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RESCME'.\i 

En la rata. la fonnación hipllcámpica cs una estructura quc ticnc un papd importantc 

en di\ crsos procesos cognosciti\'os como son el apn:ndi/ajc y la mcn1oria espacial, en 
fenúmcnos de plasticidad sináptica cnmll la potenciaciún a lar¡'o pla/n. en lc'n<',mcnns 
clcctrofisiolú¡'icos comn d ritnll> theta y en di, crsas eapae1dadcs conÚuL·tuales. Fstns 

procesos se alteran en ratas aúultas malnutriúas prcnatalmente que muestran incapacidad 
para iniciar y mantener la potenciación a lar¡'o p!a7li. alteraciones en d ritmo thcta y 
deficiencias en la cjccuciún de ciertas tareas. Se ha postulado aúL·mús que estos proccslls 
pueden dehcrse a camhios en las conexiones sinúpticas a ni, el de la fomiaciún 
hipocúmpica. Así. el ohjcti\'l1 de este estudio fue estimar el númern de las sinapsis 
asimétricas cstahlecidas entre los ax, 1nc's de las células ¡'ranulan:s ( tibras mus¡'osas ( F \1)) y 
las espinas cspeciali/adas ll excrecencias dendríticas de las células piramidales del CA.1 
( F\1-CA.1) rn ratas adultas malnutridas prenatalmcntc. con el fin de conocer si estas 
alteraciones se dehen en pm1c a la ,!eficiencia del número de sinapsis L'n esta rc¡'iún 
neuronal. Se scleccionú este tipo de contacto sinúpticn ya quc cs el principal sitio de rc!e, o 
de la infomrnción que pasa a través del circuito trisinúptico hipocúmpicll por el patrón de 

fihras aferentes y cfcn:ntcs que presenta. además de que es el principal modulador de la 
cxcitahilidad de las células piramidales del CA.1. Se utili/aron ratas adultas de 220 días de 
edad de la cepa Spraguc Dawlcy. Los animales control se ali1m·ntarnn duran!<: todo el 
experimento con una dicta adecuada en proteínas (al 2.1°·o ,le proteínas) y los animales 
cxperimentaks con una dicta deficicntc en proteínas (al 6"u de proteínas) durante la 
gc~tadlln. En ambos grupos. se csti111ú d número total de sinapsis F\.1-CJ\3. mc<liante un 
anúlisis estcreolúgico en dos fases. En la primera. se estimó el \ olulllL'n total del sistema de 
fihras lllUS¡'llSas y de su ha,, suprapiramidal por microscopia de lu/ en material procesado 
con la técnica de Tim111. Fn el segundo estudio se ohtuvo la densidad numérica por unidad 
de volumen de las sinapsis asimétricas F:V1-CA.1 en material procesado para microscopía 
electrónica aplicando el método del disector lisien. El número total de sinapsis asimétricas 
F:VI-CA.1 se ohtu, o como el producto de los dos factores anteriores. Se cstimú adc111ús el 
\'o lumen total del sistema de Hv1 de la fo1111ación hipocámpica. l.a signi ticancia estadística 
se detcnninú usando la prueba A:\OV A de una vía. Los n:sulta,h>s mostraron rcducci<'in 
signiticativa del volumen total del sistema de F\1 y de su ha,, suprapiramidal c'n el grupo de 
animales 111alnutridos prenatal111cntc. La densidad numérica por unidad de , o lumen. y la 
estimaci<'m del número total dc sinapsis asimétricas FM-CA.1 en el hu suprapira111idal del 
sistema de F\1 también se redujo signiticativamentc en c·stc grup,,. Los rcsulta,his tic! 
presente trabajo su¡'icren que la malnutrición hipoprotciniea prenatal induce efectos 
deletéreos a largn pla/o en d program:i de dc-sarro1ln qut.: controia ia s1naptugénc~is y·o la 

consoi1daciún sináptica. prohahlemcnte al afectar di,·crsos procesos celulares. l.a rcducciún 
del número de sinapsis del segundo rclc\'ll de la infomiación del circuih> interno de la 
forn1aciún hipoeámpica. podría explicar en parte. las dcticicneias funcionales ) 
conductualcs observadas en ratas adultas malnutridas prenatalmente . 
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Sl;:\-JMARY 

