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"Un cientifico en su laboratorio no es sé6lo un técnico: es también un nino
colocado ante fendmenos naturales que le impresionan como un cuento de
hadas."

Marie Curie

"Es preciso sacudir enérgicamente el bosque de las neuronas cerebrales
adormecidas; es menester hacerlas vibrar con la emocion de lo nuevo e
infundirles nobles y elevadas inquietudes."

Santiago Ramoén y Cajal
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RESUMEN

La respuesta maternal es parte de un repertorio conductual filogenéticamente muy
antiguo y variado, generado por la activacion de numerosas sefiales sensoriales
integradas en el cerebro anterior, el sistema limbico y el tallo cerebral para
contender con las demandas de los neonatos. La desnutricidn temprana interfiere
con la organizacion morfolégica y funcional del cerebro, alterando importantemente
los relevos neuronales maternales. Aqui se investigaron los efectos de la
desnutricion pre- y neonatal en ratas Wistar (Rattus norvegicus) lactantes sobre la
construccion del nido, y el acarreo de crias, que se correlacionaron con mediciones
dendriticas y del soma neuronal (Golgi-Cox) de neuronas piramidales de la capa Il
del cingulo anterior, capa lll de la corteza prefrontal medial y neuronas multipolares
de la amigdala basolateral en los dias 4 y 12 de lactancia. En el grupo desnutrido,
las madres FO recibieron diferentes porcentajes de una dieta balanceada. Después
del parto, las crias desnutridas (F1) continuaron su desnutricién permaneciendo 12
h con una madre ligada de sus pezones, y 12 h con una nodriza lactante normal. El
destete fue a los 25 dias de edad seguido de dieta a libre demanda hasta los 90
dias de edad cuando se probaron como madres. Las madres desnutridas mostraron
reducciones significativas en sus pesos corporal y cerebral, ejes corporales,
memoria de trabajo, construccion del nido y prolongadas latencias de acarreo
alterado de las crias. Estas alteraciones concurrieron con reducciones significativas
en el area de seccidn y perimetros de los somas neuronales, la densidad de espinas
y los cruces dendriticos de neuronas del cingulo y corteza prefrontal medial, con
menores efectos en las neuronas amigdalinas. Los hallazgos sugieren que
funcionalmente concurren diferentes tipos de organizacion postsinaptica, que
pueden afectar los estadios de excitabilidad neuronal para la integracion vy
codificacion de estimulos que modulan las respuestas maternales alteradas de las

ratas con desnutricion temprana.



ABSTRACT

The maternal response is a part of an ancient behavioral repertoire elicited by
specific multisensory inputs widely integrated in a complex forebrain, limbic and
brain stem network to satisfy the basic needs of the progeny. Early undernutrition
interferes with the morphofunctional organization of the brain, including the maternal
circuitry. The late-emerging effects of pre- and neonatal undernutrition on nest
building and pup retrieval by lactating Wistar rats (Rattus norvegicus) were
correlated with dendritic arbor and perikaryon measurements (Golgi-Cox) in layer Il
pyramidal neurons of the anterior cingulate cortex, layer Il pyramidal neurons of the
medial prefrontal cortex and multipolar basolateral amygdala neurons examined on
lactation days 4 and 12. In the underfed group, pregnant FO dams received different
percentages of a balanced diet. After birth, prenatally underfed (F1) pups continued
the undernutrition by remaining with a nipple-ligated mother for 12 h and 12 h with a
normally lactating rat. Weaning occurred at 25 days of age, and pups were
subsequently provided with an ad libitum diet. At 90 days of age, F1 dams were
maternally tested. Early underfed dams showed significant reductions in body and
brain weights, physical parameters, working memory, nest building and prolonged
retrieval latencies for grasping pups by inappropriate body areas. These physical
and behavioral alterations were concurrent with highly significant reductions in the
somatic cross-sectional area and perimeter, spine density and dendritic crossings of
cingulate cells and medial prefrontal cortical pyramids, as well as with smaller effects
on amygdala neurons. The anatomical findings suggest different postsynaptic
organizations that may affect the neuronal excitability stages for the integration and
encoding of cues triggering the altered maternal responses of early underfed

mothers.
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1. INTRODUCCION

1.1 Introduccion y planteamiento del problema

La desnutricion es un cuadro nosolégico complejo causado por la ingesta
inadecuada en la calidad y cantidad de alimento, que hoy dia constituye un gran
problema de salud mundial. Las deficiencias en la nutricion son un tema relevante
de salud publica que ha cobrado gran importancia en los ultimos afios por sus
efectos nocivos en el desempefio social, la actividad intelectual y en el origen de
algunas enfermedades mentales. Segun la Encuesta Nacional de Salud Familiar
(ENSANUT, 2012), se estima que 19 millones de nifilos menores de 5 afos sufren
desnutricion y de éstos, mas de 150,000 nifias y nifios padecen la desnutricion de

manera cronica y severa.

En México, la desnutricién ocurrida durante los periodos prenatal y neonatal
(DPP) afecta a 1.8 millones de nifios menores de cinco afos, siendo entonces un
tema de salud publica de atencion inmediata, pues dicha condicién se relaciona con
efectos negativos en el desarrollo fisico y conductual de los infantes (Rice & Barone,
2000). Por otro lado, es un factor de riesgo para el desarrollo cognitivo y de
enfermedades mentales, como la esquizofrenia, depresion, y Trastorno por Déficit

de Atencion con Hiperactividad (TDAH) entre otras patologias.

El cerebro inmaduro cambia con el transcurso del tiempo, especialmente
durante etapas que son criticas para su organizacién estructural y funcional, debido
a que el tejido cerebral en desarrollo es vulnerable a factores epigenéticos que
modulan su ensamblaje y funcionalidad. La vulnerabilidad depende de su
concurrencia temporal con procesos citogenéticos (neurogénesis, migracion,
sinaptogénesis, mielinizacion, gliogénesis, etc.) que estan ocurriendo en diferentes
partes del cerebro (Rice & Barone, 2000). La nutricién tiene un papel relevante en
el desarrollo anatomico y la expresion de las funciones plasticas cerebrales tanto en
el corto como en el largo plazo, como lo son diversos procesos cognitivos incluyendo
a la conducta maternal (Colombo, 2006; Kristal, 2009; Modgil et al., 2014).
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Normalmente la madre gestante y lactante sufre cambios importantes en su
organismo, principalmente en su cerebro, mediante modificaciones de las
caracteristicas morfolégicas y funcionales de los relevos sinapticos que forman
parte de circuitos neuronales y estan involucrados a su vez en el funcionamiento
diferente de estructuras cerebrales especificas, asi como de érganos efectores
periféricos, conforme transcurre el proceso de maduracion cerebral. Estos cambios
inicialmente son dependientes de la activacion temprana de genes, de hormonas y
después de los estimulos sensoriales especificos generados por las crias, que son
esenciales para promover cambios conductuales que le permitan a la madre
enfrentar las demandas y el cuidado de la progenie que hagan posible su
supervivencia en el medio ambiente (Afonso el al., 2007; Kinsley & Meyer, 2010;
Leuner & Gould, 2010; Pilyoung et al., 2010; Nishitani et al., 2014).

La DPP provoca alteraciones notorias en el circuito neuronal que regula
durante la etapa adulta varias funciones cognitivas que incluyen importantemente a
la respuesta maternal. Asi, la deficiencia en el cuidado materno (vgr. en el acarreo,
lamido corporal, construccion del nido, postura cifética, etc.) impacta negativamente
el desarrollo de la progenie y su desempefio funcional posterior (Escobar & Salas,
1993; Salas et al.,2002; Salcedo et al.,2018). De lo anterior, se denota la importancia
del disefio de modelos animales para investigar los mecanismos del dafio
provocado al tejido cerebral por la restriccion de componentes del alimento, de su

deficiente funcionalidad, y la posible rehabilitacion.

En el presente estudio, utilizando el modelo de la rata desnutrida en la vida
temprana se analizaran las alteraciones en la organizacion neuronal, la activacion
de varios relevos que integran la respuesta maternal, y su impacto sobre el
desarrollo de la progenie. Los cambios plasticos cerebrales asociados a la
desnutricion lamentablemente son poco conocidos, y su analisis abre una amplia
brecha para investigar los posibles mecanismos responsables de su deterioro, las
posibilidades de su rehabilitacion y su relevancia como factor de riesgo para el
desarrollo social e intelectual en el largo plazo.

12



2. ANTECEDENTES

2.1 Nutricion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés)
la nutricion se refiere a la ingesta de alimentos en relacion con las necesidades
dietéticas del organismo, a través de la digestidén, absorcion, transporte y utilizacion
de sustancias alimenticias en funcion de un desarrollo éptimo del organismo,
adaptado a las demandas del medio ambiente. Una adecuada nutricién durante el
ciclo de la vida es ademas un factor protector en el largo plazo contra las
enfermedades cronicas degenerativas. Por otro lado, una dieta poco balanceada se
ha relacionado con la presencia de cancer, enfermedades cardiovasculares vy
diabetes. Asi, en un contexto mas amplio se considera que la dieta y la nutricion son

importantes para promover y mantener la buena salud de la poblacién (WHO, 2018).

La adecuada nutricibn comprende la ingesta balanceada de macro y
micronutrimentos, es decir, que exista proporcidn entre la cantidad y calidad de los
carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas y microelementos que ingiere el
individuo lo que lleva a que éste satisfaga sus actividades bioldgicas y fisioldgicas

que garanticen su supervivencia (Morgane et al., 1993).

La nutricién adecuada durante la gestacion y en etapas tempranas de la vida
es primordial para que el desarrollo corporal de la madre y sus crias puedan
disponer de una buena salud. Asi, la adecuada alimentacion de la madre durante la
gestacion y lactancia seran determinantes para la salud futura de la progenie. Esta
bien establecido que las necesidades nutricionales se incrementan durante la
gestacion, por las demandas del crecimiento de sus fetos y la preparacion organica
y funcional de la madre para la lactancia. La etapa embrionaria y fetal son periodos
delicados para el desarrollo intrauterino, donde la donde la deficiencia de algun(os)
nutrimento(s) puede afectar el crecimiento fetal y tener consecuencias en el

desempefio de las actividades de su vida futura (Brown & Guthrie, 1968).

13



2.2 Malnutricion

La malnutricion es el desequilibrio en la composicion de los nutrimentos de la dieta
que el cuerpo necesita y que recibe a través de los alimentos. Por lo tanto, también
incluye a la sobrealimentacion (consumo de exceso de calorias o de cualquier
nutrimento especifico como proteinas, grasas, vitaminas, minerales, u otro

suplemento dietético), asi como la ingesta deficiente de alguno de ellos.
Hay dos tipos de malnutricion;

e Proteico-energética; comprende la deficiencia o exceso en la ingesta de
proteinas.
e Micro-malnutricidon; se refiere a la deficiencia o exceso en la ingesta de

vitaminas y/o minerales.

2.3 Desnutricion

La desnutricidn se define como la condicidn patoldgica inespecifica y sistémica que
resulta de la deficiente utilizacion de los nutrimentos por las células del organismo,
que se asocia a la deficiencia en la ingestién de los nutrimentos de la dieta afectando

directamente el desarrollo del individuo (Marquez-Gonzalez et al., 2012).

La desnutricion puede manifestarse por las alteraciones dependientes de tres

mecanismos generales:
Deficiente aporte energético (ingesta inadecuada en calidad o cantidad)

1. Alteracién en la absorcién
2. Catabolismo exagerado

3. Exceso en la excrecion

La causa de la desnutriciéon es multifactorial, y determinar sus origenes implica el
reconocimiento tanto de alteraciones individuales, como del entorno social y
sanitario en el que el sujeto se desempefa. De esta manera podrian reconocerse

las siguientes causas:

14



Dietas inadecuadas: deficiencias en la cantidad y la calidad de los alimentos.
Enfermedades: infecciones del tracto respiratorio, digestivo, parasitarias, y
virales entre otras.

Sociales: pobreza, insalubridad, conflictos armados, desastres naturales, y

baja escolaridad como las mas frecuentes.

2.3.1 Grados de desnutricion

Se puede considerar como desnutricion a la pérdida anormal de peso del

organismo, desde la mas ligera hasta la mas grave.

Se puede clasificar a la desnutricidn por grados de su deterioro: A la pérdida

de peso corporal que no pase del 25% se le considera de primer grado; de segundo

grado cuando la pérdida es entre 25 y 40% y desnutricién de tercer grado a la

pérdida de peso mas alla del 40%. Los datos se expresan en relacién al peso

corporal que se deberia de tener segun la edad (Marquez-Gonzalez et al., 2012).

Derivadas de la desnutriciéon se encuentran patologias que resultan de los efectos

de largos periodos de insuficiente alimentacion:

El marasmo es una severa deficiencia de calorias y proteinas. Se desarrolla
en los bebés y nifios muy pequefios. Por lo general resulta en la pérdida de
peso y deshidratacion. La lactancia materna usualmente protege contra el
marasmo. La inanicién es la forma mas extrema de marasmo, siendo el
resultado de la falta parcial o total de nutrimentos esenciales durante un
periodo prolongado.

