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2. RESUMEN

Estudios han demostrado que la subnutricion proteinica en el periodo perinatal
(gestacion y lactacion) produce alteraciones en la morfologia del hipocampo y
deterioro de las habilidades cognitivas en ratas adultas por el fendmeno
conocido como programacion fetal. Sin embargo, no se conoce si existen
diferencias a nivel cognitivo y en la morfologia del hipocampo con una
restriccion proporcional de todos los nutrientes in dtero, (sin castigar el aporte de
un solo componente de la dieta) y durante la lactacién en la vida adulta. En el
presente trabajose estimoé el tiempo y errores cometidos en un laberinto por
ratas Wistar, macho de 365 dias de edad, que nacieron de madres nutridas con
una dieta ad libitum (grupo Control -sin subnutricion-) o subnutridas con una
restriccion del 50% del alimento ad libitum durante la gestacion (grupo
Subnutrido). Al nacimiento todas las madres pasaron a comer ad libitum, pero a
los nacidos de madres tratadas con subnutricion en la gestacion lactaron en
camadas mas grandes para que el tratamiento de penuria alimenticia se
mantenga durante la lactacion. Se formaron dos grupos de ratas macho
experimentales: Control (C) y Subnutrido (S). Luego de pasar por el laberinto
se sacrificé a los animales y se procesaron los hipocampos para analisis
histologico. Mediante tincién con hematoxilina y eosina se evalud el espesor y
longitud de distintas regiones hipocampales (CA1, CA2, CA3, Giro Dentado).

No se hallaron efectos significativos por el tratamiento en las mediciones
comportamentales ni histolégicas, sin embargo en la region CA1 hubo una
diferencia, en donde se vi6 aumento del espesor de esta region en ratas
subnutridas. Asi es que la subnutricibn durante la gestacion y lactacién no
genero efectos significativos a largo plazo sobre la memoria espacial ni
cambios en la histologia del hipocampo en la vida adulta de ratas macho.



SUMMARY

Studies have shown that protein malnutrition during the perinatal period
(gestation and lactation) produces morphological alterations in the hippocampus
and cognitive decline in adults rats due to the phenomenon known as fetal
programming. However, it is still unknownif there are any differences both, at a
cognitive level and in the hippocampus morphology with a proportional
restriction of the total nutrient intake in utero (without punishing a single
component of the diet) andduring lactation in adulthood. In the present study,
we analyzed the time and errors made in amaze by 365-day-old Wistar male
rats, born to dams fed ad libitum (Control group —without malnutrition-) or
malnourished with a 50% food restriction during pregnancy (Malnourished
group). At birth, all motherrats were fed at libitum, but those born of mother rats
that were malnourished during pregnancy suckled in large litters so as to
maintain the malnutrition treatment during lactation. Two groups of experimental
male rats were formed: control (C) and undernourished (S). After passing
through the maze, the animals were slaughtered and their hippocampi were
processed for histological analysis. Using Hematoxylin and Eosin staining, the
thickness and length of different hippocampal regions (CA1, CA2, CAS3,
Dentate Gyrus) were evaluated. No significant effects on behavioural and
histological measures due to the treatment were found. However, in the CA1
region, there is a difference towards greater thickness intreated rats. Thus,
malnutrition during pregnancy and lactation did not produces significant long-
term effects on spatial memory or changes in hippocampal histology in adult
male (365 days of life).



3. INTRODUCCION

Existe una amplia gama de estudios llevados a cabo en distintas especies
animales que evidencian los efectos de la subnutricion durante la gestacion y la
lactacién sobre las futuras generaciones. Cuando un feto se enfrenta a una
situacién de subnutricién se sometera a una serie de procesos que alteraran la
estructura y la funciéon de sus o6rganos para preservar el desarrollo de sus
funciones vitales y promover la supervivencia (Duran, 2004).

En Uruguay hay sistemas de produccién intensiva en donde se gestan animales
en subnutricion. Es importante tener en cuenta cual es el alcance de este
fendmeno, ya que el mismo acarrea pérdidas econdmicas por contar con
animales que presentan menores tasas de rendimiento (reproductivo, de peso,
etc.) y un aumento en la morbi-mortalidad, sobre todo de las crias. En nuestro
pais, dos de los mas importantes rubros de cria de animales que se comercializa
son el ganado bovino lechero y el ovino, ambos en el ultimo tercio de gestacién
sufren un balance energético negativo -BEN- (Fernandez, 2000). Asi bien, en el
ganado lechero vacuno, la cantidad de energia requerida para el
mantenimiento, la gestacion y la produccién de leche excede la cantidad de
energia que la vaca puede obtener de la dieta, disparandose la orden interna
para que las reservas corporales (tejido adiposo e incluso tejido muscular),
viertan al torrente sanguineo aquellos elementos, como acidos grasos libres
(AGL) y aminoacidos, que seran fuente de energia adicional para cubrir la
demanda de una alta sintesis de leche y las demandas energéticas de los
tejidos periféricos. Este mecanismo es el que le permite a la vaca tener los
nutrientes extras necesarios para una alta produccion de leche, y la
consecuencia es una pérdida de peso, que normalmente expresamos en
pérdida de condicidon corporal. Esto es normal hasta un limite, pasado ese
limite se pueden encontrar el cuadro clinico de cetosis bovina (Garcia-Roche,
2017). En el caso de los ovinos, por el sistema de pastoreo y el ciclo estral de
las ovejas (poliéstrica estacional), al final de la gestacion no suele haber mucha
oferta forrajera de campo natural (otofio tardio-invierno). Sumado a esto, el
aumento de tamafio del cordero en el ultimo tercio de gestacion le resta
capacidad estomacal a la madre que le provoca menos apetito, determinando
un BEN, que lleva a un cuadro clasico llamado toxemia de la prefiez (caida de
la glucosa en sangre que resulta en un incremento de la produccién de
cetonas). Por otro lado es bien sabido que la nutricion materna juega un rol
preponderante en el peso del cordero al nacer y en su viabilidad neonatal (Cal-
Pereyra et al., 2012).

Los tiempos de experimentacién en algunos modelos animales son largos
ademas de costosos, por estas razones es importante utilizar un modelo
experimental preciso, econdémico y rapido como es el caso de las ratas, sin
perjuicio de las diferencias que existen entre especies.



El andlisis de esta tesis se centra en el estudio de la memoria espacial bajo los
efectos de la subnutricion ya antes mencionados. Esta funcion cognitiva es de
suma importancia para los animales ya que les otorga orientacién al situarlos en
un espacio tridimensional, permitiéndoles aprender, memorizar, reconocer y
relacionar las referencias del ambiente en el que se mueven. Por lo tanto es
crucial para un eficiente desempeno de sus habilidades diarias y como
consecuencia el aumento de las probabilidades de supervivencia. Para poder
evaluar a la memoria espacial de ratas que fueron subnutridas durante la
gestacion y la lactacion tenemos que estudiar con cierto detalle el hipocampo,
que es una estructura del sistema nervioso central (SNC) en donde con mayor
relevancia tiene lugar esta funcion.

En base a lo antes expuesto nos proponemos determinar de qué manera la
subnutricién por restriccién del consumo de alimento durante la gestacion y la
lactacion altera la memoria espacial en ratas adultas.