In thc rat. thc hippocampal formation is a strui:tun: thnught to play a critica] role in 
spatial mcmory and karning ahilitics and synaptic plasticity as wcll as long-tc1111 
potcntiation and thcta rhythm. Thcsc hL·ha,ioral fratun:s are altcrcd in malnourislwd ruts 
suggesting damagcs in thc long tmn pntcntiatüm ami thda rhythm. Snme of thcsc 
altcrations can be duc to changcs in thc synaptic conncctions. Thus, the goal of this study 
was to cstimatc thc numhcr o!' asymmctrÍl' synapscs l!stahlishcd hctwl.!1:n thc granule ccll 
axons (mnssy fihcrs (MF)) and thc CA3 pyrami<lal cclls dcndrifü: L'xcrcscL·nces ( :VTF-CAJ 
synapscs) in adult rats follo\\Íng prenatal malnutrition. Spraguc D,rnky frmak rats WLTC 

frd cithl'r ,, ith 6°0 or 2.V1 o protcin dicts 5 wccks hcforc concq,tions. Folluwing dclivcry. 
littcrs horn frnm 6°0 and 23°0 cascin ti:d rats wen: rnndomly cross-fostl'rcd with 25°u 
cascin dict frd dams and maintaincd on this dict until sacriticc<l (220 days nld). To l!-.,timatc 
thc total numhl!r of :vJF-CAJ synapscs. wc carricd out a two stagc morphological analysis. 
In thc first onc the rnlutnt: of thc suprapyramidal bundle was cstimatcd at the light 
microsnipe kvcl. In thc sccond study thc numerical dcnsity of MF-CAJ asymmetric 
synaptic was estimatcd on clcctron micrnscopic material by applying thc physical disector 
mcthod. The estimation of total numhcr of iVl F-CA3 asymmctric synapses was L'akulated 
as the prodw.:t of thc rnlume nf hippncampal fonnation suprapyramidal bundle and thL' 
numerical <lcnsity. The total vnlumi: of thc mnssy tihcr systcm also was estimated. 
Statistical signiticancc was detennined hy using a onc way A'.\/OVA test. Thc statistic 
analysis of thc tnt;.il volume and of thc híppocampal fonnatíon suprapyrnmidal hundlc 
showcd that prl!natal protein malnutrition produces a redul'.tinn on this parametcr. Thc 
numerit:al <lensity of MF-CA3 synapses also was significantly rcduccd in prenatal 
malnnurishcd rats when rnmparcd to control littcmiates. Similarly. the cstimation of the 
total numbcr of \1F-CA3 asymmetric synapscs was signifü:antly diminished in 
malnourishcd rats as compan:d to controls. lkncc. prenatal protl!Ín malnutritinn induces 
long-lasting delcterious eftccts on thc progrcssion of den:lopmcntal programs contrnlling 
synaptogcncsis andlor synaptic rnnsnlidation. likcly hy affccting a myriad o!' ccllular 
prm.:csscs. Thc rcdui..:tion in the synapses numhcr of the principal link of the hippoL'ampal 
circuit. might partly cxplain the functional damages documcnted in prenatal malnourishcd 
rats. 



l~TRODt:cc1óN 

Las /onas de contado intcrncunmal o sinapsis son estructuras dinúmicas capal.'cs di.: 

modificar sus propiedades químicas y tisiolúgicas a través de la \ ida d1..• un organismn. Se 

ha mostrado que tales modificuL"ioncs 1..·stán acompañadas por camhios en su nmrli.llo!!Ía y 

número. Cambios ultracstructuraks cuantitativos. a menos que sean 1..·xtr1..•mns (patolúgicns). 

son di1kilcs de detectar y comparar. Por tanto el estudio de las modi ficaciuncs en las 

rnrnctcrísticas ultracstructuralcs sinúpticas y del número de sinapsis 1.·s de importancia 

primuria 1..•n ncurohiologia. 

Por otro lado. la fonnación hipocámpica ( FH) tiene un papel importanti: en la 

regulación de diH·rsas capacidades: a) 1..·ondw.:tualcs. como la conduda asociada con el 

rastreo olfatorio (Swansun. 1983): b) cognoscitivas. como d aprcndi1aj1..· y memoria 

espacial en la rata (Oltun y col.. l tJ78: Bamcs, 1988: Eichcnhaum y Cohcn. l 1JXX: Olt(ln. 

1989: Spcakman y ()' Kcefc. 1989: Eichcnhaum y Otto. l 992); e) de plasticidad sináptica. 

como Ju potenciación a largo plazo ( Bliss y Lomo. 1973) y d) clcctrotisiolúgicas como la 

generación del ritmo thcta (Vandcrwolf y col.. 1975: Yinogradova. l 995). I-:n ratas 

malnutridas prcnatalmentc algunas de estas características se alteran y sus ctcctos se 

reflejan en deficiencias para la ejecución de ciertas tareas cognoscitivas (Tonkiss y Gallcr. 