El kwashiorkor es una deficiencia grave mas de proteinas que de calorias,
de frecuencia menor que el marasmo que se distribuye en areas con gran
pobreza en el mundo, donde los alimentos basicos y aquellos utilizados para
destetar a los bebés tienen deficiencias del contenido de proteinas, pero

suficientes calorias a través del consumo principalmente de carbohidratos.

15



e Las personas con kwashiorkor retienen liquido en sus tejidos, y a la
exploracion clinica tienen edema extenso y muestran crecimiento variable del

abdomen por la retencion de liquido (ascitis) en su cavidad.

2.3.2 Epidemiologia de la desnutricién

La WHO, en el afio 2010 publicé el indice Global de Hambre, esta herramienta toma
en cuenta tres indicadores: la proporcion de personas desnutridas, el peso de nifios
y nifas para la edad con la que cuentan, y la mortalidad infantil en nifios menores
de 5 afos. Los datos relevantes fueron que en las regiones sudamericanas donde
la hambrina habia disminuido en un 14%, contrastaba con la zona correspondiente
al continente africano donde ésta se habia incrementado en un 33%. Estos datos
estan acordes con los resultados que se proporcionaron en el afio 2011 en las

Estadisticas Sanitarias Mundiales y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés) la poblacion humana ubicada por
debajo del nivel minimo de consumo energético alimentario se localiza con
diferentes porcentajes en diversas regiones del mundo. Asi en la siguiente figura
se, muestra el porcentaje de la poblacidn cuya ingesta de alimentos no es suficiente
para satisfacer sus requisitos alimentarios de energia de manera continua, y es a

su vez un indicador de prevalencia de desnutricion (Figura 1).

Prevalencia de desnutricién (% de la poblacién)

Figura 1. Figura 1. Prevalencia de desnutricién en la poblacién mundial (The World bank, 2014).
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Se estima que 178 millones de nifios menores de cinco afos en el mundo
sufren de desnutricidon cronica, siendo principalmente este factor el causante de la

muerte de 3.5 millones de estos menores (Black, et al., 2008).

En México, asi como a nivel mundial, la desnutricién es un problema de salud
publica grave, siendo la region del sureste del pais la mas afectada por esta
patologia. En un grupo de edad entre los 5 y 14 anos la desnutricién cronica alcanzé
un porcentaje del 7.25 %, hablando de zonas urbanas, mientras que en las zonas
rurales esta cifra se duplicé segun el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF, 2014).

2.3.3 Desnutricion gestacional

Las mujeres en edad reproductiva tienen un gran riesgo de sufrir desnutricion,
principalmente durante la gestacion donde las demandas nutricionales de esta
poblacion se incrementan considerablemente. La desnutricion durante la gestacion
cuando las demandas nutricionales, se aumenta el riesgo para la mortalidad y la
propension para tener hijos desnutridos. La disponibilidad adecuada de alimentos
en esta etapa del embarazo puede decirse que es el factor epigenético que tiene
mayor influencia en el desarrollo fetal, ya que el paso de nutrimentos por la placenta
es fundamental para la captura de materiales esenciales para la nutricion del feto.
La nutricion prenatal es de suma importancia para el desarrollo metabdlico y
fisiolégico del feto, ya que los cambios en la homeostasis de los componentes de la

placenta pueden alterar el crecimiento y el desarrollo fetal (Belkacemi et al., 2010).

Las mujeres con un indice de masa corporal bajo antes del embarazo tienen
mayor riesgo de tener partos prematuros y retraso en el crecimiento intrauterino
(Integrative Medicine Report, 2010). La nutricion y la oxigenacion 6ptimas durante
la gestacidn son indispensables para el crecimiento y desarrollo de los 6rganos
fetales, y para prevenir la inmadurez cerebral y otros problemas del desarrollo. Hoy
dia en México asociado al bajo indice de masa corporal, se suma el que la gestacion
ya es frecuente en nifias menores de edad que inician su etapa reproductiva en la

infancia tardia y durante la adolescencia, lo cual multiplica los riesgos de tener un
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bebé con gran inmadurez y dafo cerebral irreparable al nacimiento (Black et al.,
2008).

2.3.4 Desnutricion Infantil

Se denomina desnutricion infantil al estado patolégico ocasionado por la falta de
ingestion o absorcion de nutrimentos durante la etapa comprendida entre los 1y los
12 anos de vida. Estudios diversos muestran que los nifios que sufrieron
desnutricion en sus primeros dos afos de vida tienen dafos irreversibles, como las
enfermedades cronicas relacionadas con el metabolismo y la nutricion. Estos
mismos padecimientos son para individuos que tuvieron pobre crecimiento fetal a

causa de alimentacion materna deficiente.

Diversos estudios han confirmado que el consumo deficiente de alimento en
periodos determinantes del desarrollo, como lo es la etapa intrauterina y los
primeros 5 afios de edad, tiene efectos adversos en el crecimiento cerebral, el
desarrollo sensorial y la presencia de enfermedades infecciosas (Brennan et al.,
2005; Morgan & Naismith, 1982; Salas et al., 2002).

Los efectos de la desnutricion, también se han reconocido en un estudio que
se hizo a hombres y mujeres nacidos durante la hambruna que se presento en
Holanda en 1944 durante la invasion por el ejército aleman. El seguimiento médico
y nutricional de esta poblacion humana mostré que la desnutricion en cualquier
etapa de la gestacion esta vinculada con la disminucion a la tolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina y desarrollo temprano de esquizofrenia (Ravelli et al., 1998).
También se observaron efectos transgeneracionales en el peso al nacer, es decir,
las mujeres que habian sido desnutridas severamente en el primer trimestre del
embarazo dieron a luz a hijos con peso normal, pero esos nifios y nifias tuvieron
hijos mas pequefios en la siguiente generacion. Dada la relevancia de estas
alteraciones que aun continuan repitiéndose por diferentes causas en las

sociedades humanas, actualmente continian siendo motivo de investigacion.
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2. 4 Efectos de la desnutricion

2.4.1 Efectos de la desnutriciéon en el crecimiento, 6rganos periféricos y
metabolismo

Se ha observado que los hijos de madres que tuvieron alimentacion deficiente de
proteinas durante la gestacion y lactancia son mas chicos en talla que los de las
madres en condiciones adecuadas de alimentacion, ademas de que estos nifos
tuvieron retraso en su desarrollo cerebral. La desnutricion en la vida temprana
puede impedir la division celular, el crecimiento de los 6rganos y la diferenciaciéon
neuronal los cuales se conoce tienen un caracter irreversible en el largo plazo
(Rhind, et al., 2001).

Las condiciones intrauterinas dependientes del contexto del medio interno
programan la salud y la apariciéon de enfermedades en etapas futuras. De esta
manera, diversos estudios epidemiolégicos en los seres humanos y de modelos
animales han mostrado que eventos de deficiencia alimentaria en la vida temprana
tienen influencia negativa en el largo plazo (Desai & Hales, 1997; Belkacemi et al.,
2010). Es decir, no solo se afecta el crecimiento y el desarrollo de los 6rganos del
feto, sino que también lo predispone para una amplia gama de enfermedades que

afectan la calidad de la salud en etapas posteriores de la vida.

2.4.2 Efectos de la desnutricion en el Sistema Nervioso Central

El estudio de los efectos de la desnutricion en diversos modelos animales ha
mostrado las alteraciones de la arquitectura neuronal del feto, especificamente en
la zona subventricular, una regién de gran importancia para la neurogénesis y punto
de partida para la migracion de células nerviosas hacia zonas cerebrales
especificas. Durante el periodo gestacional, el cerebro fetal pasa por diversas
adaptaciones y periodos de gran vulnerabilidad (periodos criticos), a los efectos de

una gran variedad de factores asociados a la desnutricién sobre procesos como la
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proliferacion neuronal, maduracion de células gliales y la neurogénesis (Giussani,
2011).

Las deficiencias en los micronutrimentos en la etapa prenatal estan
vinculadas con defectos en la formacion del tubo neural y el desarrollo de cretinismo
(deficiencia congénita de la glandula tiroides). Asimismo, se sabe que las
deficiencias en el consumo proteinico, pueden dar lugar a diversas alteraciones en
el desarrollo de diversas estructuras cerebrales, asi como en la liberacion y las
acciones de neurotransmisores tales como la dopamina y la serotonina (Brown et
al., 2000).

Las alteraciones fisiologicas y metabdlicas asociadas a la desnutricion han
sido ampliamente estudiadas, pero las consecuencias negativas de esta condicion
sobre el comportamiento madre-crias no se han esclarecido con amplitud. Se ha
propuesto que tienen repercusiones morfologicas y funcionales que aun son
desconocidas y que ameritan mayor investigacion. Por ejemplo, las investigaciones
sobre los efectos de la desnutricion sobre la expresidon genética en etapas
tempranas de la gestacion y la lactancia, que afectan la estructura cerebral de la
madre y modifican la expresion de su comportamiento maternal el cual repercute en
el desarrollo de la progenie. Asimismo, los efectos transgeneracionales de la
restriccion temprana de alimento, de los cuales poco sabemos y que seguramente

tienen gran relevancia social, intelectual, cultural y econémica.

Los mecanismos por los que la desnutricion afecta el desarrollo morfolégico
y funcional se han estudiado de acuerdo con diferentes propuestas, una de ellas es
alguna afectacion del sistema serotoninérgico. En otras investigaciones se reportd
que la alteracion de este sistema esta relacionada con las deficiencias cognitivas
que se presentan en las etapas posteriores de la vida. De la misma forma, se ha
observado que la desnutricidn en etapas tempranas tiene efectos en el desarrollo
del cerebro, y que una de esas estructuras afectadas es el hipocampo (Ishimura et
al., 1989).

Esta observacion se ha fortalecido con base a diferentes estudios en modelos

animales, y utilizando diversos paradigmas que evaluan las capacidades de en la
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ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria visuales y espaciales en las que
participa el hipocampo. Asi, ratas sometidas a periodos de desnutricion temprana
mostraron menor eficiencia en la ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria
espacial en el laberinto de ocho brazos (Olton) o en el laberinto acuatico de Morris
(Galler et al., 1991; Bedi, 1994).

En los seres humanos se ha identificado como periodo vulnerable del
desarrollo a los primeros 1000 dias postparto, es decir el periodo de lactancia y los
primeros tres afos, que se han asociado con déficit cerebral y en la expresiéon de
diferentes respuestas conductuales. Estos resultados se han obtenido tras el
estudio epidemioldgico en seres humanos después de periodos de hambrunas que
han pasado a lo largo de la historia por diferentes causas (Huang et al., 2013). Este
tipo de estudios da la oportunidad de analizar e identificar las consecuencias de la
desnutricion temprana, en la etapa adulta, que van desde efectos en la cognicion
hasta sus consecuencias en la salud mental. La desnutricidon causada por periodos
de hambruna se ha vinculado con el incremento del riesgo a desarrollar
enfermedades mentales, siendo una de las mas estudiadas la esquizofrenia (Morris
et al.,2008; Victora et al., 2008).

2.5 Conducta maternal

Con respecto al grado de desarrollo que tienen los recién nacidos de diferentes
especies de mamiferos, éstos se clasifican en precociales y altriciales. Los primeros
nacen con un notable grado de desarrollo sensorial, motor y homeostatico que les
permite en el curso de los primeros minutos u horas de su nacimiento, poder
erguirse en cuatro patas, reconocer olfatoriamente a la madre y comunicarse con
ella para desplazarse caminando y siguiendo al resto de sus congéneres. Su vision
esta bastante desarrollada ya que reconocen a la madre y la region peri mamaria
para la succion, pueden oir y emitir vocalizaciones para el dialogo con las madres y
son capaces de regular bastante bien sus habilidades motoras, succionar y controlar

su temperatura y la expulsién de sus excretas.
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Por el contrario, las especies altriciales entre las que se incluye a los roedores
y a los seres humanos nacen con un grado importante de inmadurez. Por ejemplo,
las ratas tienen sus parpados y oidos sellados por membranas con limitadas
funciones. Tienen gran inmadurez motora e incoordinacion de movimientos. Solo
son capaces de realizar movimientos de lateralidad de la cabeza para detectar por
el tacto y el olfato la presencia de la regidén peri mamaria para succionar. La marcha
y el salto estan ausentes y solo las crias se arrastran por trayectos cortos sin
aparente propoésito. Son incapaces de regular su temperatura, de generar calor y de
eliminar sus excretas sino es con la ayuda materna (Brouette-Lahlou, Vernet-Maury,
& Vigouroux, 1992). Con el propésito de compensar esta notable inmadurez, los
recién nacidos requieren de la asistencia materna, mediante la expresion de
distintos componentes conductuales integrados en la respuesta maternal que
permiten la proteccion, alimentacion y promocion del desarrollo de los neonatos
(Alberts & Cramer, 2009; Kristal, 2009; Rosenblatt, et al., 1988).

El desarrollo de la conducta maternal en la rata va acorde con las demandas
que tiene la madre desde antes del nacimiento de sus crias, por ejemplo, preparan
sus nidos desde la gestacidn para tener el espacio Optimo y seguro para la
proteccion y lactancia. Esta conducta es un proceso gradual, en el cual la madre va
perfeccionando sus nidos y este comportamiento va mejorando hasta el parto dando
lugar a una mejor calidad de éstos y adaptandolos a las necesidades de las crias.

