en un estudio
realizado de manera paralela en el laboratorio, pero con ratas hembra (Aragon C,
2015), los resultados obtenidos fueron significativamente diferentes. En el proceso de

aprendizaje (entrenamientos) las hembras mostraron un comportamiento similar al
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observado en este caso con los machos. Pero en las pruebas de memoria y en los
ritmos de ingesta de agua los resultados fueron diferentes, no encontrandose ritmo ni
en el grupo CT, ni el MC en ninguno de los casos. Esto puede ser muy probablemente
debido a la influencia de las hormonas, ya que las hembras no se encontraban por
completo maduras, sino que estaban en la etapa de transicion entre juventud y
adultez, momento en el que la descarga hormonal es elevada y puede afectar la

expresion de los ritmos.

Para finalizar es importante distinguir que en este caso al ser un estudio conductual,
todas nuestras conclusiones en cuanto al ritmo theta son suposiciones y hasta no
realizar las mediciones electrofisiolégicas no se puede concluir y asegurar nada de

manera total.

También hay que mencionar que los resultados de este estudio muy probablemente
variarian en ciertos aspectos al compararlos con estudios hechos en humanos, por lo

gue al momento de extrapolar las conclusiones hay que ser cuidadosos.

CONCLUSIONES

Se comprobéd que la memoria espacial si presenta un ritmo diario de 24hrs en condiciones
normales, y que el insulto de MN durante la etapa perinatal provoca una seria alteracion
en este ritmo, aunque no afecta el ritmo de ingesta de agua. Estas alteraciones podrian
suponer una desventaja para los animales MC, por lo que es necesario realizar mas
estudios al respecto para conocer realmente la gravedad que produce el insulto de la
malnutricidon y buscar mejorar mediante otras estrategias los procesos cognoscitivos, ya

gue aunque no de manera total, es muy probable que en los humanos suceda algo similar.

Por otra parte, los resultados parecen sugerir que la generaciéon de diferentes ritmos
puede estar modulada por diferentes marcapasos de naturaleza distinta que para

aumentar la eficiencia de la tarea deben estar acoplados entre si.

Por ultimo, destaca la importancia de tomar en cuenta el sexo en este tipo de estudios, ya
que se observa una gran diferencia en los resultados obtenidos, por lo que para tener una

idea clara de qué es lo que sucede deben realizarse estudios en ambos sexos.
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