1990; Tonkiss y col.. 1990. 1991, 1993: Morganc y col.. 1993; Almcida y col.. l99(l). 

incapacidad para iniciar y mantener la pntcnciación a largo plazn ( Bronzinn y col.. 199 I a.h. 

1996; Morganc y col., 1992. 1993) y en altcracioncs del ritmo thcta hiprn.:ámpii.:n (\1orgarn: 

y col.. 1990, 1993: Cintra y col.. l 995 ). 

Se ha postulado ademús. que algunas de estas alteraciones corno c1 aprcndi/aje. la 

mcmoria ( Ramón y Caja l. 1899; Horn y col., 1985: Van Rccmpts y col.. 1992). el kindling 

(Geinisman y col.. 1 tJ92: Represa y Bcn-Ari. 19Q::!) y la potenciación a largo pl.1111 (Chang 

y Grccnough. 1984: Pctukhov y Popov. 1986; Lec y col.. l980; Geinisman y ..:ni.. 1991 J. se 

acompañan de cambios en la estructura y en el número de sinapsis. 

Así. c1 parndigma de malnutrición proteínica prenatal en la rata. utili/ando una dict:.i 

con 6% de caseína (Tonkiss y col.. 1993 }. es un modelo que pcm1itc abordar el estudio de 

los mecanismos morfológicos sinúpticos que suhyac1.:n a los prnresos cognoscitivos como 



son el aprenditajc y la memoria cspadaL y <le plasticidad neuronal como 1J potenciai:iún a 

largo plato. 

En el presente trahajo se anali;a la pnsihilidad de 4uc las Jltcraciones funcionales 

ohservadas en ratas adultas malnutridas prenatalmentc reportadas prc\'Íumcntc, sean 

<lL·hidas en parte a la n:ducciún de contactos sinápticos. En 1.:special se anali1a el rcll'\ o 

sináptico cstahkcido entre los axones di: las L:élulas granulares, las fihras musgosas (F\1)) 

las espinas o exi:rt:cencias dendríticas de las células piramidales dd C'or111w de . 111/fW)II 3 

( F\/1-C A3 ). Este tipo de sinapsis representan el relcrn principal de tiltraciún de la 

infonnación srnsorial 4uc pro\'ien¡; <le la i:ortL'/,a de asociación y que , iaja a tr:l\ és del 

circuito trisinápticn hipocúmpit:o (Beck y col., 1992) por el patrún de tihras aferentes y 

eferentes que presenta (Swanson y Cowan. 1977). A<lernás tk 4uc integran el modulador 

principal di: la excitahilidad de las células piramidales del C'A3 ( I-kn-Ari y Represa. l 990) 

y de que despliegan capacidades plásticas notahlcs bajo diferentes condiciones 

experimentales. 

Dado que nuestros estudios SL' realizaron en la rata adulta (220 días de edad) y las 

células granulares se generan aún después del nacimiento, 1.:ste estudio pretende anali;,ar los 

dedos posihks di: la malnutriciún sobre las últimas etapas de la organi;adún 

citoarquitectúnica neuronal corno lo son la sinaptogénesis y la consolidación sinúptica. 



A:\TECEDENTES 

FORMACIÓN HIPOCÁ:\IPICA (FH) 

La FH forn,a parte del sistema límhico al cual se le ha rchu.:ionauo con la intcgraciún 

tanto de prrn.:esos afcdivos comu cognoscíti, os. Su organizaciún pcnnitc llevar a caho 

estudios condudualcs. ckctrotisiolúgicos. anah'11nicos. histoquimicos y ultracstructuralcs 

encaminados a entender los camhios fun1:ionalcs que se presentan dchido a la intluenciu tic 

facton:s pcrinatalcs di\'ersos. incluyendo a una nutrióún inadecuada durante el desarrollo. 

Dentro de las \'cntajas que presenta la fonnaciún hipocámpiea para su análisis se 

encuentran las siguientes: l) su organización anatómica está hien estudiada. 2) se conoce su 

clcctrofisinlogía hásica de manera precisa. 3) se han identificado sus relc, os sinápticos. 4) 

participa en procesos cognoscitivos como el aprendizaje y la memoria. 5) SL' afreta en su 

desarrollo por factores ambientales como la desnutrición, 6) sus l1L'Uronas en esrh.:cies 

altricialcs se generan antes y después del nacímiento lo que pennitt estudios del dccto de 

la desnutrieión y malnutrición, sobre los procesos ontogcnéticos prenatales y postnatales 

hipocámpicos. 