La madre tiene comportamientos especificos que garantizan la seguridad y
supervivencia de sus recién nacidos, a través de sus cuidados, la estimulacion
sensorial (lamidos, estimulos de contacto, calor, olores, ingesta lactea, acusticos)
que les da, la limpieza y la proteccion en el nido. Estos comportamientos pueden
dividirse en dos tipos: los que implican actividad motora y los que necesitan que la
madre se mantenga inmovil (Cummings et al., 2010). La primera esta compuesta
por el acarreo, construccion del nido y el lamido corporal y de la region anogenital;
y la segunda es la alimentacion, que se lleva a cabo de manera adecuada a través
de la posicidn cifética, alta o baja, que la madre presenta para la succion (Salcedo
et al., 2018; Stern & Lonstein, 2001).
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2.5.1 Hormonas y la respuesta maternal

Los cambios en la respuesta maternal durante la ultima parte de la gestacion
aumentan bruscamente en las primeras horas después del parto, esto se logra a
través de la estimulacion de diversas secreciones hormonales. Diversas hormonas,
entre las que destacan la progesterona, los estrégenos, la prolactina y la oxitocina
(Rosenblatt et al., 1988), estan involucradas en las respuestas de diferentes
organos, relacionadas con la gestacion y la conducta maternal. Asi, se han descrito
variaciones en dichas respuestas dependientes de cambios en la secrecion,
concentraciones plasmaticas y acciones de estas hormonas en diferentes érganos

durante la gestacién y en el periodo postnatal.

En la rata, las concentraciones de progesterona se incrementan durante la
primera etapa del embarazo, la secrecion comienza a partir del dia gestacional (G)
16 y desciende alrededor del dia G21. Ayuda a la adaptacion del sistema materno-
fetal al inducir cambios directos sobre blancos maternos especificos, induce la
proliferacion, diferenciacion y decidualizacion de las células del endometrio creando
un ambiente propicio para el proceso de la implantacion del huevo (Rosenblatt et al,
1988; Fleming & Sarker, 1990).

Por su parte, la oxitocina se ha relacionado en muchos aspectos sociales del
comportamiento de los mamiferos. En la maternidad el incremento del estradiol
durante el parto produce la proliferacion de receptores a oxitocina en el mioepitelio
mamario y el utero, produciendo las contracciones y posteriormente la expulsion de
la leche materna. Ademas, favorece la creacion del vinculo madre-cria (Insel &
Young, 2001). En el postparto, la oxitocina aumenta su expresion en diferentes
areas cerebrales como el septum lateral, area predptica media, nucleo central de la
amigdala, nucleo ventromedial del hipotalamo, nucleo accumbens, bulbo olfatorio,
nucleo del lecho de la estria terminal y el area tegmental ventral (Sabihi et al., 2014).
Dichas estructuras estan intimamente ligas para regular la conducta maternal
(Figura 2).
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Figura 2: Se muestran los cambios en la unién de la hormona oxitocina y sus receptores en la
glandula mamaria de la rata durante el curso de la gestacién y lactancia (Modificado de Soloff y
Wieder, 1983).

La prolactina participa en el desarrollo morfologico y funcional de la glandula
mamaria, en la actividad secretora del cuerpo luteo, su deficiencia puede afectar las
funciones reproductoras de los mamiferos. Es esencial para el mantenimiento del
cuerpo luteo durante la gestacion. La influencia de la prolactina en la conducta
maternal ha sido estudiada ampliamente, aunque esta hormona por si sola no
genera esta conducta, si la favorece, y se le ha relacionado con la construccion del
nido, el acarreo de las crias, el amamantamiento y cuidado de éstas (Escalada et
al., 1996).
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Las concentraciones plasmaticas de estas hormonas van cambiando
durante la gestacién y la lactancia, esto es de gran importancia para generar

condiciones que permitan responder a las demandas provenientes de las crias

durante la gestacion y la etapa postnatal.
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Figura 3: Concentracidon en plasma de hormonas durante la gestacién de la rata (Modificado de

Rosenblatt et al., 1979).

2.5.2 Estructuras cerebrales y conducta maternal

La maternidad lleva consigo un proceso de adaptacién, donde la hembra pasa por
notables alteraciones corporales y en el cerebro, que se ven manifestadas en la
expresion de la conducta hacia la progenie (Lemaire et al., 2006). La plasticidad
cerebral ocurrida durante la respuesta maternal requiere de diversos cambios

gendémicos que adaptan su estructura y funcién a las demandas de los neonatos.

Se ha observado que el hipocampo y otras estructuras cerebrales muestran
plasticidad natural importante, tanto estructural como funcional, en términos de
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cambios significativos; la lordosis de la columna vertebral debida al crecimiento del
tamano y peso del vientre por el estado reproductivo, y la reestructuracion
neurogenética y en las funciones y comportamientos que estan vinculados a su

regulacion conductual (Darnaudéry et al., 2007; Salcedo et al., 2018).

Por diferentes estudios se han identificado estructuras cerebrales,
neurotransmisores, genes, etc. involucrados en la conducta maternal. Asi, se ha
observado que una mutacion de la expresién del gen fosB en el area preoptica
media (mPOA, por sus siglas en inglés) repercute en la reducciéon del
“amamantamiento”. La incapacidad en la respuesta materna de las ratas asi
dafadas (“knock out”) tuvo un marcado efecto sobre la supervivencia de la
descendencia. Las deficiencias en el gen fosB pueden dar lugar a un menor numero
de receptores para la oxitocina y por consecuencia menor respuesta maternal
(Brown et al., 1996).

Estudios en la mPOA y en el area ventromedial del hipotalamo, muestran la
identificacion de genes asociados con la transicion de la condicidén de nuliparas a la
de primiparas. De manera particular, se han descrito genes relacionados con la
liberacion de los neurotransmisores dopamina y GABA, que incrementan su

concentracion en las ratas durante su prefiez (Mann, 2014).

En la mayoria de los mamiferos el sistema olfatorio es parte de la porcion
rostral del telencéfalo que incluye entre otras estructuras al bulbo olfatorio principal,
bulbo olfatorio accesorio, nucleo olfatorio anterior y la corteza piriforme que
desempefan un papel central en diversos aspectos de la conducta reproductora.
Asi por ejemplo, a través de la eleccion de pareja, el comportamiento sexual y el
comportamiento materno. (Brunjes et al., 2005). En diferentes trabajos se ha
comprobado que la extirpacion o dafo de algunas de estas zonas lleva al no
decremento de la conducta maternal, tal es el caso del bulbo olfatorio que pareciera
funcionar como un interruptor de activacion o desactivaciéon de la conducta maternal,
ya que al extirparse a hembras virgenes se ha observado su sensibilizacion mas
rapida ante la exposicion de crias frescas (Gonzalez-Mariscal et al., 2004). En
efecto, en una hembra no embarazada el bulbo olfatorio opera evitando el contacto
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con las crias, pero después de su lesion, hay acercamientos y contactos con ellas.

En cambio, después del parto, la madre normalmente tiene contacto estrecho con

sus neonatos y la lesion del bulbo olfativo incrementa la expresién de la respuesta

maternal (Fleming & Rosenblatt, 1974). Ver cuadro 1 para mas informacion de

diversas lesiones cerebrales y sus efectos sobre la respuesta maternal.

Tabla 1. Evidencias experimentales obtenidas por varios autores en la expresion de la conducta

maternal por la lesion de estructuras del circuito maternal.

ESTRUCTURA

Luebke, 1980)

AUTOR FUENTE LESIONADA HALLAZGOS
La lesi6bn amigdalina
( Fleming, Vaccarino, & Physiology & Behavior Amigdala facilita la aparicion de la

CM en
virgenes.

hembras

(Numan et al., 2010)

Behavioural Brain
Researchy J

Amigdala basolateral
(BLA), y basomedial

Inyecciones de muscimol
en BLA/BMA afectan el
acarreo, mas no el
amamantamiento, Se

Neuroscience (BMA) afecta la accion para la
CM, mas no la respuesta
consumatoria.
El dafo al cingulo
(Slotnick, 1967) Behaviour Cingulo anterior y posterior altera

ellamido y acarreo de las
crias.

(Slotnick & Nigrosh,
1975)

Journal of Comparative
and Physiological
Psychology

Amigdala (BLA),
septum, y cingulo

Ratones con lesiones
neocorticales o
amigdalinas alteran poco
la CM. Las lesiones
septales dafian
severamente la

construccioén del nido y el
acarreo de las crias. La
lesion del cingulo
lentifica el acarreo de
crias.

(Jacobson, Terkel,
Gorski, & Sawyer, 1980)

Brain Research

Area predptica media
(MPOA)

Lesiones bilaterales en
la mPOA eliminan la
construccién del nido y el
acarreo de crias, sin

alterar el
amamantamiento.
La PAG regula Ia
respuesta reproductiva,
0 . . defensiva-agresiva y el
(Lonstein & Stern, 1997) The Jour'nal of Area gris periacueductal control de la postura
Neuroscience (PAG) e
cifotica para el

amamantamiento.
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(Stamm, 1955)

Journal of comparative
and Physiological
Psychology

Corteza cerebral medial

Se afecta el nUmero de
acarreos sin alterar la
aparicion, latencia, o la
velocidad de éstos.

(Stern & Kolunie, 1991)

Behavioral
Neuroscience

Trigeminal

Se afectan
significativamente, la
agresion, los reflejos
somatosensoriales y el
acarreo.

(Murphy, MacLean, &
Hamilton, 1981)

Science

Neocorteza

Deficiencias en la CM y
el desarrollo del juego.

(Numan, Morrell, & Pfaff,
1985)

The Journal of
Comparative Neurology

Hipotalamo

El dafio en la zona
dorsal interrumpe
severamente la CM. La
zona ventral sin efectos.
El circuito mPOA-Area
preoptica lateral (LPOA)
y Area tegmental ventral
(VTA) son relevantes
para la CM.

(Fleischer & Slotnick,
1978)

Physiology & Behavior

Septum

Se interrumpe la
construccion del nido, el
amamantamiento con
alteraciones en el
acarreo de crias.

(Afonso et al., 2007)

Behavioral
Neuroscience

Corteza prefrontal
medial

No elimina la CM, pero
ésta se manifiesta
desorganizada.

2.5.3 Cambios plasticos durante la gestacion y lactancia

Las hembras pasan un proceso de transicion durante la maternidad que se da a
diferentes niveles de organizacion. Asi, la transformacién hacia el cerebro materno
para la crianza comienza con el embarazo y las interacciones gen-hormonas. Se ha
mencionado que esos genes expresados durante la reproduccion, concurren en los
seres vivos de este planeta, posiblemente por dos factores que son la adquisicion
de recursos (alimentacion y conductas relacionadas) y la reproduccién (Kinsley et
al., 2011).

Hay una serie de adaptaciones necesarias para que la madre pueda
responder a las demandas de la progenie (Champagne & Curley, 2009), ademas de

la proteccién a los cambios propios con los que la maternidad acontece:

« Conductuales: sistemas del estrés / ansiedad, aprendizaje y la memoria y
agresion
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+ Neuronal: modificaciones basicas gliales para proteger el cerebro de la
hembra del dafo y el trauma.

2.6 Memoria, aprendizaje y su evaluacion

2.6.1 La alternancia espontanea: es uno de los modelos experimentales mas
empleados para el estudio de los procesos de la memoria de trabajo y del
aprendizaje.

La alternancia espontanea (AE) se considera como un comportamiento natural de
los individuos de diferentes especies para su adaptacion ante un ambiente
novedoso. Asi, se ha utilizado para medir la capacidad exploratoria de roedores
entre otros animales; ademas lleva implicita la capacidad de recordar un espacio ya
visitado, es decir, la memoria del evento previamente ocurrido (Richman et
al.,1986).

La alternancia refleja la motivacion del animal para explorar el ambiente,
reconociéndose a esta respuesta como "alternancia espontanea". La frecuencia
tipica de alternancia en las ratas es de entre el 75% y el 90%. Asimismo, es una
prueba muy sensible a los estimulos ambientales con valor consistente para la

deteccion de alteraciones en las respuestas cognitivas (Lalonde, 2002).

2.6.2 Estructuras cerebrales involucradas

Son muchas las estructuras cerebrales involucradas (corteza prefrontal, cingulo,
amigdala, hipocampo) en el proceso de AE y entre ellas la mas relevante es la
corteza prefrontal, cuya lesion electrolitica en la rata, provoca menor numero de

alternancias en comparacion con los sujetos del grupo testigo.

Se han relacionado también estos resultados, con la neofobia que
experimentan normalmente los sujetos hacia estimulos del ambiente exterior como
posible causa de la afectacién en la AE. Asi, en la rata lesionada de la corteza
prefrontal se observd utilizando el laberinto en T, marcado déficit en la AE,

posiblemente por alteracion en la memoria de trabajo. Sin embargo, se mostré que
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si el dafno es solamente en el cingulo, ya sea posterior o anterior, la afectacion

funcional es menor o quizas menos observable (Lalonde, 2002).

2.6.3 Evaluacion del aprendizaje y la memoria (alternancia espontanea)
Laberintoen T

El laberinto en T ha sido utilizado para evaluar diferentes medidas de las funciones
cognitivas y habilidades en animales de experimentacion. La tendencia natural de
los animales es a explorar el ambiente exterior, alternado el ingreso a los brazos del

dispositivo en cada uno de los ensayos (Deacon & Rawlins, 2006).