4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 PROGRAMACION FETAL

El estatus nutricional de una hembra durante la prefiez tiene gran importancia
para el crecimiento postnatal y el desarrollo de sus crias, y determina efectos
permanentes en ellas, lo cual se conoce como “programacion fetal” revision:
Desai y Hales, 1997). Este concepto abarca, entre otros los efectos de la
malnutricion fetal o neonatal sobreel desarrollo pre y postnatal y hasta la vida
adulta (Engelbregt et al., 2000). Una de las adaptaciones del feto del mamifero
a la falta de nutrientes u oxigeno es la disminucién de la tasa mitdtica,
especialmente en aquellos tejidos que estan enrapida division celular en el
momento de la carencia del nutriente (Cooper et al., 2002). Existe evidencia
indicando que el status nutricional de la madre puede generar alteraciones
estables de la expresion genética del genoma fetal, lo queseria un mecanismo
molecular por el cual la nutricidn materna influiria en la programacion fetal (Wu
et al., 2006).

El concepto de “Programacion fetal” tiene su origen en estudios epidemiolégicos
realizados en humanos por el Dr. David Barker, quien indagoé en la génesis de
algunos trastornos cardiovasculares proponiendo un origen fetal para estos
trastornos derivado de la instauracion de mecanismos de adaptacion del feto a
la subnutricién durante su desarrollo temprano (Barker, 2004). La hipotesis
original de Barker respecto al origen fetal de las enfermedades ha sido
ampliamente aceptada y extendida al desarrollo de varias patologias (Ver fig.
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1). De hecho, en la actualidad se acepta que patologias tales como la
hipertension, la diabetes miellitus tipo Il y las enfermedades coronarias guardan
relacion con la nutricion pre y posnatal en su etiologia (Moreno y Dalmau,
2001).
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Figura 1.Hipétesis de Barker (Fuente: Garcia et al., 2012)

ANTECEDENTES DE LA PROGRAMACION FETAL PARA LA
SUBNUTRICION DURANTE LA GESTACION EN DISTINTOS MODELOS
ANIMALES Y SISTEMAS.

4.1.1. Efectos de la restriccion en el ser humano: diabetes, enfermedades
cardiacas, obesidad.

El investigador britanico David Baker, en 1980, formulé una hipotesis que
relacionaba la incidencia de determinadas enfermedades del adulto como
diabetes miellitus, hipertension, dislipemias, muerte por enfermedad coronaria,
con el ambiente intrauterino. El postulado original sostenia que “la nutricion, la
salud vy el desarrollo deficiente en nifias y mujeres jévenes constituyen una
causa de elevada prevalencia de mortalidad cardiovascular en la generacion
siguiente”(Barker, 2004).
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La restriccion del crecimiento intrauterino y el bajo peso al nacer, se han
identificado como marcadores de nutricidn insuficiente. El efecto a corto plazo
permite la supervivencia del feto, mientras que a largo plazo predispone a
enfermedades de la edad adulta (Duran Pablo, 2004).

La desnutricion, asi como la sobrenutricion fetal aumenta el riesgo de
desarrollar alteraciones en el peso y composicion corporal fetal, y
posteriormente obesidad, sindrome metabdlico, incremento en la adiposidad,
alteracion en el metabolismo de la glucosa y / o insulina, alteracion del
metabolismo lipidico, alteraciones hepaticas y de las cifras tensionales (Castro,
2020).

4.1.2. Efectos de la restriccidon en ovinos vy los musculos estriados esqueléticos.

Se ha reportado que corderos nacidos de madres restringidas (con 70% de sus
requerimientos cubiertos) desde 30 dias antes dela concepcién hasta los 100
dias de gestacion presentaron menores tasas de ganancia durante el engorde
en comparaciéon con aquellos hijos de madres no restringidas (Nordby et al.,
1987). También, Daniel y colaboradores (2007) observaron que los corderos
hijos demadres restringidas al 50% de sus requerimientos entre los dias 30 y
70 de gestacion crecieron mas lentamente durante el engorde y fueron mas
livianos al sacrificarlos a las 24 semanas de edad. En ovinos se acepta que
restricciones previas a los 85 dias de gestacion dardan como resultado un
menor numero de fibras en el musculo, mientras que restricciones posteriores
al dia 85 de gestacion reduciran el tamano de las fibras (Fahey et al., 2005). Por
otra parte, se ha demostrado que ante situaciones adversas durante el
desarrollo fetal, el musculo esquelético tiene una prioridad baja en la particionde
nutrientes frente a otros tejidos, dado que no es esencial para el desarrollo de
las funciones vitales de los individuos, por lo que es mucho mas vulnerable a
sufrir alteraciones durante su desarrollo (Zhu et al., 2004; Abud, 2015;
Ithurralde et al., 2021).

4.1.3. Efectos de la restriccidon en ratas macho y la capacidad reproductiva.

En animales de experimentacion, la subnutricién en etapas tempranas de la vida
(gestacion mas lactacion) provoca que ratas macho adultas tengan menor
numero de células de Sertoli, tanto en total como por corte de tubulo seminifero,
ademas de menor peso corporal y testicular (Genovese et al., 2010). En este
sentido, neonatos que han sido subnutridos durante toda su gestacién (por
restriccion de alimento a sus madres) también presentan menor peso testicular
y un numero menor absoluto de estas células (Genovese et al., 2011). Por otra
parte, se sabe que crias macho lactantes cuyas madres han sido alimentadas
con dietas bajas en proteina (durante el periodo de lactacion) tienen menor
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numero de células de Sertoli y menor peso testicular y corporal a los 21 dias de
vida que las alimentadas sin restriccion (Ramos et al., 2006). A su vez, la
alimentacion materna con dietas bajas en proteina durante el periodo de
lactacion determina cambios en la estructura testicular de los lactantes cuando
llegan a adultos (Toledo et al., 2011). Por otra parte, restricciones proteicas y
energéticas maternas durante la lactacion, traen aparejado en ratas pre puber,
menor concentracion de andrégenos en sangre y menor produccion de
receptores a androgenos en sus células testiculares (Teixeira et al., 2007).
Recientemente encontramos que los machos que fueron gestados y lactaron con
subnutricién cuando son adultos jovenes presentan mayor numero de células
mioides en apoptosis y en la etapa juvenil (neonato y puber) sus células de
Sertolli y células mioides expresan menos los receptores para andrégenos
(Genovese et al., 2019).

4.1.4. Efectos de la restriccion en ratas y sistema nervioso.

Los efectos de la desnutricién precoz generan un déficit sobre la capacidad de
aprendizaje en la rata adulta (Caldwell y Churchill, 1967).

Se conoce poco sobre si la memoria espacial se encuentra alterada en ratas
nacidas de madres con subnutricion cronica durante la gestacion. Nuestro
equipo encontré datos (en otro trabajo experimental), evaluando el desempefio
en el Water Morris Maze (MWM) (Ruiz et al., 2013). Los resultados preliminares
muestran diferencias entre ratas nacidas de madres sin subnutricion y las que
si fueron subnutridas, donde se vi6 una alteraciéon de la navegacion espacial en
los animales tratados. Esto podria ser indicativo de un déficit en la capacidad
de evocacion, producto del tratamiento experimental.