LOCALIZACIÓ~ Y ANATOMÍA 

En los roedores, la FH se encuentra inmersa en la corteza mtdio-hasal del Sistema 

~ervioso Central (Si\C). La cstrndura tridimtnsinnal de la FH en los rocdon:s es 

relativamente compleja; a groso modo. es una estructura cilíndrica elonguda cuyo ejL.: 

longitudinal se dohla en fonna de"("' o en scmieín.:ulo que se extiende rostro-dorsalmcntc 

desde los núcleos scptaks hasta el lóbulo temporal caudo-vcntralmcntc ( Amara] y WitteL 

1989) (Figura 1 ). Está fonnada por matra regiones que incluyen: l} el giro dcntaúo (C1D) n 

fascia dcnlata. 2} el hipotampn rn,piamcnt:: dicho u Cun11111 de . 1111111011 (CA). qm.· en 

roedores se dividt en tres: CAi, CA2 y CA1. 3) el complejo suhicular (suhirn/11,11. 

prcsuhicu/11111 y pt1rus11birn/11111) y 4) la corteza entorrinal. 

Con base a la disposición y a las características de las neuronas 4u1.; !u fiinnun así 

1.;omo de las conexiones que prescntan, el GD y el hipocampo se han dividido en capas o 

slrot11111s. El hipocampo propiamcntt dicho o Conm11 de Anmum rn sus tres t:ampos 
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CA1 

Figura l. En B se representa el encéfalo de la rata del cual se ha removido parte de 
la corteza para ubicar a la formación hipocámpica (FH). El eje longitudinal de la FH 
se extiende desde el núcleo septal (S) rostro-dorsal hasta la corteza temporal (T) 
caudo-ventralmente, arqueándose en forma de C o en semicírculo. Las regiones 
principales de la FH (excepto la corteza entorrinal) se observan en la proyección 
superior de un corte tomado aproximadamente a la mitad del eje septo-temporal (A). 
También se observa el circuito interno de la FH. CAi y CA3, Cornnu de Ammon 
(CA) 1 y 3 respectivamente; fm, fibras musgosas; GD, giro dentado; pp, patrón 
perforante; se, colaterales de Schaffer; SUB, subiculum. 

1 

1 
\ 
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presenta las siguientes capas o strata: stra1t1111 oricns (capa polimorfa). s1ra111111 pim111ida/(' 

(capa piramidal). stratum radiut11111 (capa radiada), slrur11111 /arn1ws11111-111olcrnlar<'. (capa 

lagunusa-mokcular). En el srm,11111 piramidafr se cncuentnm los cuerpos o somas de las 

neuronas piramidales. dentru del slrafwn orie11s descienden las dendritas basales de cstn'i 

neuronas. la región a,.'clular superficial a la capa piramidal, dondL· se lncali1an las tlendritas 

apicales de estas células. sc divide en una capa profunda: el sfratum mdiat,1111 y un stra/11111 

mús supcrticial: el larn110.,·11111-mo/cc11/arc. En el CA3. la región acclular por encima de la 

capa pirnmidal que rccihe las efrrencias del GD se conoce como stra/11111 /11dd11111 ( Ramún y 

Caja!. 1899: Lorente de ;'Jó, 1934: Amara! y Witter. 1989. Figurn ~). Esta última suhregiún 

fue llamada s1ra111111 !11cid11111 pnr Gansc..·r ( 1 X82) y más tarde strat11111 o haz suprapiramiúal 

por Ki1ellikcr en 1896 (citados en Blackstad y Kjaerhcim 1961 ). Es en esta región donde se 

encuentra la parte proximal de las dendritas apicales de las células piramidales del CA3 

cuyas espinas dendríticas especializadas, las c:xcrccencias torneadas. c..,tahlccen conexiones 

sinápticas con las expansiones de los axones o F\.1 de las células granulares situadas en cl 

GD. 

El CJD consta de tres capas: la capa polimorfa o hiliar (hílus). la capa granular 

(stralllm gra11ulosu111) y la capa molecular o plcxiforme (stralllm 1110/t'c11larc). En la capa 

granular se encuentran los somas de las células granulares y en la capa molecular se 

localizan sus dendritas. En la zona hiliar se encuentran diversas células hctcnigéneas 

además <le los axones de las células granulares ( Ramón y Caja!. 1899: Lon:ntc de 1':ú. 1934; 

Amara! y Wittcr. 1989, Figura 2). 