Laberinto radial de ocho brazos

Olton y Samuel desarrollaron el laberinto radial de ocho brazos, que se ha utilizado
experimentalmente en ratas y ratones para evaluar la memoria de trabajo. El
aparato consta de ocho brazos idénticos, los cuales parten de un area central del
dispositivo (Dudchenko, 2004).

Antes de la prueba, se coloca un recipiente con alimento al final de cada
brazo del laberinto. Para la evaluacion se entrena a los animales para que recorran
el laberinto en busca de un reforzador. El deterioro en el desempefio operativo luego
de lesionar estructuras criticas del circuito neuronal que integran la cognicion, se
interpreta como una alteracién en la integracion de la memoria de trabajo o de la

memoria declarativa (Brown & Giumetti, 2006; Penley et al., 2013).
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4. METODO
La desnutricion en etapas tempranas puede afectar gravemente el desarrollo fisico,
con consecuencias en la consolidacion del organismo como en la conducta que
pueden manifestarse incluso en el largo plazo. Una conducta de gran importancia
es el comportamiento materno del cual se sabe que se desprenden diferentes
psicopatologias, al tener deficiencias en él. De lo anterior, se identifica la
importancia de conocer los mecanismos involucrados en ambos procesos,
especificamente de las alteraciones en la conducta maternal por la DPP, por lo cual

se planteé el siguiente método para su investigacion:

3.1 Pregunta de investigacion

¢Los cambios en la conectividad neuronal y la funcidn de areas cerebrales que
regulan funciones cognitivas como la conducta maternal de la rata, son afectados
por la DPP?

3.2 Objetivo general

Analizar la plasticidad neuronal de estructuras que regulan la conducta maternal de

ratas con DPP.

3.2.1 Objetivos especificos

1) Cuantificar en ratas con DPP las alteraciones en el acarreo de crias y la
construccioén del nido en los dias 4 y 12 de lactancia.

2) En ratas con DPP analizar las alteraciones de los arboles dendriticos, espinas y
soma de neuronas de la corteza prefrontal medial (mPFC), el cingulo anterior (AC)
y la amigdala basolateral (BLA) en los dias 4 y 12 de lactancia.

3) En ratas adultas (100 dias de edad) con antecedente de DPP evaluar la memoria
de trabajo y la discriminacién viso espacial (alternancia espontanea) en un laberinto

enT.
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3.3 Hipotesis

1.-La DPP en la rata adulta lactante afecta la expresion en el acarreo de las crias
y/o la construccion del nido, debido al dafio neuronal y funcional de la mPFC, el AC
y/o la BLA.

2.-Si la DPP interfiere con el desarrollo de estructuras del cerebro anterior (mPFC,
AC y/o BLA), entonces habra alteraciones en la expresion de los procesos

cognitivos como la eficiencia maternal.

Para la verificacion de las hipotesis y objetivos experimentales que se plantean, se
tomaran en cuenta las siguientes variables, procedimientos, parametros y

estrategias experimentales que se describen a continuacion.
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3.4 Variables
3.4.1Variables independientes
Desnutriciéon perinatal

Concepto: Cuadro nosolégico causado por la ingesta inadecuada en la calidad y
cantidad de alimento durante la gestacién y la lactancia (UNICEF, 2006). Segun el
indice de masa corporal (IMC) se considera como desnutricion grado 1 cuando se
cuenta con un IMC <18.5, desnutricién grado 2 con un IMC<17 y desnutricion grado
3 con un IMC<16.

Somatometria: Es la técnica que se refiere a la medicion del peso, talla e indice de
masa corporal y medicion de diversos diametros corporales.

Andlisis estadistico de los datos: Las diferencias de peso y la talla corporal entre las
crias del grupo control y DPP se analizaron con un Analisis de Varianza (ANOVA)
de 3 vias, Nutricion (2) x Sexo (2) x Edad (19). Para todas las pruebas se tom6 como

significativa la diferencia cuando se obtuvo un valor a de p<0.05.

Dias de lactancia

Concepto: El periodo de lactancia corresponde al periodo en el que la cria o el bebé
se alimenta exclusivamente de leche materna. El tiempo de lactancia varia segun la
especie; en la rata el destete comunmente se realiza en el dia 25 postnatal, aunque
en otros estudios se han considerado por conveniencia otras edades y condiciones
segun los procedimientos experimentales que se utilizaron. En el presente estudio
se eligieron los dias 4 y 12 postparto como dias representativos de las lactancias
temprana o tardia, que se dan en el caso de la rata postparto, y que dependen de
mecanismos hormonales o de la estimulacién sensorial de las crias respectivamente
(Rosenblatt et al., 1988).

Anélisis de los datos: La diferencia entre las mediciones de las muestras obtenidas
en los dias de lactancia 4 y 12 de los grupos experimentales se analizaron con un
ANOVA de 2 vias, Nutricion (2) x Dias de lactancia (2). Se tomd como significativa

cuando el nivel de significancia tuvo un valor de p<0.05.
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3.4.2 Variables dependientes

Acarreo de crias

Concepto: El acarreo de crias es un componente de la conducta maternal, que por
medio de diferentes estimulos por parte de las crias (olor, vocalizaciones, etc.)
incitan a la aproximacion de la madre, para después ésta acarrearlas al nido,
como un medio de proteccion o para atender alguna de sus demandas basicas
(Rocha et al., 2002; Esposito et al., 2013).

Se evalud la latencia de acarreo a la primera y la quinta cria en términos de
segundos (s), y la zona corporal de donde fue tomada la cria, que tiene divididas las
zonas del cuerpo por las que pueden ser prendidas por la madre: 1, cabeza, 2, nuca
siendo esta zona la ideal para acarrear (Brewster & Leon, 1980; Wilson et al., 2008),
3, dorso, 4, flancos, 5, abdomen, 6, cola y 7, extremidades. La latencia de acarreo
fue medida utilizando las videograbaciones de 10 min, posterior a la dispersion
forzada de las crias fuera del nido por el experimentador en los dias 4 y 12 de

lactancia.

Anélisis de los datos: Las diferencias entre los grupos Control y con DPP se
analizaron con un ANOVA de tres vias, Nutricion (2) X Dias de lactancia (2) X Zona

de acarreo (7), donde se considero significativa una p<0.05.

Construccion del nido

Concepto: La conducta maternal se inicia poco antes del parto con la construccién
del nido, siendo esta respuesta una de las primeras manifestaciones conductuales

de los cambios propios de la maternidad (Rychlink & Korda, 1989).

La evaluacion del nido consistio en la asignacion de una escala de valores relativos
del 1 al 3; donde 3, es para un nido redondo de 12 cm de diametro, y de cerca de 3

cm de altura, 2, un nido casi destruido y 1, para un nido destruido.

Anélisis de datos: Para los puntajes de clasificacion de la construccion de los nidos,

se utilizé una prueba U de Mann-Whitney para 2 (nutricion) y 2 (dias de lactancia).
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Memoria de trabajo (Alternancia espontanea)

Concepto: Se considera como un tipo de memoria de corto plazo, compuesto por
un centro ejecutivo que controla funciones visoespaciales y fonoldgicas. Esta
memoria es una capacidad cognitiva para recordar un espacio ya visitado, que

permitio alternar la eleccion para un siguiente ensayo.

Se utilizo el laberinto en T, la prueba consistié en una sola sesion con 9 ensayos
cada una, donde se tiene un tiempo maximo de 90 segundos para cada ensayo.

Anélisis de datos: Las diferencias entre los puntajes obtenidos de los grupos Control
y con DPP se analizaron con una ANOVA de dos vias, Nutricion (2) X Alternancia
(2), donde se considerdé como diferencia significativa cuando se tuvo un valor de
p<0.05.

Plasticidad neuronal

Concepto: Cambios morfolégicos y fisiolégicos que ocurren en el cerebro como
resultado de la experiencia previa. La plasticidad puede considerarse como un

mecanismo de desarrollo, crecimiento y aprendizaje (Pascual-Leone et al., 2005).

La plasticidad cerebral es el cambio morfolégico y funcional del sistema nervioso

central provocado por la experiencia previa.

Se utilizé la técnica de Golgi-Cox para observar y cuantificar las modificaciones
ocurridas en la arquitectura neuronal asociadas a la DPP. De las preparaciones

histolégicas se cuantificaron los siguientes parametros:
e Arbol dendritico:

a) Ordenes dendriticos (1°, 2°, 3°, etc.), en donde las dendritas provenientes del
soma fueron de primer orden, las originadas de ellas de segundo orden, y asi

sucesivamente.

b) Densidad dendritica (método de Sholl de circulos concéntricos; 40 um de

separacion entre cada circulo), contando en cada circulo el numero de ramas
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dendriticas que lo cruzaron, en un maximo de 5 a 7 circulos segun el tamafo del

arbol dendritico neuronal.

c) Densidad de espinas, se contabilizé el numero de espinas en segmentos de 50 p

en ramas de segundo y cuarto orden dendritico de la regidon neuronal basal.
e Soma neuronal:

a) Area de seccién transversal del soma en micras 2

b) Perimetro somatico en micras

Los parametros del soma correlacionaron con los tipos neuronales y las

condiciones de la dieta de cada grupo experimental.

Las diferencias en el orden dendritico, densidad dendritica y densidad de espinas
de los grupos control y DPP se analizaron con una ANOVA de tres vias de medidas
independientes, Nutricién (2) X Dias de lactancia (2) X los Ordenes (5) o los Cruces
dendriticos (7) o numero de espinas en las dendritas basales (2) de los grupos
neuronales. El nivel de significacion se establecié cuando la probabilidad fue de
p<0.05.

Anélisis de datos: Las diferencias en los valores del soma neuronal para el area y
el perimetro entre los grupos Control y con DPP se analizaron con una ANOVA de
dos vias de medidas independientes, Nutricion (2) X Dias de lactancia (2), donde

se considero significativo el nivel de p<0.05.

3.5 Diseino de investigacion
3.5.1 Tipo de investigacion

Se trata de una investigacion de tipo cuasi experimental y longitudinal, ya que
existen diferentes evaluaciones y mediciones durante el proceso, los grupos control
y experimental no son asignados de manera aleatoria sino por grupos equivalentes
que cuentan con caracteristicas establecidas, ademas esta basada en
conocimientos previos y busca entender la relacién entre las variables probando

una hipétesis planteada.
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3.5.2 Poblacién y muestra

Conducta Maternal

e 20 hembras adultas de la cepa Wistar
10 control
10 DPP
Laberintoen T

e 20 hembras adultas de la cepa Wistar
10 control

10 DPP

3.5.3 Criterios de inclusién y exclusion

. Criterios de inclusion

Ratas nuliparas con peso entre 200 y 250 gramos (90 dias de edad).

Camadas conformadas por grupos entre 8-10 crias.

Ratas provenientes de un bioterio certificado en cuanto a sus condiciones de salud,

alimentacién y manejo corporal.

. Criterios de exclusion

f) Crias con dano corporal por maltrato materno

Camadas donde las crias mueran o estén enfermas.

Comportamiento agresivo de la madre (maltrato, canibalismo)

)
)
c) Ratas con baja o alza de peso de mas del 10% del valor promedio
) Ratas con enrojecimiento de la piel que revelen micosis o infecciones
)

Ratas provenientes de bioterio no certificado
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3.6 Metodologia

3.6.1 Protocolos

60 ratas Wistar
30 Control 30 DPP
DPP CONTROL
-Gestacién (alimentacién en diferentes -Gestacion (alimentacién Ad libitum)
porcentajes/ 50 %, 70% y 100%)
-Postnatal (intercambio ¢/ 12 hrs entre -Postnatal (intercambio ¢/ 12hrs entre
madre lactante y con ligadura de conduc- madres lactantes
tos galactéforos . 7
PROTOCOLO I: Efectos de la DPP en la AE PROTOCOLO II: Efectos de la DDP en la
conducta maternal (Construccion del nido y
1.- Al P90 se evalta la AE en el laberinto en acarreo de crias
T (5 minutos de libre acceso en todo el
dispositivo) 1.- Evaluacién al 4 de lactancia (L) y L12, la

construcion del nido: calificacién en unida-
desrelativas 1,26 3

2.- Evaluacion al L4y L12, el acarreo de crias :

zona de acarreo, duracién , frecuencia 'y
latencia.

3.-Sacrificio post prueba para Golgi-Cox:

observaciones del arbol dendritico y somas

neurales

Figura 4. Se muestra el método utilizado en todo el proceso experimental y los criterios utilizados
para evaluar la conducta y los cambios histoldgicos.
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3.6.1.1 Nutricién

La desnutricion que se realizé en este proyecto fue perinatal, es decir, durante las

etapas de gestacion y lactancia.