4.2 MEMORIA ESPACIAL

4.2.1. CLASIFICACION DE LA MEMORIA

Definiendo a la memoria se puede decir que es la capacidad de almacenar y
recuperar las informaciones, asi como también mantener la fidelidad de los
eventos a recordar.

Existen diversas clasificaciones de memoria segun se atienda a su contenido
(declarativo o procedimental), su duracién (a corto plazo o a largo plazo) o a su
naturaleza, es decir aquellas que se mantienen a lo largo del tiempo frente a las
que son transitorias (memoria de trabajo) (Deiana et al., 2011).

Dentro de la memoria a largo plazo se distingue entre memoria explicita y la
memoria implicita (Dew y Cabeza, 2011; Mulligan, 2012). La memoria implicitao

no declarativa es aquella que nos permite ejercer habitos cognitivos o motores,
13



de ahi que también se denomine procedimental. Es altamente influenciable por
predisposiciones bioldgicas de cada especie animal y de cada individuo para
adquirirlas. Practicamente todas las formas de aprendizaje que dan lugar a
memoria implicita estan condicionadas por grados mas o menos especificos de
plasticidad cerebral. Hay muchos ejemplos, las abejas son animales
especialmente capaces de establecer asociaciones con colores y olores, los
pajaros que anidan tienen una excelente memoria espacial, las ratas son
animales bien adaptados al aprendizaje en laberintos, los primates han
desarrollado habilidades especiales para el aprendizaje de naturaleza social v,
entre estos ultimos, los humanos son especialmente capaces de reconocer
voces Yy rostros. Ni que decir tiene, lo importante que son también las
predisposiciones de origen ambiental, educativas y sociales. Se adquiere
gradualmente, perfeccionandose con la practica. Presenta una expresidn
en gran medidaautomatica e inconsciente, dificil de declarar verbalmente o
por escrito. Sin embargo, la memoria explicita o declarativa, de expresion
consciente, facilmente verbalizable, es el almacenamiento cerebral de hechos
(memoria semantica) y sucesos (memoria episodica) (Tulving, 2002). Este tipo
de memoria puede adquirirse en uno 0 pocos ensayos Yy tiene como destacada
particularidad el poder expresarse en situaciones y modos diferentes a los del
aprendizaje original, es decir, es una memoria de expresion flexible, promiscua
y cambiante. La memoria episddica resulta del aprendizaje relacional, que
consiste en analizar, comparar y contrastar diferentes tipos de informacion
(Crystal, 2010; Ferbinteanu et al., 2006; Morris, 2001). Un ejemplo es el
aprendizaje que permite orientarnos en el espacio circundante, de ahi que
aunque dado su caracter consciente parezca ser mas susceptible de humanos,
también esté presente en otros animales, lo que nos permite estudiar el
aprendizaje espacialen modelos experimentales (Deiana et al., 2011).

Entonces podemos definir a la memoria espacial como el modo en el que
percibimos el espacio, es decir, la manera en la que mantenemos en la mente
un espacio tridimensional a través del cual nos movemos, teniendo en cuenta
sus volumenes y referencias. De hecho dentro del hipocampo (estructura que es
objetivo de estudio en este trabajo) se encuentran células llamadas “de lugar”
que trabajan como un verdadero GPS cerebral (Olivares et al., 2015).

La orientacion y exploracién en espacios nuevos o desconocidos son una de las
facultades cognitivas mas usadas y que postula la idea de que la representacion
de nuestro entorno se genera en el hipocampo como un “mapa cognitivo”
(Olivares et al., 2015).
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4.2.2. APRENDIZAJE ESPACIAL

El animal debe de utilizar una determinada estrategia de navegacion, ya sea
innata o bien aprendida, para recordar donde esta su guarida o donde encontrar
el alimento. La capacidad de los animales de emplear distintas estrategias de
navegacion para encontrar un lugar en un entorno previamente visitado se le
denomina aprendizaje espacial. Por otra parte, entendemos la memoria
espacialcomo la habilidad para codificar, almacenar y recuperar informacion
aprendida sobre las localizaciones espaciales (Kessels et al., 2001).

Actualmente se considera que existen dos sistemas de navegacion espacial, el
taxico, y el cartografico (Mittelstaedt M. L. y Mittelstaedt, H, 1980).

El aprendizaje taxico se cimenta en el empleo de una estrategia de orientacion
propioceptiva, situando el espacio en un marco de referencia centrado en el
propio sujeto. A su vez este sistema puede desarrollarse a través de dos
mecanismos: el aprendizaje de respuesta u orientacién y el aprendizaje de guia
(Santin et al., 2000). En el aprendizaje de respuesta u orientacion los animales
utilizan patrones motores estereotipados localizando el lugar deseado tras
aprender series de movimientos, mientras que en el aprendizaje de guia el
animal aprende a asociar una pista a la meta, como ocurre por ejemplo en las
tareas discriminacion visual simple, donde los animales distinguen entre pistas
visuales disponibles en su entorno para alcanzar la meta (Hu et al., 2005).

En el aprendizaje cartografico se aprende la localizacion de un lugar con
respecto a la configuracion de las pistas disponibles en el entorno circundante.
En este aprendizaje, las pistas utilizadas son distales y el animal se forma un
mapa cognitivo, es decir una representacion espacial o mapa del entorno en el
cual se encuentra la meta. De este modo los organismos aprenden a anticipar
no solo los estimulos particulares, sino también los elementos interconectados
del mapa cognitivo, lo que hace posible establecer inferencias légicas en la
navegacion de los sujetos como rutas mas cortas y obtencién de nuevas
soluciones, entre otras (Eichenbaum et al., 1990; Eichenbaum, 1997; Lafon et
al., 2009).

Por consiguiente, para que se establezca una representacion espacial en el
cerebro se requiere que exista una correcta integracién de la informacion
sensorial que se percibe, y esta informacién se ha dividido en informacion
alotética ¢ idiotética. Los estimulos alotéticos son aquellos que proporciona el
ambiente, es decir: estimulos visuales, olfativos, 6 sonidos que aportan
informacion espacial al sujeto. Los aprendizajes basados en esta informacion se
denominan aprendizajes alocéntricos (Braun et al.,, 2012). Los estimulos
idiotéticos hacen referencia a estimulos del propio cuerpo, vestibulares,
propioceptivos o motores y aportan informacién de los cambios continuos de la
posicién u orientacion del sujeto. El aprendizaje basado en estos estimulos se
denomina egocéntrico (Burgess, 2006). Existen evidencias experimentales de
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que en determinadas situaciones, las ratas intentan aplicar varias estrategias
para solventar problemas espaciales, siendo capaces de cambiar a una u otra
cuando sea necesario (Burgess, 2006).

4.2.3. IMPORTANCIA DE LA MEMORIA ESPACIAL

La navegacion espacial es importante para muchos de los repertorios
conductuales de los animales: busqueda de comida, conducta parental y
reproductiva, regreso al nido o huida a un lugar seguro. El aprendizaje y la
memoria espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y retener
asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo que permite al organismo
desenvolverse en el espacio. La memoria espacial consiste en multiples
mecanismos especializados en codificar, almacenar, recuperar informacion
acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales. Permite poder
anticiparnos a los cambios que existan en el espacio (Kessels et al., 2001).