Las madres del grupo fueron alimentadas con dieta ad libitum tanto de alimento
como de agua. La dieta fue Lab Diet 5001® de (Purina) y su contenido nutricional/

caldrico en porcentajes fue el siguiente:

e Proteina 28.507 %
e Lipidos 13.496%
e Carbohidratos 57.996%

Grupo DPP
DESNUTRICION
PRENATAL
Madres gestantes DESNUTRICION NEONATAL
|
' Adlib 9.5¢ 13.3g ' Ad libitum
Intercambio (c/12 P25
G0-G6 G7-G12 G13-G20 c21 PO P1 (
100% 50% 70% 100%, h) de madre ligada Destete
(Parto) Ligadura de y no ligada
conductos g.
Grupo C
199 199
100%
‘:’10(;5,/21 G21 o % P25
’ (Parto) Intercambio (c/12h) Destete

de madres lactantes

Figura 5. Se muestra la dieta que tuvieron los animales, tanto del grupo control como con DPP.
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Las crias del grupo control tuvieron la dieta al 100% durante todo el protocolo como
se puede observar en la Figura 5. Las madres del grupo con DPP consumieron el
mismo alimento, pero en diferentes porcentajes durante la gestacion; al nacimiento
entre las camadas se intercambi6 cada 12 h a dos madres, una de ellas ligada de
sus conductos galactoforos para evitar la salida de leche (Figura 5). Es decir, estas
crias recibieron 12 h de cuidados y alimentacién materna y 12 h con soélo los
cuidados maternos para minimizar posibles efectos de privacion sensorial (Lynch,
1976).

3.6.1.2 Desarrollo y maduracion fisica

El registro del peso corporal y talla de ambos grupos experimentales se comenzé
en el dia postnatal 1 (P1), para no manipular a los animales recién nacidos y evitar
asi el posible canibalismo por parte de la madre. La medicion se realizé cada cinco

dias hasta el dia P90 cuando se realizaron las pruebas conductuales.

La maduracion de las crias control y con DPP se comenzo a registrar en el
dia P8, aunque la revision se realizé diariamente por las mafianas. Se registré la
apertura de parpados y oidos, contemplando la apertura de un solo lado, se
considera como completado el proceso de maduracion de estos sentidos, cuando
se observan ambos parpados y oidos abiertos completamente.

3.6.1.3 Conducta maternal (acarreo y construccion del nido)

La conducta maternal se observé a los dias 4 y 12 posnatales para ambos grupos
control y con DPP, se realizd en la caja en la que se encuentra la madre
habitualmente. Inicialmente, se calificé el nido y se le dio un puntaje acorde al criterio

arriba mencionado.

Posteriormente se saco a la madre de la caja de maternidad, las crias fueron
removidas del nido y esparcidas suavemente por toda la caja, inmediatamente se
regresé a la madre a la caja de maternidad y se grabo en video durante 10 min la
estrategia realizada por ella para el acarreo de las crias. En todos los casos la caja
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habitacion se ubicé en una camara amortiguada al sonido anexa al area comun del

laboratorio.

e Parametros para evaluar el acarreo de crias dispersadas intencionalmente

fuera del nido:

a) Latencia de acarreo a la primera de las crias de la camada (mediante el uso de

un cronémetro).

b) Area corporal de las crias escogida por la madre para el acarreo (nuca, dorso,
pelvis, abdomen, extremidades, cabeza o cola) en las video grabaciones. La figura
6, muestra el protocolo que se siguio para obtener a las madres que participaron en

el estudio, y el periodo de la lactancia cuando se evalué la respuesta maternal.

e Parametros para evaluar para la construccion del nido antes de la video

grabacion (observacion directa):
a) Ubicacion del nido en la caja habitacién

b) Forma del nido: 3, 2, 1 (escala ordinal)

100 %
(19g)

| |
| |
| |
l | Sinmanipulacién
€ | | 1 i :
| |

P20 ! I
Cruza o G21 50 P4 512

v

P25
Destete

! Construccion del nido y
! observacion de acarreo (10 min)
‘ (Latenciay zona de acarreo)

Frotis vaginal

Figura 6. Muestra el protocolo utilizado para la evaluacién del nido y el acarreo de las crias.
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3.6.1.4 Laberinto en T (alternancia espontanea)

Esta prueba conductual midié la capacidad cognitiva de un sujeto en estudio para
recordar un espacio ya visitado, que permitié alternar la eleccion para un siguiente
ensayo. En la prueba se evalu6 la memoria de trabajo y la motivacién de un animal

para explorar el entorno ambiental.
e Parametros para evaluar:
a) Latencia en segundos para elegir un brazo del laberinto.
b) Frecuencia de exploracion del laberinto durante el ensayo (bipedestacion).
¢) Frecuencia de accesos de auto lamido (autoaseo).

d) Numero de bolos y de gotas de orina depositados durante la prueba como indice

de la respuesta autonémica.
e Condiciones para la prueba:
-Ratas adultas

-Una sola sesion de 5 minutos donde el animal pudo explorar libremente.

3.6.1.5 Histologia

Método de Golgi-Cox

La técnica de Golgi es un procedimiento histologico que revelé la morfologia
neuronal completa en tres dimensiones. Esta cuantificacion, previo
procesamiento histolégico se hizo posterior a la observacién de la

conducta maternal de los dias 4 y 12 postnatal de lactancia materna.

e Parametros evaluados con analizador de imagenes (arbol dendritico basal y

somas neuronales postsinapticos)
-Arbol dendritico:

a) Ordenes dendriticos (1°, 2°, 3°, etc.).
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b) Densidad dendritica (método de Sholl de circulos concéntricos; 40 ym de

separacién entre cada circulo).

c) Densidad de espinas de ramas del 2do y 4to orden en segmentos 50 um de

ramas ubicadas en la porcién neuronal basal.

d) Area de seccién transversal del soma neuronal en um?y perimetro somatico en

um.
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4. RESULTADOS
4.1 Efectos de la DPP en el desarrollo somatométrico
4.1.1 Peso corporal

El seguimiento del desarrollo fisico de los sujetos durante del proceso de
desnutricion, se hizo registrando el peso corporal cada cinco dias. El analisis de
estos resultados mostré valores significativamente menores en los sujetos debido a
la dieta, F(1,223)=474.04, p<0.00001, por la edad, F(10,195)=1944.66, p<0.00001
y con interaccion dieta x edad, F(10,195)=16.75, p<0.00001. En el analisis post hoc,
los sujetos con DPP mostraron valores significativamente menores (p<0.05) entre
los dias P10 al P90 (Figura 7B).

Una vez que las hembras alcanzaron la adultez, fueron cruzadas con machos
adultos normales. Al detectarse su prefiez, se determind su peso corporal. La
diferencia de peso entre los valores de las madres del GC vs. las madres con DPP,
antes y después de la gestacién (dias 4 y 12 postparto, unificados) mostré valores
significativamente menores para las madres con DPP, F(1,38)=72.58, p<0.05.
Asimismo, hubo diferencias comparando el peso pre y el post gestacion,
F(1,38)=382.39, p<0.05, e interaccién dieta x peso pre y post, F(1,38)=8.60, p<0.05.
El analisis post hoc, de los registros del peso corporal antes de la gestaciéon (de
ambos grupos), mostrd reducciones significativas (p<0.05) en el peso corporal de
las madres con DPP. El peso corporal post gestacional, en las dos edades de
evaluacion (4 y 12 de lactancia), fue significativamente menor en el grupo con
DPP,p<0.001(Figura 7A).
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Figura 7. A) Valor medio + EEM del peso corporal de las madres tratadas con diferentes dietas antes y después
de la gestacion, * p<0.05. B) Valor medio + EEM de los pesos corporales de ratas con desnutricién pre y post

gestacion, * p<0.05.
4.1.2 Peso cerebral

El analisis del peso cerebral mostré reducciones significativas debidas a la dieta,
F(1,38)=27.98, p<0.05, teniéndose cerebros con menor peso para el grupo con
DPP. En el andlisis post hoc, se identificaron diferencias por la dieta en el dia 4 (ver
Figura 8, con menor peso de los cerebros en el grupo DPP, p<0.05, de igual forma

en los registros del dia 12, p<0.05 (Figura 8, datos unificados).

P

i
Nl
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Figura 8. Valor medio £+ EEM del peso cerebral que
muestra diferencias significativas debidas a la dieta en

el dia 4, con valores menores para los cerebros del

-
3]
1

grupo DPP *p<0.05, de igual forma en los registros del
dia 12, * p<0.05 (se conjuntaron los datos al no

encontrarse diferencias entre los dias 4 y 12).

y

ool e

Peso cerebral

Valor medio del peso cerebral {g)
N
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4.1.3 Morfometria corporal

4.1.3.1 Talla

El registro de la talla se hizo cada cinco dias a partir del dia posnatal (P5), hasta el
P30. EI ANOVA de estas mediciones mostré valores significativamente menores
asociados a la dieta, F(1,44)=226.2, p<0.00001, por la edad, F(10,440)=3389.5,
p<0.00001; con interaccion entre estos dos factores, F(10,440)=7.6, p<0.00001. En
el analisis post hoc, a partir del dia P15 en adelante se muestran diferencias
significativas, manteniendo el grupo con DPP tallas menores, p<0.01; y teniéndose

diferencias igualmente significativas con el incremento en edad (Figura 9A).
4.1.3.2 Diametro naso-occipital

Los valores obtenidos del diametro naso-occipital fueron reducidos
significativamente por la dieta, F(1,44)=396.7, p<0.00001, por la edad,
F(10,440)=1582.7, p<0.00001, con interaccion significativa entre dieta x edad,
F(10,440)=8.8,p<0.00001. El analisis post hoc de los registros del diametro naso-
occipital fue significativo desde el dia P5 al P30, p<0.05, sin cambios en los dias
P40, 50 y 60, y con valores de este diametro significativamente menores en el grupo
con DPP, en los dias P70 y P90 (Figura 9B).

4.1.3.3 Diametro naso-pélvico

Los valores obtenidos del diametro naso-pélvico asociados a la dieta fueron
significativamente menores, F(1,44)=526.5, p<0.0001, con cambios por la edad,
F(10,440)=3474.5, p<0.0001. De igual forma hubo diferencias significativas en la
interaccién dieta x edad, F(10,440)=8.4, p<0.0001. En el analisis post hoc, se
identificaron diferencias significativas (p<0.05) a partir del dia P5 en adelante
(Figura 9C).
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4.1.3.4 Largo de la cola

En las mediciones del largo de la cola, se identificaron reducciones significativas por
la dieta, F(1,44)=182.9, p<0.00001, la edad, F(1,44)=3060.8, p<0.00001, con
interaccién entre dieta x edad, F(10,440)=6.6, p<0.00001. En el analisis post hoc,
se identificaron reducciones significativas (p<0.05) en los sujetos con DPP a partir
del dia P10 hasta el P25 (p<0.05), sin diferencias significativas en las otras edades
del estudio (Figura 9D).

4.1.3.5 Distancia de tarso

En los puntajes obtenidos de la distancia del tarso, se identificaron reducciones
significativas debido a la dieta, F(1,44)=186.5, p<0.0001; edad, F(10,440)=2177,
p<0.0001, con interaccion entre dieta x edad, F(10,440)=53.4, p<0.0001. En el
analisis post hoc, se identificaron reducciones significativas (p<0.005) en todos los

dias de evaluacion en los sujetos con DPP (Figura 9E).

4.1.3.6 Diametro bitemporal

En el analisis de las mediciones de la distancia bitemporal, se identificaron
decrementos significativos debido a la dieta, F(1,44)=356.9, p<0.001, la edad de
evaluacion, F(10,440)=1156.0, p<0.001, con interaccién significativa entre los
factores dieta x edad, F(10,440)=33.0, p<0.001. En el analisis post hoc, sélo se
pudieron observar reducciones significativas en las ratas con DPP a partir del dia
P5 hasta el P20 (p<0.05) y posteriormente (p<0.05) en el dia P50 (Figura 9F).
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Figura 9. A) Valor medio + EEM de la talla del grupo control y DPP, *p<0.05. B) Valor medio + EEM de la
distancia naso-occipital del grupo control y DPP se observaron diferencias significativas a partir del P5 postnatal
hasta el 30, y posteriormente en el P70 y P90, *p<0.05. C) Valor medio + EEM de la distancia naso-pélvica del
grupo control y DPP *p<0.05. D) Valor medio + EEM del largo de la cola del grupo control y DPP, *p<0.05. E)
Valor medio + EEM de la distancia del tarso del grupo control y DPP, *p<0.05. F) Valor medio + EEM de la
distancia bitemporal del grupo control y con DPP, *p<0.05.
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4.2 EFECTOS DE LA DPP EN LA CONDUCTA MATERNAL
CONDUCTAS MATERNALES
4.2.1 Construccion del nido

La evaluacion de la construccion del nido se hizo en los dias 4 y 12 de lactancia,
encontrandose decrementos significativos por la dieta, F(1,36)= 11.2268, p<0.01, la
edad, F(1,36)= 33.49, p<0.0001, con interaccion dieta x edad, F(1,36)= 7.51,
p<0.01. En la evaluacién post hoc, hubo decremento significativo sélo en el dia P4,
de las madres con DPP (p<0.05) y cuando se conjuntaron y compararon los valores
de los dias P4 y P12 de cada condicion (Total) con un ANOVA de 1-via, (Figura 10).
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4.2.2 Manejo de aserrin

En la latencia para el manejo de aserrin, no se identificaron diferencias
significativas, ni por la dieta ni por los dias de lactancia e interaccion entre factores
(Figura 11A).

En cuanto a la frecuencia del manejo de aserrin se obtuvieron reducciones
significativas en las madres con DPP, F(1,18)= 9.2764, p<0.05 , sin efectos a los
dias de lactancia y las interacciones entre los factores. En el analisis post hoc, se

pudieron identificar reducciones significativas (p<0.05) en los dias P4y P12; y en el

49



total conjuntando los valores de los 2 dias de lactancia de las madres con DPP
(Figura 11B).

Asimismo, no se observaron diferencias en la duracién del manejo de aserrin
por las madres de ambas condiciones de dieta, ni en la interaccion de los factores.
El analisis post hoc no mostré diferencias significativas entre los grupos a lo largo

de los dias del estudio (Figura 11C).
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Figura 11. A) Valor medio + EEM de duracién en el manejo de aserrin. B) Valor medio + EEM de la frecuencia
del manejo de aserrin, se observan reducciones significativas en las madres con DPP, * p<0.05. C) Valor medio
+ EEM de la duracion del manejo de aserrin.

4.2.3 Acarreo

El analisis de los parametros obtenidos de las latencias de acarreo en los 2 dias de
lactancia mostré incrementos significativos asociados a la dieta, F(1,18)= 9.53935,
p<0.01, sin efectos para la edad y la interaccién entre los factores. En el analisis
post hoc se observaron incrementos significativos (p<0.05) en las latencias para el
acarreo en ambos dias de evaluacién, y en el total conjuntando las 2 edades de

lactancia de las madres con DPP (Figura 12A).

En cuanto a la frecuencia de acarreo se obtuvieron reducciones significativas
asociadas a la dieta, F(1,18)= 12.0440, p=0.002, sin efectos del factor edad y a su
vez por la interaccion de los factores dieta x edad, F(1,18)= 6.5511, p=0.01. En el
analisis post hoc, se observaron reducciones significativas en el dia 12 (p=0.001), y
en el total (p<0.05) conjuntando los datos de los 2 dias de lactancia en las madres
con DPP (Figura 12B).
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Respecto a la duracién del acarreo de crias las comparaciones entre las
muestras mostraron reducciones significativas relacionadas con la dieta,
F(1,18)=5.99623, (*) p=0.02, mas no por la edad o la interaccién entre estos
factores. En cuanto, al analisis post hoc, no se identificaron diferencias significativas
en ninguna de las comparaciones, aunque si tendencias a reducirse (p<0.07).
Unicamente en el total conjuntando los valores de los 2 dias de lactancia se

encontrd reduccion significativa en las madres con DPP (p<0.05) (Figura 12C).
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Figura 12. A) Valor medio + EEM de la latencia para el acarreo, * p<0.05 en las madres con DPP en ambos dias

de lactancia y en el total conjuntando las mediciones. B) Valor medio + EEM de la frecuencia de acarreo, *

p<0.05. C) Valor medio + EEM de la duracién de acarreo, *p<0.05.
4.2.2.2 Acarreo por zona

En el analisis de la frecuencia del acarreo por zonas del cuerpo de donde fue
prendida la cria por la madre, se observaron diferencias significativas por la dieta
F(1,18)= 11.5383, p<0.05 y por la zona de acarreo F(6,108)= 47.45, p<0.05; a su
vez hubo interaccidn entre los factores dieta x zona de acarreo, F(6,108)= 28.21,
P<0.05; dieta x edad, F(1,18)=6.32 ,p<0.05 y por ultimo zona x edad, F(6,108)=
3.98, p<0.05. La zona que es preferida para el acarreo fue la zona 2, que
corresponde a la nuca. En la Figura 13A se observa que el grupo control acarrea
mas por esta area en comparacion con las madres con DPP, que acarrean

indistintamente en cualquier area (p<0.05) esto en el dia 4 de lactancia.

En cuanto a las evaluaciones realizadas en el dia 12 del estudio, las madres

con DPP mostraron menor frecuencia significativa de acarreo por la zona preferida
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(zona 2), aunque se puede observar mayor variacion en los valores obtenidos en

las otras areas del cuerpo para el acarreo (p<0.05), (Figura 13B).

Frecuencia de acarreo
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Figura 13. A) Valor medio + EEM de la frecuencia del acarreo por zona de prension del cuerpo de las crias en

el dia P4 de lactancia, *p<0.05. B) Valor medio + EEM de la frecuencia del acarreo por zona de prensién en el

dia P12 de lactancia, * p<0.05.
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CONDUCTAS NO MATERNALES
4.2.3 Exploracion

En la evaluacion de la latencia para la exploracion, no se observaron diferencias
significativas asociadas a la dieta o la edad, ni en la interaccién de estos factores.
El analisis post hoc, de la exploracion mostré incrementos significativos en las
madres con DPP so6lo en el Total conjuntando los 2 dias de lactancia (p<0.05),
(Figura 14A).

En el anadlisis de los puntajes de la frecuencia de exploracién hubo
incremento significativo asociado a la dieta, F(1,18)=5.0276, p=0.03, sin encontrarse
significancia para la edad y la interaccion entre factores. El analisis post hoc de la
exploracion mostré incrementos significativos en las madres con DPP (p=0.04) sélo
en el dia P12y al conjuntar y comparar los valores de los 2 dias de lactancia (Total),
(Figura 14B).
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Figura 14. A) Valor medio + EEM de latencia para iniciar la exploracion, (* p<0.05). B) Valor medio + EEM de la
frecuencia de exploracion que incrementd significativamente (p=0.04) en el dia P12 de lactancia y cuando se

conjuntan los valores de las 2 edades, * p<0.05.
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4.2.4 Autoaseo

En la evaluacion de la latencia para la conducta de autoaseo, no se observaron
diferencias significativas asociadas a la dieta o la edad, ni en la interaccion de estos
factores. En el analisis post hoc, se identificaron incrementos significativos
unicamente para el dia el P4, donde las madres del grupo DPP tuvieron incrementos
en la latencia para el iniciar el autoaseo en comparacion con las madres control,
p<0.05 (Figura 15A).

Respecto a la frecuencia de autoaseo, se identificaron reducciones
significativas debidas a la dieta, F(1,18)= 5.29, p<0.05. sin efectos por la edad y sin
interaccion entre factores. En el analisis post hoc se observaron reducciones
significativas (p<0.05) en las madres del grupo con DPP so6lo en el dia P4, y en el

Total conjuntando los 2 dias de lactancia (p<0.05), (Figura 15B).

En el analisis de los datos de la duracion del autoaseo, no se identificaron
diferencias por la dieta, el dia de evaluacién, y de igual forma en la interaccion de
los datos. El analisis post hoc de la duraciéon de los accesos de autoaseo mostrd
incremento significativo (p<0.05) de la duracion solo en el dia P4 de las madres con
DPP, sin efectos para el dia P12 y el total de los 2 dias de lactancia (Figura 15C).
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Figura 15. A) Valor medio + EEM de latencia para iniciar el autoaseo, *p<0.05. B) Valor medio + EEM de la

frecuencia de autoaseo, * p<0.05). C) Valor medio + EEM de la duracién del autoaseo.
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4.3 EFECTOS DE LA DPP EN LA MORFOLOGIA NEURONAL
4.3.1 Cingulo anterior

Perimetro

En el ANOVA del perimetro de las neuronas piramidales del AC, mostré reducciones
significativas en el perimetro de las neuronas de las madres con DPP, F(1,116)
=18.83, p<0.05, con la edad de 4 y 12 dias de lactancia; F(1,116)= 7.80, p<0.05. En
el andlisis post hoc, el perimetro mostré reducciones significativas (p<0.05) en los
dias P4 y P12 de las madres con DPP, y en el Total de comparaciones de las 2
edades (Figura 16A).

Area somética.

De igual forma el ANOVA realizado en los valores del area de los somas de las
neuronas de esta estructura, hubo reducciones significativas en las madres con
DPP, F(1,116)=28.211, p<0.05, por la edad, F(1,116)=5.772, p<0.05, sin interaccién
entre los factores. En la evaluacion post hoc se identificaron reducciones
significativas (p<0.05) en el area de los somas neuronales en el dia P4y P12,y en

el total conjuntando los valores de los 2 dias de lactancia del estudio (Figura 16B).
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Figura 16. A) Valor medio + EEM del perimetro de neuronas del cingulo anterior, *p<0.05. B) Valor medio +

EEM del &rea de las neuronas del cingulo anterior, *p<0.05.
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Densidad dendritica

En cuanto a la densidad dendritica de las neuronas del AC, los resultados mostraron
reducciones significativas en las neuronas de las madres con DPP,
F(1,116)=257.651, p<0.00001, la edad, F(1,116)=7.722,p<0.005; y la interaccién
entre dieta x dias de lactancia, F(1,116)= 6.012, p<0.05. De igual forma en las
interacciones numero de cruces x dieta, F(6,696)=5.525, p<0.0001; numero de
cruces x dia de lactancia, F(6,696)=2.756, p<0.05; numero de cruces x dieta x dias
de lactancia, F(1,696)=5.303. p<0.0001. En el analisis post hoc, se observaron
diferencias significativas en todos los circulos concéntricos y cuando se
conjuntaron, siendo el grupo DPP el que mostré reducciones significativas en la
densidad dendritica, p<0.05 (Figura 17A).

Numero de ramas dendriticas

Respecto al numero de dendritas de las neuronas del AC en las comparaciones del
ANOVA entre los grupos, se identificaron reducciones significativas en las ramas de
las neuronas de las madres con DPP, F(1,116)= 253.511, p<0.0001; sin efectos por
el dia de lactancia. De igual forma, se mostr6 significancia entre los factores, dieta
x dia de lactancia, F(1,116)=253.511, p<0.05, mostrando un aumento en el numero
de ramas en el dia 12 de lactancia. A su vez, se observaron diferencias significativas
en las interacciones entre el orden dendritico x dieta, F(4,464)=23.187, p<0.0001;
orden dendritico x dia de lactancia, F(4,464)=3.125, p<0.05, en cuanto a la
interaccion entre el orden dendritico x dieta x dia de lactancia, s6lo se mostr6 una
tendencia, F(4,464)=2.278, p<0.06. En el analisis post hoc, se observaron
diferencias significativas en todos los érdenes dendriticos y en el total para ambas
edades de evaluacion, siendo el grupo desnutrido el que presenta significativamente

menor numero de arborizaciones (Figura 17B).

Numero de espinas dendriticas

El ANOVA realizado con el numero de espinas dendriticas resulté con diferencias
significativas debido a la dieta, F (1,96) =195.75, p<0.0001, sin efectos, por el dia

de lactancia, ni interaccién entre éstos. En cuanto al orden, se identificaron
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reducciones significativas en el grupo de madres DPP, F (1,96) =16.74, p<0.0001;
en la interaccion orden x dieta, F (1,96) =13.25, p<0.0001 y orden x dieta x dias de
lactancia, F (1,96) =5.59, p=0.02. En el anadlisis post hoc, se identificaron
reducciones significativas en el grupo DPP en ambos dias de lactancia en
comparacién con el control (p <0.05); ademas de reducciones en el 4to orden en

comparacién con el 2do, unicamente el grupo DPP (p<0.05).
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Figura 17. A) Valor medio + EEM de la densidad dendritica del AC, *p<0.05. B) Valor medio + EEM del numero
de ramas por orden dendritico de neuronas del AC, * p<0.05. C) Valor medio + EEM del numero de espinas por
orden dendritico (2 y 4) de neuronas del cingulo anterior, *p<0.05. Se observan reducciones entre el orden 2 en

comparacion con el 4 en ambos dias de lactancia, inicamente en el grupo DPP (#p<0.05).
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4.3.2 Corteza prefrontal medial

Perimetro somatico

Los resultados del ANOVA de las comparaciones del perimetro somatico de las
neuronas de la mPFC mostraron reducciones significativas en la madres con DPP,
F(1,116)=117.81, p<0.0001; sin diferencias por la edad e interaccion entre los
factores. En el analisis post hoc, se obtuvieron reducciones significativas (p<0.001)
en el perimetro de las neuronas obtenidas de los sujetos con DPP en los dias P4 y

P12, y en el total de las comparaciones (Figura 18A).

Area somaética

Respecto al area de las neuronas obtenidas de la mPFC se identificaron
reducciones significativas, F(1,116)=108.186, p<0.0001; mas no por la edad de
evaluacion, pero si hubo interaccion dieta x edad, F(1,116)=4.069, p<0.05. En el
analisis post hoc, se identificaron diferencias entre los grupos en ambas edades de
evaluacion, teniéndose reducciones significativas (p<0.05) para las neuronas del
grupo con DPP y en el total de los 2 dias del estudio (Figura 18B).
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Figura 18. A) Valor medio + EEM del perimetro de las neuronas obtenidas de la mPFC, *p<0.05.
Asimismo, se muestra en B) Valor medio + EEM del area somética de neuronas de la mPFC, *
p<0.05.

Densidad dendritica

En cuanto a la densidad dendritica, se identificaron diferencias significativas por la
dieta, F(1,116)=434.887, p<0.00001; mostrando menor numero de cruces de
dendritas el grupo de madres DPP. De igual forma se encontraron diferencias por
el dia de lactancia, mostrando un aumento de cruces en el dia 12, F(1,116)=26.213,
p<0.0001. En cuanto a las interacciones se identificaron diferencias en numero de
cruces x dieta, F(6,696)=11.206, p<0.0001; numero de cruces x dia de lactancia,
F(6,69)=6.104, p<0.0001; numero de cruces x dieta x dia de lactancia,
F(6,696)=2.691,p<0.05. En cuanto al analisis post hoc de la densidad dendritica en
las edades P4, P12 y en el total mostraron reducciones significativas en las
neuronas del grupo DPP (p<0.01), unicamente en el cruce del séptimo circulo

conceéntrico no se observaron diferencias en ambos dias de lactancia (Figura 19A).