La estructura cerebral que tiene mayor participacion en la generacion de la
memoria es el hipocampo, el cual veremos con mas detalle a continuacion
(Olivares et al., 2015).

4.3 GENERALIDADES DEL HIPOCAMPO

Comprender los mecanismos cerebrales implicados en la organizacién de las
funciones cognitivas es una tarea extremadamente dificil, dada la enorme
complejidad del cerebro en cuanto a las estructuras que lo componen y las
interrelaciones de las mismas. Desde una perspectiva neuropsicoldgica, el
punto de partida de los estudios sobre la anatomia de la memoria se puede
situar en los trabajos de (Lashley, 1950), el cual dedic6 gran parte de su vida a
la busqueda del sustrato neural que sirviera de soporte a la memoria y al
aprendizaje, a lo que él denomind engrama (huella en el cerebro). Mediante la
ablacion experimental y el registro conductual postoperatorio, observd que si
bien el deterioro de la memoria era proporcional al tamano de las lesiones
cerebrales, no habian localizaciones aisladas de memoria, concluyendo asi que
el engrama no estaba localizado en una regidn concreta del cerebro sino que
estaba distribuido por todo el encéfalo (Lashley, 1950).

El hipocampo se encuentra situado en el sistema limbico, relacionado tanto con
la memoria como con los procesos mentales que tienen que ver con produccién
y regulacion de estados emocionales, ademas de intervenir en la navegacion
espacial. Es una estructura pequefia, con forma curvada y alargada que se ubica
en la parte interior del I6bulo temporal y se proyecta desde el hipotalamo a la
amigdala. Cada encéfalo tiene 2 hipocampos, uno en cada hemisferio cerebral
(Ver fig.2). El hipocampo esta asociado a una parte de la corteza cerebral
conocida como arquicorteza que es una de las regiones mas ancestrales del
encéfalo, por lo que tiene tan solo tres capas neuronales en cada sector de su

corteza y no seis como en el caso del neocortex. A su vez de subdivide en tres
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regiones, las cortezas de Ammodn 1, 2, 3 (CA1, CA2 Y CA3). Debido a sus capas
de neuronas densamente empaquetadas, el hipocampo ha sido utilizado
frecuentemente como un sistema modelo para el estudio de la neurofisiologia.
La forma de la plasticidad neuronal conocida como potenciacion a largo plazo
(LTP) fue descubierta por primera vez en el hipocampo. La principal funcién es
la de mediar en la generacién y recuperacion de recuerdos en conjunto con
muchas areas repartidas en la corteza y con otras areas del sistema limbico. Por
lo tanto tiene un papel muy importante en la consolidacién de los aprendizajes
realizados, ya que por un lado permite que ciertas informaciones pasen a
memoria de largo plazo y por el otro vincula este tipo de contenidos con ciertos
valores positivos o negativos, dependiendo si estos recuerdos han estado
asociados a experiencias placenteras o0 dolorosas (fisiologica o
psicolégicamente).

El hipocampo no contiene recuerdos, sino que actua como nodo de activacion
que permite que se activen distintos recuerdos distribuidos por distintas partes
del encéfalo. También tiene funcion de navegacion espacial, ya antes
mencionada (Olivares et al., 2015).

Figura 2. La imagen muestra macroscopicamente un hemisferio cerebral donde seaprecia
la region del hipocampo en la rata, sefialada con circulo (Histologia. Fvet, UdelaR).
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4. 3.1.IMPORTANCIA DE LAS REDES NEURONALES EN EL APRENDIZAJE
ESPACIAL

Es importante destacar que las teorias actuales sobre la memoria asumen la
existencia de multiples formas de memoria, proponiendo la existencia de varios
tipos de circuitos neuronales que estan adaptados a almacenar distintos tipos de
informacion (Packard y Goodman, 2012; Poldrack y Packard, 2003; McDonald y
Sadowsky, 2002). Concretamente en el cerebro de mamiferos, el hipocampo y
el estriado dorsal es el sustrato de dos tipos de memoria diferentes. Asi, la
region hipocampal es importante en la memoria declarativa, mientas que el
estriado dorsal lo es en la memoria implicita, es decir, en la memoria de habitos
o la memoria procedimental (Packard, 2009).

O’Keefe y Nadel, (1978) tomando como partida los trabajos de Tolman,
propusieron al hipocampo como la estructura cerebral que interviene en la
confeccion de un mapa cognitivo, es decir, que los animales elaboran una
especie de representaciones internas como resultado de la codificacion de las
relaciones espaciales que guardan entre si los diferentes hitos del entorno
(O’Keefe, 1976).

La mayor parte de los estudios de lesiones del hipocampo en humanos,
primates y roedores sugieren un papel primordial del hipocampo en la
consolidacién de la memoria tanto a corto como a largo plazo. El dafio en esta
estructura puede producir déficits en la memoria declarativa (Squire y Zola-
Morgan, 1991; Squire 1992), y concretamente en la memoria episddica
(Vargha- Khadem et al., 1997). Ademas estudios de lesion hipocampal ponen
de manifiesto su implicancia en el aprendizaje espacial (Morris et al., 1982;
O’Keefe, 1976; Telensky et al.,2011).

En 1976 O’Keefe descubre en el hipocampo de la rata la existencia de las
llamadas células de lugar “place cells”. Estas células varian su tasa de disparo
(actividad) especifica y selectivamente cuando una rata ocupa una localizacion
determinada en un entorno (O’Keefe, 1976). Anatdbmicamente son neuronas
piramidales quese han encontrado en las areas CA1 y CA3 del hipocampo, en
el subiculum y enla corteza entorrinal y que actualmente se han observado
también en primates.
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4.4. HISTOLOGIA DEL HIPOCAMPO

Todas las areas del hipocampo comparten como caracteristica una organizacion
cortical simplificada en tres capas (Cajal, 1911; Stephan, 1975) (Ver fig. 3).

1. Una capa superficial o molecular con pocos cuerpos neuronales pero
conteniendo glia y neuropilo. Stephan, (1975) subdivide, en el asta de Amon,
esta capa en: stratum lacunosummoleculare, statum radiatum y stratum lucidum
(ver fig. 4).

2. Una capa intermedia, celular, donde aparece compactado un claro grupo de
células principales, bien sean células granulares en el giro dentado (GD) o
piramidales (asta de Amon, subiculum, ver fig. 4).