Numero de ramas dendriticas

En el numero de las dendriticas de neuronas de esta region cortical se encontraron
reducciones significativas en las madres con DPP, F(1,116)=771.049, p<0.0001, por
el dia de lactancia, F(1,116)=9.904,p<0.002; dieta x dia de lactancia,
F(1,116)=13.708, p<0.001. De igual forma en las interacciones orden dendritico x
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dieta, F(4,464)=75.90, p<0.0001; orden dendritico x dia de lactancia,
F(4,464)=2.897, p<0.05; orden dendritico x dia de lactancia x dieta, F(4,464)=4.704;
p<0.001. En el andlisis post hoc, se observaron solo diferencias significativas a partir
del primer orden de dendritas hasta el cuarto, esto en el dia P4 de evaluacion,
p<0.05. En el dia P12 de evaluacion, se identificaron diferencias significativas en

todos los 6rdenes dendriticos, p<0.05 (Figura 19B).
Numero de espinas dendriticas

El analisis ANOVA mostré reducciones significativas en el numero de espinas
debido a la dieta en las madres DPP, F(1,96)=161.25, p<0.0001; a los dias de
lactancia, F(1,96)=5.63, p<0.01,ademas de interaccion entre los dos factores,
F(1,96)=5.33, p=0.02. En cuanto al orden, de igual manera se identifico
significancia, F(1,96)=28.64, p<0.0001; e interaccién entre orden x dieta,
F(1,96)=27.94, p<0.0001. Los resultados del analisis post hoc, se identificaron
diferencias significativas en ambos 6rdenes dendriticos mostrando reduccion por
parte del grupo DPP; de igual forma se redujo significativamente la densidad de
espinas en el 4to orden en las madres DPP en contraste con el 2do orden del mismo

grupo en los dos dias de evaluacion.
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Figura 19. A) Valor medio + EEM de |la densidad dendritica de la mPFC, *p<0.05. B) Valor medio
EEM del numero de 6rdenes dendriticos de neuronas de la mPFC, * p<0.05. C) Valor medio + EEM
del numero de espinas por orden dendritico (2 y 4) de neuronas de la mPFC, *p<0.05. Se observaron
reducciones entre el orden 2 en comparacion con el 4 en ambos dias de lactancia, unicamente en el
grupo DPP (#p<0.05).
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4.3.3 Amigdala basolateral
Perimetro somatico

Los datos del analisis del perimetro somatico de neuronas multipolares de la BLA,
mostraron reducciones significativas en las madres con DPP, F(1,116)=5.29,
p<0.05; el dia de lactancia, F(1,116)=11.84, p<0.001, sin interaccion entre los
factores. En el analisis post hoc, se encontraron solamente diferencias en el dia P4
de evaluacion, siendo el grupo DPP el que mantiene perimetros de menor tamano
(Figura 20A).

Area somatica

En el analisis de los datos del area somatica de las neuronas de esta zona, se
identificaron reducciones significativas por la DPP, F(1,116)=20.88, p<0.05; Con el
analisis post hoc, se identifico unicamente diferencias significativas entre los grupos

so6lo en el dia 4 de lactancia, p<0.05; (Figura 20B).
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Figura 20. A) Valor medio + EEM del perimetro de las neuronas de BLA, donde hay diferencias
significativas por la dieta, teniendo el grupo DPP un menor perimetro neuronal, esto Unicamente en

el dia 4. (*p<0.05). B) Valor medio + EEM del area de las neuronas de BLA, *p<0.05.
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Densidad dendritica

En el analisis de la densidad dendritica de neuronas de la BLA, hubo reducciones
significativas en las madres con DPP, F(1,116)= 456.73, p<0.0001; sin efectos por
la edad e interacciones entre los factores dieta x edad x densidad. Se mostraron
diferencias en significativas en las interacciones numero de cruces x dieta,
F(6,696)=46.55, p<0.0001; numero de cruces x dia lactancia, F(6,696)=7.21,
p<0.0001; numero de cruces x dia lactancia x dieta, F(6,696)=14.83, p<0.0001. En
el analisis post hoc, en el dia P4 se observaron diferencias significativas a partir del
tercer circulo concéntrico hasta el sexto (p<0.05), sin embargo, en el dia P12 de
evaluacion las diferencias ocurrieron desde el primer circulo hasta el quinto y en el
total, p<0.05, (Figura 21A).

Numero de ramas dendriticas

La arborizacion neuronal de la BLA tuvo reducciones significativas por la DPP,
F(1,116)=267.280, p<0.0001; Asi mismo, se encontraron diferencias por la edad de
evaluacion, F(1,116)= 5.719. Se observé significancia en las interacciones orden
dendritico x dieta, F(4,464)=28.833, p<0.0001; orden dendritico x dia de lactancia,
F(4,464)=3.189, p<0.05; orden dendritico x dieta x dia de lactancia, F(4,464)=7.090,
p<0.0001. En el analisis post hoc, en el dia P4 de evaluacion se observaron
diferencias significativas a partir del primer orden de dendritas hasta el cuarto orden
dendritico (p <0.05). En el dia P12 de evaluacién, se identificaron diferencias
significativas hasta el tercer circulo y en el total de los érdenes, p <0.05 (Figura
21B).

Numero de espinas dendriticas

Los resultados de la ANOVA de la densidad de espinas en BLA, mostro reducciones
significativas por la dieta, F(1,96)=247.41, p<0.0001; por los dias de lactancia,
F(1,96)=4.50, p=0.03; sin interaccion entre los factores. De igual forma se observo
significancia por el orden dendritico, F(1,96)=38.99, p<0.0001; e interaccidon orden
x dieta, F(1,96)=31.92, p<0.0001; orden x dia de lactancia, F(1,96)=5.46, p=0.02.

En el analisis post hoc, se observaron reducciones significativas en ambos dias de
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lactancia y en ambos ordenes dendriticos, (p <0.05) en las hembras con DPP. De

igual forma, se identificaron reducciones en el dia 12 del orden 4 en comparacién

con el orden 2, en el grupo con DPP.
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Figura 21. A) Valor medio + EEM de la densidad dendritica de neuronas de la BLA se identifican
diferencias significativas por la dieta Unicamente (*p<0.05). B) Valor medio + EEM del nimero de
ramas por orden dendritico de la BLA, * p<0.05. C) Valor medio £+ EEM del nimero de espinas por
orden dendritico (2 y 4) de neuronas de la BLA, *p<0.05. Se observaron reducciones entre el orden
2 en comparacion con el 4, unicamente en el grupo DPP en el dia 12 de lactancia (#p<0.05).

64



D4

D12

“AC _____mPFC__ _ BLA

Fig 22. Fotomicrografias representativas de neuronas piramidales y mutlipolares de AC, mPFCy
BLA, se observa la reduccién de las ramas y 6rdenes dendriticos en las madres con DPP. Barra,
200 ym.

Fig 23. Fotomicrografias
representativas de  neuronas
piramidales AC de capa Il de
madres lactantes con DPP y C en
el dia 4 (+). Se observa la
reduccion de las  espinas
dendriticas en el grupo DPP.
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4.4 EFECTOS DE LA DPP EN LA EJECUCION DEL LABERINTOEN T
(Alternancia espontanea)

Peso corporal de hembras virgenes con DPP

En la prueba ANOVA para el peso corporal, se encontraron reducciones
significativas por parte del grupo de hembras con DPP debido a la dieta, F (1,18)
=10.27, p=0.004, (Figura 22A).

Entradas a los brazos y alternancia espontanea

En el andlisis de la entrada a cada uno de los brazos se observaron diferencias
significativas en el brazo central, F (1,18) =10.03, p=0.005, siendo el grupo DPP el
que tuvo un menor numero de entradas, (Ver Fig.22B). De igual forma ocurrié en el
brazo derecho, F (1,18) = 6.05, p=0.04), aunque con una significancia menor, (Ver
Fig. 16B). En cuanto, al brazo izquierdo se mostraron reducciones significativas
igualmente por el grupo DPP, F (1,18) = 8.9, p=0.007, (Ver Fig. 16B).

En el analisis del numero de alternancias, se identificaron reducciones
significativas por parte de las hembras DPP, F (1,18) = 33.66, p=0.00001, (Figura
22C).

Presencia de heces fecales y orina

Respecto al analisis de presencia de heces fecales después de la prueba
conductual, se observaron diferencias significativas, siendo las hembras DPP las
que tuvieron mayor respuesta fisiolégica, F (1,18) =6, p=0.02, (ver Tabla 2). De igual
forma sucedié con la orina, pero con una mayor significancia, F (1,18) =13.93.
p=0.001, (Tabla 2).
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Figura 24. A) Valor medio + EEM de los pesos corporales al dia de la prueba conductual (P90) de los
animales sometidos a diferentes dietas, *p<0.05. B) Valor medio + EEM de la frecuencia de entradas
a los brazos, *p<0.05. C) Valor medio + EEM del nimero de alternancias en 5 min, *p<0.05. Tabla 2.
Valor medio + EEM de la presencia del No. de gotas de orina y bolos fecales, se encontraron mayor
numero de gotas en los animales con DPP, de igual manera en los bolos fecales, que no se observaron
en el grupo control (*p<0.05).
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Frecuencia de autoaseo y exploracion del entorno

Los resultados de la prueba ANOVA sobre la frecuencia de autoaseo, se observo
un aumento significativo de esta conducta, F (1,18) =25.06; p<0.0001, en el grupo
DPP debido a la dieta (Figura 23).

En cuanto a la frecuencia de exploracion del entorno, es decir, el tiempo en
el que el animal esta en dos patas, se observd una disminucidn significativa,
F(1,18)=19.16, p<0.001; en las hembras del grupo DPP, debido a la dieta, (Figura
23).
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5. DISCUSION

Los hallazgos mas relevantes obtenidos en el desarrollo fisico asociados a la
desnutricion pre- y neonatal obtenidos en las crias F1, mostraron reducciones
significativas en las ganancias del peso corporal a partir del dia P20 hasta el P90 a
pesar de seguir una dieta balanceada. Asimismo, en su peso corporal tomado antes
de la gestacidon y en el primer dia de su periodo de lactancia. También se obtuvieron
reducciones significativas en el peso cerebral de las madres lactantes. Por otra
parte, en un grupo complementario de sujetos con DPP se encontraron reducciones
significativas en la mayoria de los valores tomados de diferentes diametros
corporales entre los dias P5 al P90 a nivel del craneo, del tronco, el largo de la cola
y las extremidades que permiten confirmar los efectos de la restriccion pre- y
neonatal de alimento sobre el desarrollo fisico de los sujetos experimentales.

La nutricidn durante la gestacion es de suma importancia para garantizar el
desarrollo 6ptimo de las crias; la desnutricion materna en animales experimentales
y en el ser humano se ha asociado con un tamano placentario y un flujo sanguineo
reducidos en la circulacién uterina y umbilical, lo que dificulta la transportacién
materno-fetal de nutrimentos y de gases de la respiracién que podrian afectar el
crecimiento fisico de la progenie (Knipp et al.,1999). Asimismo, en un estudio
realizado por Anderson y colaboradores (1980), se probaron los efectos de la
restriccién de alimento al 50% en diferentes fases de la gestacion; observandose
que los efectos en el peso de las crias eran mayores cuando la restriccion se hacia
desde la mitad de la gestacion en adelante (10-21 dias de gestacion). Con el modelo
de desnutricion aqui utilizado se abarca toda la gestacion; lo que es coherente con
los datos que se obtuvieron manteniéndose pesos mas bajos de las crias con DPP.
Por otro lado, la baja de peso corporal y la talla se reducen en los recién nacidos,
cuando se trata del primer parto o en partos sucesivos siendo la madre pequeia en
talla. En el presente estudio, parte de estas causales se tuvieron en las madres FO
y en los recién nacidos F1 que se encontraron en los experimentos realizados, que
encuentran sustento en experimentos provenientes de otros estudios de la literatura
(Florian & Nunes, 2011; Godfrey & Barker, 2000).
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Los resultados son consistentes también con aquellos obtenidos en estudios
previos que muestran que la desnutricion en etapas tempranas de la vida afecta el
desarrollo corporal de los individuos. Asi, la desnutricion durante la gestacion
provoca disminucion en el crecimiento fetal, que continua hasta después del
nacimiento, esto es observable en la talla y el peso corporal. De igual manera, en
estudios realizados empleando dietas con diminucion proteinica dicha condicién es
persistente, afectando también la formacion y funcionalidad de los érganos (Harding
& Johnston, 1995; Godfrey & Barker, 2000; Wu, et al., 2004; Walker, et al., 2005).
Al respecto, se han reconocido reducciones en el tamafio del corazon, higado y
rinones, lo cual esta relacionado con los resultados de la reduccion de peso por

parte de las madres del grupo DPP, antes y después de la gestacion.

Los efectos en la deficiencias de peso corporal se han observado incluso en
generaciones posteriores, predisponiendo a nuevas generaciones al desarrollo de
enfermedades fisicas y mentales (Victora et al., 2008). Se han identificado
alteraciones en las funciones metabdlicas lo que predispone al desarrollo de
enfermedades coronarias y diabetes, entre otras. En seres humanos se ha
observado bajo peso al nacer de igual manera, también baja composicidon de grasa
en el cuerpo, y desarrollo de insulina-resistencia acompafada de tallas disminuidas
durante toda la vida del individuo (Hardikar et al., 2015).