3. Una capa profunda polimorfa formada por neuronas polimorfas, no
piramidales y neuropilo (stratum oriens con el alveus; hilio del GD, ver fig. 4).
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Figura 4. Region CA1 de macaco, homologo al del humano. Bajo la fisura del hipocampo
se encuentra una capa molecular, en el que se pueden diferenciar un stratum lacunosum
moleculare (ml) con mayor cantidad de glia y un stratum radiatum (rd) con menor cantidad
de glia. La capa piramidal (py) o capa principal esta formada por células piramidales
menos densamente empaquetadas que en el hipocampo murino. En el stratum oriens (or)
se observan neuronas fusiformes sefaladas con flechas. El alveus (al) es una capa de
sustancia blanca querecubre al hipocampo. Las capas moleculares del asta de Amoén, que
contiene escasas neuronas dispersas (flecha), se encuentra adyacente y enfrentada a la
correspondiente capa molecular del giro dentado. La fisura del hipocampo (hf) las separa.
(Rosene y Van Hoesen, 1977).
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4.4.1. REGIONES HISTOLOGICAS DEL HIPOCAMPO

En resumen (Stephan, 1975) propone clasificar las estructuras principales del
hipocampo de la siguiente forma:

Regién del Subiculum:

e Capa molecular

e Capa piramidal

e Capa multiforme

Regiéon del Cornu Ammonis o cuerpo de Ammon:

e Capa superficial o molecular :

-Strato Lacunosumoleculare
-Strato Radiatum
-Strato Lucidum (solo presente en CA3)

e Capa piramidal

e Capa plexiforme u oriens

Regién del Giro Dentado :

e Capa molecular

e Capa granular
e Capa polimorfica
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argentica. En A, se observa visidon panoramica del hipocampo en donde se
muestra la dificultad de establecer limites entre los componentes (35x). En B,
neuronas del giro dentado a mediano aumento (100x). En C, mayor aumento de
neuronas del giro dentado (400 x). En D, Neuronas piramidales del cuerno de
Ammon en la region CA1 (100x). Todas las flechas rojas sefialan somas
neuronales. Modficado del atlas de histologia de la Universidad de los Andes,
Venezuela.

La region CA3 esta formada por una capa de neuronas piramidales que se
caracterizan por unas excrecencias dendriticas en las que hacen sinapsis las
fibras musgosas formando el stratum lucidum. Sus dendritas apicales se
extienden superficialmente hacia la fisura. Las células de CA3 emiten las
colaterales de Schaffer que terminan en CA1. Es en el campo CA1 donde se
reconoce mejor la organizacion en tres capas: el stratum oriens, el stratum
piramidale y el stratum lacunosum moleculare (donde se ramifican las dendritas
apicales y que, en el desarrollo, contiene las neuronas de Cajal Retzius). El érea
CA1 se identifica claramente en los roedores, constituyendo una zona de
neuronas piramidales densamente agrupadas
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El area CA3 se continua con el area CA1 a través de una region que muchos
consideran una simple region de transicién, donde se conserva la arquitectura
previamente descrita, pero no recibe fibras musgosas vy, por lo tanto, carece de
stratum lucidum. (Lorente de N6, 1947), denomind a esta region campo CA2.
Estudios recientes han demostrado que CA2 tiene entidad propia y establece
conexiones funcionalmente importantes y diferentes a las de CA3 y CA1
(Chevaleyre y Siegelbaum, 2010; Ding y Van Hoesen, 2010; Jones y McHugh,
2011). El campo CA1 recibe las aferencias de las colaterales de Schaffer y el
punto donde estas terminan fue identificado por Lorente de N6 como el final del
hipocampo propiamente dicho (asta de Amén) y el inicio del prosubiculum.

El prosubiculum es frecuentemente ignorado en las descripciones del
hipocampo, y muchos autores lo consideran como una zona de transicion poco
delimitable entre el asta de Amon y el subiculum. En el presente texto se limita
a exponer datos sobre el el asta de Amoén y el GD, dejando al margen al
subiculum o al conjunto de estructuras alocorticales que forman el complejo
subicular  (prosubiculum, subiculum, presubiculum, postsubiculum vy
parasubiculum). En conjunto, en roedores, el subiculum es una zona mas
ancha y mas compleja aunque sigue respetando la disposicidn trilaminar propia
del alocortex (Lorente de NO, 1947; Amaral, 1978). De todas estas
subregiones, el subiculum y el prosubiculum constituyen el origen de algunas
de las eferencias mas importantes del hipocampo (Meibach y Siegel, 1977;
Rosene y van Hoesen, 1977; Swanson y Cowan, 1977). La principal
caracteristica del subiculum es la presencia de neuronas piramidales gigantes,
mucho mayores que las del asta de Amén, que conforman una capa principal
ancha y relativamente densa, caracteristicas que aumentan conforme el
subiculum se “aleja” del asta de Amon (Rosene y van Hoesen, 1987). Ademas,
en el subiculum no se identifica stratum oriens sino una capa llamada
multiforme o plexiforme con una regidon profunda densa de neuronas
piramidales pequefias y otra mas superficial formada por neuronas fusiformes
(Rosene y van Hoesen, 1987). Las neuronas de CA1 y subiculum uncales son
significativamente mas pequenas que las de sus pares en el resto del
hipocampo (Ver fig. 6).
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Figura 6. Circuito neuronal del hipocampo de ratéon adulto. (A) Localizaciéon
tridimensional del hipocampo en el encéfalo de ratdn adulto en relacion a diferentes
coordenadas anatémicas. (B-C) llustracién y diagrama del flujo de informacién
ipsilateral en el hipocampo y su interconexion con la corteza entorrinal (CE). La
principal aferencia al hipocampo es la via perforante (P) que transmite informacion
procedente de la capa Il de la CE medial (lineas verdes) y lateral (lineas rosas) a
diferentes niveles del arbol dendritico de las células granulares del giro dentado (GD)
situado en la capa molecular. Las neuronas granulares a través de sus axones
(fibras musgosas) proyectan hacia las dendritas apicales de las células piramidales
de CA3, las cuales inervan las neuronas piramidales de CA1 via colaterales de
Schaffer. Las neuronas de CA1 establecen conexiones de regreso a la CE, aunque
a capas mas profundas, cerrando asi el circuito. A su vez, CA3 también recibe
proyecciones directas procedentes de la capa Il de CE a través de la via perforante
(P), y CA1 recibe aferencias de la capa Ill de CE mediante la via temporoaménica
(T). (C) Ademas, las células de la capa granular de GD conectan con células
musgosas e interneuronas del hilus que envian sefiales excitadoras e inhibidoras
respectivamente a las células granulares. Finalmente, las células de CA3 realizan
sinapsis con otras neuronas de la misma region y mediante conexiones comisurales
contactan con neuronas de CA3 y CA1 del hipocampo contralateral (no mostrado).
Imagenes modificadas de (Deng y Gage, 2015).
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5. HIPOTESIS

La subnutricién durante la gestacion y la lactacion de las ratas altera
negativamente la memoria espacial cuando los animales son adultos
(365 dias de vida).

6. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si la subnutricién durante la gestacion y la lactacion altera la
memoria espacial de ratas en la edad adulta.

Objetivos Particulares

Determinar si el tiempo que demora la solucion del laberinto “T” de ratas
macho subnutridas in dtero y hasta los 25 dias de edad es diferente al de sus
controles a 365 dias de nacidos.

Determinar si niumero de errores cometidos en un laberinto “T” de ratas
macho subnutridas in utero y hasta los 25 dias de edad es diferente al de
sus controles a 365 dias de nacidos.

Determinar si los pesos corporal, encefdlico y cerebral de ratas macho
subnutridas in dtero y hasta los 25 dias de edad es diferente al de sus
controles a 365 dias de nacidos.

Determinar si el espesor de las capas de la corteza del hipocampo de ratas
macho subnutridas in dtero y hasta los 25 dias de edad es diferente al de sus
controles a 365 dias de nacidos.
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7. MATERIALES Y METODOS

El protocolo de experimentacion fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso
de Animales (CEUA) de Facultad de Veterinaria (UdelaR) (protocolo: 573/17).