En otros estudios se ha identificado disminucion en el tamafio de los cerebros
de los animales con DPP, sugiriéndose que la desnutricibn como un agente
estresante durante la gestacion eleva los niveles de corticoides plasmaticos, lo que
disminuye la presencia de hormona del crecimiento, afectando el desarrollo del
cerebro del feto y por ende el funcionamiento del sistema nervioso central (Brennan
et al., 2005; Lesage et al., 2006; Navarrete et al., 2007). A su vez, en un estudio
utilizando desnutricion postnatal se observd, menor presencia de ADN en diferentes
zonas del cerebro lo que sugeria la menor formacién de neuronas que fisicamente
se podian identificar con cerebros de menor peso (Culley & Lineberger, 1968). En
otros estudios, se identificé disminucion del numero de células piramidales, del

numero total de sinapsis, con diminucion en la eficiencia conductual en diferentes

70



pruebas cognitivas y a su vez el tamafo del cerebro de las crias se veia mas
afectado cuando la desnutricion se prolongaba mas alla del periodo gestacional
(Alamy & Bengelloun, 2012).

Los déficits nutricionales posnatales tempranos pueden impedir el
crecimiento y la maduracién del cerebro, asi, en estudios en seres humanos se ha
observado que cuando la materia gris cortical madura con el aumento de la edad
postnatal, la glia radial desaparece y la complejidad de las conexiones aumenta lo
que le da mayor volumen al cerebro. En animales desnutridos perinatalmente se ha
observado disminucion de la materia gris, Io que puede explicar los resultados
obtenidos desde una perspectiva de maduracién tardia (Keunen et al., 2015). Los
efectos de la desnutricion fetal y neonatal también se ha observado que afectan la
activacion y sintesis de factores de crecimiento. De esta manera, diferentes estudios
han vinculado las alteraciones del crecimiento cerebral por esos procesos y por la
deficiencia de nutrimentos especificos en la dieta (Georgieff, 2007). Los resultados
provenientes de estudios previos son similares con los obtenidos en la presente
investigacion, siendo quizas diferentes los mecanismos que explicarian la

disminucién en el crecimiento fisico y cerebral.

Respecto a los efectos de la DPP sobre la conducta maternal, primeramente,
fue evidente el efecto de la alterada construccién del nido, donde las diferencias
fueron concluyentes en el dia 4 de la lactancia, en el cual las madres del grupo DPP
tuvieron nidos menos elaborados teniendo puntuaciones mas bajas en comparacion
con los controles. En los primeros dias posterior al nacimiento, el nido cumple con
la funcidn de proteccion y termorregulacion de las crias (Denenberg et al., 1969;
Rychlink & Korda, 1989), que al paso de los dias, cuando las crias comienzan a
tener mayor actividad éste puede ser destruido por ellas mismas, lo que correlaciona
con las bajas puntuaciones obtenidas en el dia postnatal 12 para ambos grupos

experimentales, por lo cual ya no se observaron diferencias significativas.

Para la construccion del nido, la madre comienza a manejar el aserrin, esto
incluso antes del nacimiento. Asi, en las observaciones conductuales, las madres

del grupo DPP realizaron con menor frecuencia esta actividad, sin embargo, la
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duracion después de iniciarla fue mayor, es decir, podria considerarse que el
movimiento del aserrin se hacia de manera compulsiva mas que con el fin de cumplir
el propésito de la construccién del nido. Dicho comportamiento que denota
compulsion es una caracteristica frecuentemente observada en animales con
desnutricion en etapas tempranas (Crnic, 1976; Crnic, 1980). El que realicen la
actividad motriz durante mayor tiempo permite descartar la posibilidad de las
alteraciones en los nidos por dafo en el sistema motor de las madres, lo que ya se
ha observado en otros trabajos donde estas alteraciones persisten unicamente
alrededor del dia P40 (Heredia et al., 2013; Lynch et al.,1975). Posterior a esta edad
ya no se identifican diferencias significativas. De igual forma, en los animales con
DPP se ha observado que son mas ansiosos y se han considerado las conductas
estereotipadas o repetitivas como posible consecuencia de dicha condicion
nutricional (Almeida, et al., 1993; Jaiswal, el al., 1999; Troakes & Ingram, 2009).

Las alteraciones en el acarreo de las crias fueron consistentes en los dias de
evaluacion, asi como, en la zona de acarreo utilizada por las madres DPP quienes
tardan mas tiempo en presentar la conducta, asi como disminucién en la frecuencia
y la duracién de ésta; ademas de que el acarreo lo realizan de zonas inadecuadas
que frecuentemente lastiman a sus crias. Estudios previos muestran que la DPP
interfiere gravemente con la creacion del vinculo madre-camada, como lo indican la
reduccion del lamido anogenital, el contacto reducido con las crias, asi como el
acarreo desorganizado. De igual forma, el vinculo deficiente de la madre también
afecta el crecimiento del cerebro del recién nacido, el desarrollo del comportamiento
y el estrés, los cuales han estado asociados como fuente de trastornos mentales en
etapas posteriores de la vida (Crnic, 1976; Fleming & Walsh, 1994; Smart, 1974).

Las alteraciones antes mencionadas en el comportamiento se pueden
relacionar también con atrofia neuronal, incluyendo reducciones significativas en los
perimetros de las neuronas piramidales del AC y mPFC, con efectos significativos
reducidos en las mediciones neuronales multipolares de la BLA. Asimismo, en este
estudio se observo reduccion significativa en el numero de ramificaciones, cruces

dendriticos y numeros de espinas del AC y la mPFC en los dias de lactancia4y 12,
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con menores efectos en las neuronas de la BLA, excepto en la densidad de espinas

que se redujeron de igual manera a las otras estructuras corticales.

Por otros estudios se ha mostrado que las madres con desnutricion temprana
son propensas a presentar alteraciones en los procesos de la memoria, el
aprendizaje y la respuesta materna, lo cual podria explicarse debido a que la
informacion que viaja a lo largo de las dendritas y sus espinas esta integrada a
través de una red neuronal empobrecida para la plasticidad sinaptica asociada con
el cuidado materno (Campbell & Bedi, 1989; Cdérdoba, et al., 1994; Tonkiss, et al.,
1990). Por otra parte, cuando se hicieron lesiones electroliticas del AC y mPFC se
describieron alteraciones en la construccion del nido y el acarreo de crias, que esta
posiblemente asociado a los trastornos en la integracion de los circuitos maternales
cortico-subcorticales. De igual forma, las lesiones del bulbo olfatorio y de la
amigdala que producen aumento del comportamiento materno parecer ser
ineficaces para compensar la respuesta maternal alterada, aunque el mecanismo
(s) por lo que esto ocurre no tienen aun una explicacion satisfactoria (Fleming &
Rosenblatt, 1974; Nigrosh, et al., 1975).

Aunque las ratas con DPP redujeron significativamente el numero de espinas
en las neuronas de la BLA, con menores efectos en el arbol dendritico y en el
desarrollo de soma neuronal, a diferencia de las otras dos estructuras corticales
donde los cambios fueron mas consistentes. La posible explicacion es diferente de
acuerdo a la funcionalidad estructural y alteraciones causadas por el estrés de la
deficiencia alimentaria, posiblemente este componente en la etapa prenatal podria
afectar las conexiones de las neuronas piramidales y multipolares dentro del circuito
materno, aumentando los niveles de glucocorticoides plasmaticos que reprograman
el eje HPA de los neonatos con desnutricion temprana para dar respuestas
conductuales no adaptativas (Curtis et al., 2011; Garey et al., 1998; Leuner et al.,
2014; Murmu et al., 2006). Esta posibilidad puede estar respaldada por las
alteraciones a largo plazo asociadas con la desnutricion temprana y los estresores
sociales de la respuesta materna, interacciones sociales empobrecidas o

perturbadas, mayor respuesta a estimulos novedosos, aprendizaje deficiente,
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disminucién del comportamiento exploratorio y trastornos cerebrales (Beery &
Kaufer, 2015; Cook & Wellman, 2004; Salas, et al., 2017; Smart, 1976). De igual
forma, evidencia reciente sugiere que los trastornos del estado de animo como la
depresion y ansiedad, pueden implicar disminucion de las espinas dendriticas y
otras alteraciones sinapticas dentro de la mPFC (Duman & Aghajanian, 2012).

De igual manera, los resultados podrian correlacionar con efectos neuronales
hipoplasicos en las estructuras maternas que en forma significativa y diferencial
pueden afectar los umbrales y la propagacion de los potenciales de accion,
interrumpiendo la elaboraciéon de la plasticidad sinaptica necesaria para las
respuestas cognitivas. Sin embargo, se requieren analisis mas profundos que
incluyan diferentes tipos neuronales para la integracion materna, edades de madres
lactantes, paridad de madres, experiencia social y niveles de estrés para
comprender el papel de la atrofia neuronal asociada con la desnutricién temprana y

la respuesta materna alterada.

Las alteraciones conductuales observadas en el laberinto en T son una
muestra de que previamente a los cambios plasticos de la maternidad, estan
presentes cambios asociados a otros tipos de experiencias que conforman lo que
conocemos como repertorio conductual de los animales. La disminucion de las
capacidades de alternancia por parte de las hembras con DPP, puede relacionarse
con el dafo en estructuras involucradas en la memoria de trabajo (Richman et al.,
1986), de la misma forma en la que la respuesta materna se ve alterada (Laughlin
et al., 1983), por el dafio estructural en la mPFC, el AC o la BLA, que son clave en
el funcionamiento del circuito materno. De igual forma el grupo con DPP, tuvo
respuestas fisioldégicas que son indices de diferentes niveles de estrés, como la
presencia del depdsito de mayor orina y bolos fecales durante la prueba, asi como
disminucién de la exploracién con aumento del autoaseo. De varios estudios se
sabe que la exposicion a situaciones estresantes en las primeras etapas de la vida
puede reorganizar la programacion del eje HPA, afectando asi el caracter adaptativo
de las respuestas del organismo a las demandas ambientales (Charil et al.,2010;

Lesage et al., 2006; Vieau et al., 2007). Los efectos dafiinos del estrés materno en
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el desarrollo de las crias involucran una serie de mecanismos, particularmente,
niveles elevados de glucocorticoides, que pueden atravesar la placenta o
transmitirse mediante la leche, asi como, cambios inducidos por glucocorticoides en
el comportamiento materno que afectan en el largo plazo el comportamiento de las
crias (Barbazanges et al., 1996; Cottrell, 2009; Weinstock, 2008). De esta forma, el
dano por el estrés causado por la desnutricion puede explicar la poca eficiencia en
la tareas conductuales que se les impuso, debido a que las situaciones estresantes
pueden danar estructuras del SNC limitando procesos cognitivos relevantes como
la memoria y el aprendizaje (Bock et al., 2005; Kehoe et al., 2001; Macri & Wrbel,
2006; Nishi et al., 2014; Radley et al., 2009).

A su vez, la disminucion en el tiempo de exploracion de los brazos por parte
de las hembras con DPP, puede afectar la consolidacion del proceso de memoria
espacial (Jordan et al., 1981; Parsons et al., 2015), ya que no logran tener los
estimulos suficientes para recordar. Esto puede ser por alteraciones de estructuras
involucradas en este proceso como el hipocampo, el area septal y la corteza
prefrontal, entre otras. A diferencia a lo que ocurre con la exploracion de las madres
con DPP, donde la exploracion aumenta, aunque esta conducta afecta la atencion

en las crias con la disminucion de conductas de cuidado hacia la progenie.

Los mecanismos implicados en la generacion de las alteraciones del tejido
nervioso involucrados en la expresion de la conducta debido a la desnutricidon son
complejos, ya que son muchas las variables inmersas en dicha situacién. Sin
embargo, reconocer la problematica desde una vertiente de multiples causas, ayuda
a entender el dafio morfologico y funcional y alienta a la busqueda de mejores

alternativas para la prevencién y recuperacion en el corto y largo plazo.
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6. CONCLUSIONES

1.

La DPP interfiere con el desarrollo corporal generando deficiencias a corto y
largo plazo en el ensamblaje y funcionamiento de diferentes aparatos y
sistemas, que limitan las capacidades sensoriales, sociales e intelectuales

alterando mecanismos homeostaticos esenciales para mantener la salud.

El estudio muestra alteraciones plasticas en la arquitectura del SNC como
los arboles dendriticos y el numero de espinas del AC, mPFC y la BLA, que
alteran procesos de integracidon y generacion de impulsos nerviosos

codificados esenciales, para la expresion de funciones adaptativas.

Estas alteraciones en el largo plazo trastornan la expresion de diferentes
componentes de la respuesta maternal (construccion del nido y acarreo), y el
desempeno en el laberinto en T que reflejan deficiencias para la expresion

de los procesos cognitivos.

Se identifica la importancia de factores ambientales (epigenéticos) como la
nutricion, el estrés y los cuidados maternos diferenciales en el deterioro de
los procesos cognitivos, asi como su efecto en etapas tempranas del

desarrollo para mantener la homeostasis cerebral.
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