7.1 DISENO EXPERIMENTAL

El experimento abarcd la restriccidon alimentaria de las crias durante la gestacion
(limitando la alimentacion materna) y la lactacién (aumentando el numero de
crias lactantes por camada). Se llevd a cabo en el laboratorio de
experimentacién animal de la Facultad de Veterinaria. Los animales fueron
alojados con 12 hs de luz diarias y a 22°C. Se utilizé siempre el mismo tipo de
racion balanceada (23% proteina; 8% fibra; 2,5% calcio: 1,25 % fosforo).

Se utilizaron 30 ratas Wistar primiparas, servidas por el mismo macho.
Contaban con pesos corporales de 232,5 £ 10.5 gramos, y tres meses de vida
al inicio del experimento. Fueron asignadas al azar a cada uno de los grupos
experimentales una vez diagnosticada la gestacion la cual se describe a
continuacion.

Se diagnosticé gestacioén por frotis vaginal diario, modificado del procedimiento
descrito por Marcondes (2002), implico (en horas de la mafiana) colocar y retirar
en la misma maniobra 100 micro litros de suero fisiolégico intra vaginal con
cuentagotas. Se observé al microscopio el liquido resultante extendiendo en un
portaobjetos y se determind como dia 1 al dia de la aparicion de
espermatozoides en el frotis.

Periodo de gestacion de las ratas

Con las hembras positivas se organizaron los siguientes grupos experimentales:

Grupo control (grupo C, n= 8): alimentados ad libitum con agua y racion.

Grupo subnutrido (grupo S, n=8): alimentado durante toda la gestacién y
hasta el parto con 50% del consumo ad libitum diario materno (datos de
consumo ad libitum obtenidos en un experimento preliminar); los consumos
fueron ajustados con elregistro de consumo de los animales ya adjudicados al
grupo control diariamentea lo largo de la gestacion.

Las ratas gestantes tratadas fueron alojadas individualmente desde el inicio del
experimento
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En ambos grupos se tomd diariamente el peso corporal materno y se establecio
como criterio de punto final experimental de las hembras tratadas la pérdida de
mas del 10% del peso corporal al inicio del experimento. Sin embargo ningun
animal llego a esa pérdida de peso final.

Periodo de lactacion de las ratas

Desde el dia del parto (dias 21-22 del experimento) ambos grupos de madres
pasaron a tener alimento y agua ad libitum. Las camadas del grupo C estaban
compuestas por 8 crias (retirando o agregando crias marcadas de otras madres
si fuera necesario) hasta el destete, mientras que en el grupo S tuvieron 14 crias
por camada durante la lactacion. Las madres fueron pesadas cada 7 dias
durante este periodo, que durd 25 dias. Las crias fueron identificadas de
manera individual y permanente por perforaciones en el pabellén auricular, y
fueron destetadas a los 25 dias de vida.

Periodo de crecimiento adulto de las ratas

Una vez destetados los animales (25 dias de vida) fueron alojados en cajas
de a 5 individuos, con alimento y agua ad libitum hasta los 365 dias de vida.

Grupo control (N=8); Grupo subnutrido (N=8). (De aqui en mas se va a seguir
con ese N por grupo).

7.2 MEDICION DE VARIABLES COMPORTAMENTALES

A cada una de las ratas se las hizo pasar por un laberinto de multiple T durante
6 dias consecutivos, registrando sus performances en video para luego obtener
datos de interés a fin de su analisis. Se midieron 2 tipos de variables: tempo y
errores.

Tiempo total: es el tiempo en segundos que demora cada individuo desde que
se lo coloca adentro del laberinto hasta que llegan a la meta (lugar del laberinto
al cual se llega a través de un camino sinuoso en donde esta la racion que
utilizamos como recompensa generando un estimulo positivo). Pasados los 300
segundos dentro del circuito sin que hayan llegado a la meta, dejamos de
cronometrar y damos por finalizada la pasada de ese animal, asignandole ese
valor de tiempo (300 seg, aunque demore mas).

Tiempo distante (Td): Tiempo en segundos en que cada rata se encuentra
dentro de la parte del laberinto que forma la “T” mas distante al punto de
llegada.
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Tiempo plaza (Tp): Tiempo en segundos en que cada rata se encuentra dentro
de la parte del laberinto llamado “plaza” que se localiza mas 6 menos
equidistante entre el punto de partida y la meta.

Tiempo objetivo (To): Tiempo en segundos en que cada rata se encuentra
dentro de la parte del laberinto que conforma la “T” donde se encuentra la
meta.

Errores: Se entiende como “error” a la opcién de camino que tome la rata en el
trayecto hacia la meta que la desvie del objetivo, habiendo previamente
estandarizado el camino mas directo a criterio de quien luego procese los
videos (debe mantenerse siempre la misma perspectiva).

Figura 7: Laberinto de 3T, con los distintos sectores sefializados.

Td=T distantes al objetivo; Tp= T plaza; To= T objetivo

7.3 MUESTREO Y PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Una vez finalizado el pasaje de ambos grupos (C y S) por el laberinto (una
semana después) se procedidoal muestreo. En primer lugar, previo al sacrificio
se registré el peso corporal de cada individuo. El sacrificio se llevd a cabo
respetando las normas de bienestaranimal, cumpliendo con las disposiciones
legales nacionales e internacionales. Los animales fueron anestesiados con
Ketamina y Xilacina intraperotoneal (70 mg/kg de Ket. + 10ml/kg de Xil.) previo
a la decapitacion.

Sus encéfalos fueron removidos del craneo. Se tomo el peso del encéfalo total.
Fueron fijados por inmersion con solucion buffer de paraformaldehido al 4% y
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almacenados en etanol 70° (v/v). Posteriormente, se diseco el cerebro de los
animales, se peso y se calculd el indice cerebro somatico (ICS).

Los hemisferios cerebrales izquierdos fueron procesados con pasajes en
concentraciones crecientes de etanol, impregnados en cloroformo y finalmente
parafina liquida para confeccionar bloques que luego se cortaron en secciones
de 5 micrometros de espesor, en sentido longitudinal, parasagital.

7.4 Histologia cuantitativa

Los cortes histoldgicos tefiidos con Hematoxilina y Eosina fueron examinados
con un sistema de analisis de imagenes: microscopio 6ptico Olympus BX50,
(Olympus, Tokio, Japon), video camara (SSC-C158P; Sony, Tokio, Japon) y
computadora personal con el programa Image Pro Plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, MA, USA) a un aumento final de 400 x en el monitorde la pc. Se
midio el espesor de cada capa de la corteza del hipocampo: espesor de la capa
granular (o principal) del asta de Ammodn: regiones ECA1, ECA2, ECAS;
espesor de la capa granular o principal del Giro Dentado en su rama dorsal
(EGDD), ventral (EGDV) y en el vértice del mismo (EGDVE), asi como también
la longitud de las ramas ventrales y dorsales del GD que luego se sumaron,
obteniendo la longitud total del giro dentado (LTGD) para hacer los calculos
estadisticos (ver fig. 8). Grupo control (N=8); Grupo Subnutrido (N=8).

Y - I|I-I!-qﬂ'“‘?‘"‘"‘'t-u.--..-.. e o ¥ % e " i oy
Figura 8: Fotografia de hipocampo de ratas de 365 dias de vida. Tefiido con hematoxilina y eosina.La
linea roja representa la longitud del giro dentado (LTG). Entre las flechas negras se observa el
espesor del hipocampo a nivel de la regiéon CA1. Con letras amarillas se marcan las regiones del
hipocampo. Imagen obtenida a 40x.
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7.5 Analisis estadistico

Todas las variables cuantitativas fueron expresadas como medias + ds. Se
estudio la distribucion normal de las variables medidas con el test de Shapiro-
Wilk. Se estimé los efectos de grupo e individuo dentro de grupo. La variacién
entre ratas dentro de un mismo tratamiento fue considerada como parte del
error experimental cuando se analizaron las diferencias entre tratamientos.
Tanto lasdiferencias entre grupos en las variables histologicas cuantitativas, asi
como el peso encefélico y las variables comportamentales fueron comparadas
por ANOVA. Los valores fueron considerados diferentes a P<0,05 y se
estudiaron las diferencias post hoc entre grupos con test de Tukey.
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8. RESULTADOS

RESULTADOS DE VARIABLES COMPORTAMENTALES

Cuando analizamos las variables comportamentales (numero de errores y
tiempo total) dentro del laberinto y a lo largo de los sucesivos dias, no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
subnutrido (ver graficos 1y 2).
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Figura 9. Medias y desvios de tiempo (seg) que utilizaron los animales en
los grupos C y T en realizar el laberinto de 3T.
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Figura 10. Medias y desvios de los errores (N) que cometieron los animales
pertenecientes a los grupos C y T en realizar el laberinto de 3 T.




RESULTADOS MACROSCOPICOS

Encontramos diferencias en los pesos: corporal, encefalico y cerebral entre el grupo
control y el subnutrido. No encontramos diferencias en el indice encéfalo /somatico
entre los grupos C y S. (Ver tabla 1).

Tabla 1. Medias y desvios del peso corporal, encefalico, cerebral e indice
encéfalo/ somatico a los 365 dias de vida en los grupos C y S.

Grupos Peso corporal Peso encefalico Peso cerebral indice
P (9) (9) (9) encéfalo/somatico
Cc 579,9 + 34,1 23+0,1 1,61 £ 0,06 0,004 + 0,0002
S 532,8 + 25,5* 2,1+0,08* 1,5+ 0,09* 0,004 + 0,0001

" P<0.05; ™: 0.001<P<0.051 comparados con el grupo control.

RESULTADOS HISTOLOGICOS

De las variables estudiadas encontramos diferencias unicamente en la region
del hipocampo CA1 (ver tabla 2).

Tabla 2. Variables Histologicas del hipocampo. Espesores en micras de la
capa granulardel asta de Ammoén: ECA1, ECA2, ECA3; espesor de la capa
granular Giro Dentado en su rama dorsal (EGDD), ventral (EGDV) y vértice
(EGDVE). Longitud total del giro dentado (LTGD).

Variables (pm) Grupo Control Grupo Subnutrido (S)

(C)

ECA1 181,7 £ 15,0* 239,0 £ 22,5
ECA2 79,8 £5,2 86,7+3,8
ECA3 304,8 £13,6 326,0 + 25,9
EGDD 104,9 £ 12,0 120,3 £12,3
EGDV 76,4184 91,3+£10,1
EGDVE 128,51+ 24,3 143,4 £ 24,1
LTGD 4152,4 £ 103,3 4253,3 £ 142,9

": P<0.05 comparados con el grupo control.
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8. DISCUSION

Variables comportamentales

En nuestro trabajo, el estudio comportamental en ratas macho de 365 dias de
vida que fueron sometidas a subnutricién en el periodo perinatal (gestacion y
lactacién) a las cuales llamamos “S” y ratas controles de la misma edad y origen
genético sin haber sufrido la restriccion en esas primeras etapas de la vida a las
que llamamos “C”, no prueban la hipétesis de respuesta diferencial ya que no se
evidencian disimilitudes significativas. Estos resultados abarcan tanto el tiempo
de ejecucion del laberinto como el numero de errores que cometieron en el
transcurso del mismo. Nuestros resultados difieren con los de Sanchez Turet y
colaboradores, (1975). Estos investigadores bajo condiciones de trabajo muy
similares a lasnuestras (tipo de restriccidon, periodo de restriccion) encuentran
que en ratas Sprague Dawley a las 15 semanas de edad (105 dias de vida)
exhiben diferencias muy significativas entre los grupos “S y C” de su modelo.
Esta diferencia nos hace pensar que el crecimiento compensatorio que ocurre
en lasetapas desde neonato hasta adulto se vio afectada, ya que segun Duran
Fernandez-Feijoo y colaboradores, (2017) el crecimiento postnatal después de
la restriccion del crecimiento intra uterino es fundamental para la consolidacion
de la memoria en modelos animales. Sin embargo, es bien sabido que esta
relacionado con mayor riesgo de disfunciéon metabdlica, ya que por
programacion fetal se generod lo quese llama un “fenotipo ahorrador” que son
individuos que estan preparados para llevar a cabo sus funciones metabdlicas
en ambientes mas empobrecidos, en respuesta a lo que predijo la adversidad
intra uterina, en definitivas la definicibnde programacion fetal.

Teniendo esto en cuenta, se considera que el verdadero desafio es encontrar el
equilibrio correcto del aumento de peso temprano en la poblacion restringida
para evitar la obesidad y diabetes por un lado y las dificultades de aprendizaje
por otro, ya que tanto una sobrenutricion como una nutricion deficiente generan
estos problemas a largo plazo.

En efecto, las hembras subnutridas tanto de nuestro modelo experimental como
las de Sanchez Turet y colaboradores, (1975) y Duran Fernandez-Feijoo y
colaboradores, (2017) tienen en comun el tipo de restriccidon alimentaria que se
basa en una disminucion de entre un 40% y un 50% de la dieta diaria ad libitum
que consumieron los grupos C, sin castigar el aporte proteico o de algunotro
oligo elemento en particular.

Por lo que teniendo en cuenta que la mayoria de los modelos experimentales
de subnutricidon perinatal se basan en la restriccion de proteinas en las dietas y
siendo estas el componente principal neurotréfico es esperable que los
resultados no sean tan drasticos en nuestro trabajo en comparacién con los
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estudios de otros autores. El trabajo de Cordoba y colaboradores, (1994)
muestra que con subnutriciones proteicas en torno al 8% en edad perinatal
induce, (incluso después de un largo periodo de recuperacion nutricional) un
déficit en la navegacion eficiente del lugar en ratas adultas. Este efecto también
es mencionado por varios autores en diferentes regiones del hipocampo. En el
caso de Cintra y colaboradores, (1997) utilizaron un modelo de
subnutricién proteica prenatal y estudiaron su impacto sobre las células
piramidales CA1 en ratas de edades (15, 30, 90 y 220 dias). Por otro lado Diaz-
Cintra y colaboradores, (1994) estudiaron el efecto de la subnutricidon proteica pre
nataly la rehabilitacion nutricional pos natal sobre las células piramidales del
hipocampo en la regién CA3 en ratas de (15, 30, 90 y 220 dias de vida) y por
ultimo Diaz- Cintral y colaboradores, (1991) estudiaron los efectos de la privacion
prenatalde proteinas en el desarrollo posnatal de células granulares en el giro
dentado del hipocampo, también en las mismas cuatro edades (15, 30, 90 y 220
dias). Lo interesante es que los tres trabajos mencionados anteriormente
concluyen en que existe una distribucion bimodal de cambios en la plasticidad
neuronal, con un periodo aparente de “rehabilitaciéon” en el dia 90, ya que se
observa menos escasez en los componente citoarquitecténicos de las distintas
regiones, en un intento de recuperacibn o de adaptacién cerebral a la
desnutricién pero queda sin éxito mas adelante ya que se generé un déficit para
seguir el ritmo de desarrollo neural normal a los 220 dias. Esto podria explicar
por qué nosotros no encontramos diferencias en nuestras variables y con
nuestras condicionesexperimentales. Tal vez no sea solo una cuestion de edad
del estudio sino la mezcla entre edad y el tipo de subnutricion planteadas en
esta tesis.

Variables macroscopicas

En cuanto al resultado del peso corporal, encontramos que la subnutricion
durante la gestacién y la lactacion afectan el peso corporal de los animales al
nacer y a los 365 dias de vida. Este resultado confirma evidencias previas
(Gonzélez-Cossio et al., 1998). Incluso en un modelo similar en ratas ya se
verificd que estetratamiento afecta el peso corporal y el testicular (Genovese et
al., 2010). Un aspecto a tener en cuenta que explicaria porque afecta a la
variable peso corporal y peso cerebral pero el indice encéfalo somatico se
mantiene constante en ambos grupos, es que la estrategia de adaptacion a la
subnutricién intrauterina que provoca retardo en el crecimiento parece estar
asociada a una redistribucion del gasto cardiaco y a la priorizacién de los
oérganos centrales (cerebro, miocardio y glandulas suprarrenales) en detrimento
de o¢rganos periféricos, es el llamado efecto de conservacion del cerebro
(Pérez- Clariget y Bielli, 2014).
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En nuestro caso no hay dudas de que los animales gestaron en un ambiente
uterino negativo en cuanto a los nutrientes disponibles para el desarrollo fetal.
Esto queda claro al analizar el comportamiento de las madres durante la
gestacion. En nuestro trabajo las madres de los grupos “S” perdieron peso y las
del grupo “C” ganaron peso al final de la gestacion. Esto nos lleva a pensar que
los fetos tuvieron que adaptarse a la falta de nutrientes y seguramente
priorizaron las necesidades de los 6rganos centrales que se mantuvieron mas o
menos estables a expensas del esfuerzo metabdlico materno. Por otra parte la
subnutricién durante la gestacion como tratamiento en si, causa neonatos mas
livianos, mas cortos y camadas mas pequefas (datos del experimento que no
abarcan a esta tesis). Sin embargo el indice encéfalo somatico (IES) no
muestradiferencias entre grupos, por lo que podemos asumir que existio efecto
de conservacion del cerebro. Estos efectos son sostenidos en el tiempo ya que
los animales de la presente tesis tuvieron las mismas diferencias en estas
variables entre los grupos S y C, lo que marca claramente efecto de
programacion fetal por subnutricion.

Variables morfométricas

Desde una perspectiva mensurable nuestro trabajo utilizé la técnica histoldgica
como herramienta para evaluar distintas regiones del hipocampo con el fin de
correlacionarlos con los efectos comportamentales. En el estudio histolégico
encontramos una pequefa tendencia en la region CA1 en donde detectamos que
Su espesor era mayor en animales “S” en comparacion con los animales “C”.

En cuanto a las variables histolégicas medidas, considerando evidencias
recientes podrian reevaluarse las variables seleccionadas para futuros
estudios. Posteriormente a lasmediciones y en el desarrollo de la escritura de
esta tesis, hemos encontrado trabajos (Barra Rafael et al., 2019; Moody, Chen
y Pan, 2017) quienes con una restriccion alimentaria muy similar a la nuestra
(que ronda en torno al 40-50% dela alimentacién que consumian esos animales
ad libitum en la gestacion y la lactacion) buscaron efectos de caracter citolégico
o bioquimico/molecular en el hipocampo y otras regiones cerebrales. En estas
otras variables encontraron empobrecimiento de los recursos neuronales
dentro de los que se destacan: menor densidad de espinas dendriticas en las
distintas regiones del hipocampo, arborizaciones dendriticas menos pobladas,
menor densidad de neuronas en algunas regiones, somas neuronales mas
pequenos, disminucion del diametro de las fibras mielinizadas y amielinizadas,
menor proliferacién celular,disminucion en la plasticidad neuronal dependiente
de BDNF (factor neurotréficoderivado del cerebro), sinapsis retardadas, etc. Sin
embargo, a pesar del tratamiento aplicado los impactos en su gran mayoria no
se vieron reflejados enla performance de la memoria espacial o el aprendizaje
en estas ratas.

35



Discusion del resultado CA1

Es complejo interpretar el resultado obtenido en la region del hipocampo CA1.
Sin embargo, algunos autores encontraron una tendencia similar al aplicar
distintos factores estresantes en la etapa perinatal. En un trabajo que utilizé
factores estresantes durante el periodo perinatal, se encontré que los animales
tienen alterada la morfologia dendritica y la conectividad sinaptica en la corteza
prefrontal con una pérdida en el numero de neuronas y el numero estimado de
sinapsis en hipocampo a pesar de exhibir unamayor densidad en el espesor de
la region CA1 (Mychasiuk et al., 2012). (misma variable morfométrica que la
medida en esta tesis)

Por otro lado Bock y colaboradores, (2011) encontraron que este disefio de
estrésmaterno durante la gestacion puede provocar disfunciones emocionales
y cognitivas en la descendencia, en su experimento se sometieron a variados
estresores y los resultados arrojaron que la region CA1 del hipocampo en la
descendencia estresada (grupo tratado) aumento la densidad de las neuronas
piramidales solo en los machos.

Los resultados de estos autores sugieren que los efectos estresantes pueden
afectar el ciclo de maduracion y poda dendritica normal en CA1 durante el
desarrollo, lo que podria resultar en un exceso de sinapsis menos eficientes, lo
que es posible que explique el aumento en el espesor de CA1. Sin embargo,
nuestras variables no se enfocaron en medir este ciclo. En este punto
entendemos que es necesario continuar los estudios sobre estas muestras con
encares diferentes y variables diferentes también.
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9. CONCLUSIONES

Podemos concluir que en nuestras condiciones experimentales los efectos de la
subnutricion por restriccion del alimento al 50% de su consumo ad libitum durante
la gestacion y la lactacion en las ratas macho, no alteré la memoria espacial
cuando los animales fueron adultos a los 365 dias de vida.

Al igual que diversos autores comprobamos que la subnutricion durante la
gestacion y la lactacion determind menor peso corporal.

En nuestras condiciones no encontramos efecto del tratamiento sobre las
variables morfométricas estudiadas salvo en la region CA1 que requiere de
futuros estudios para explicar el resultado obtenido.
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