NEURONAS PRINCIPALES 

Las neuronas principales del hipocampo son las neuronas piramidales y representan 

su clase más n11mcrosa. Cnmo ya se rne,11.:ionó ins cuerpos de estas neuronas ti.1mum el 

stratum piramidalc. el cual fonna una lámina cun cada que tiene de 2 a tres células de 

grosor. Los cuerpos cc-lulares piramidales son cúnicns. y miden de 20-40 µm en Ju hase y dL· 

40-60 µ <le altura. Cada una tiene una dendrita apical de 5-1 O µm de diámetro. que pasa a 

través del stratum radiatum al stra/11111 lacw10s11111-mo/C'c11/are. Existen tamhién din~rsas 

dendritas basales, de 3-ó µm de diámetro. cuyas arborizaciones Sl' extienden 200-300 µm y 



Figura 2. Se observan sobrepuestos una fotomicrografia de un corte coronal medial de la FH teñido con la técnica de Timm 
y un esquema de las neuronas principales interconectadas para formar el circuito trisináptico interno de la FH. La técnica 
histoquímica de Timm evidencía la distribución del sistema de fibras musgosas (FM) y la laminación característica de la FH. 
Strata: oriens (O), piramidale (P), radiatum (R), lacunosum-moleculare (L-M) y lucidum (lu). CE, corteza entorrinal; S, 
subiculum; GD, giro dentado; CAi y CA3, Cornnu de Ammon (CA) 1 y 3 respectivamente; G, capa granular; M, capa 
molecular; C, aferencias c:omisurales y de asociación; CS, colaterales de Schaffer; HSP, haz suprapiramidal del sistema de 
fibras musgosas; SEP, septum; 1, 2 y 3, primer, segundo y tercer relevo sináptico del circuito interno de la FH. 
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forn,an el sfratum orin1s. Tanto las dendritas hasales como las apicales cstún cuhíertus 1.:on 

espinas (;\mara] y Wittcr. 1989). La morfi.ilogía y topografla de las células piramidaks 

varía gradualmente a lo largo del hipocampo. Siguiendo desde la regiún del CAJ al C;\ 1. 

los cuerpos celulares Sl' hacen pequeños y las (kndritas apii.:aks brgas. mús delgadas y 

n:gularcs en su patrón de ramificación. Las células piramidales en la regíún del ( 'AJ son 

llamadas células pirarnidaks gigantes y tienen espinas dendríticas inusuales grandes y 

ramificadas en la parte proximal del árhol dendríti<.:o que dcs<le 1899. Ramón y Cuja! 

denominó excrecencias tomt:adus. Estas espinas rnnstítuyt:n lus cspcciali1acinnes 

postsinápticus asociadas con las expansiones sinúpticas giganks dt: las fihras musgo ... as 

(Ramón y CajaL 1 X99; I.orcnk <le :-,.;ú, 1934; Amara! y Witter. 1989: Brown y Za<lor. 191)0) 

(Figura 3). 

Las nt:uronas principales del (iD son las células granulurcs ( Figura 4 ). cuyos somas 

son pequeños ( 1 O µm de diúmetro en prnmedio). Cada célula granulur <la lugar a una o 

diversas dendritas, de 1-2 µm de diámetro. que se ramifican extensamente y cstún t:uhie11as 

con espinas. Los axones de las células granulart:s forman el sistema de fihras musgosas. 

este integra la proyección principal de las c0lulas granulares hacia las células piramidulcs 

localizadas en el stra/1111 Íllcid11111 dt:I CA3. y rt:prescntan la \ ía principal aferente Je tipu 

cxcitatoria intrínseca que conecta el CiD con el propio hipocampo (An<lcrsen y col.. 197 l ). 

El plexo de FM lo integran axones finos no mieliniza<los con hotnnes tenninaks gigantes 

(Haug, 1967: Blaekstad y Kjaerheim. 1961 ). 4ue contienen ni\'eles altos de cinc (Haug. 

1967; Fredcricksun y Danscher. 1990). Vistos con la técnica argéntica de (iolgi semejan 

piezas individuales de musgo. por lo que Caja! los llamo "fibras musgosas" ( Ramún y 

Caja]. 1899). La única salida del GD es hacia la n:gión CAJ por vía de los axones de las 

fihras musgosas. Confi.mnc dios corren h;icia la región CA3, estos axont:s dan lugar a un 

promedio de siete coiaterales primarias (Claihorne y col.. 1986). las cuales se dividen en 

ramas secundarias y terciarias. Estos axones colaterales cstún confinados a la regíún hiliar. 

La distribución de las expansiones sinápticas colaterales cn el hilio. se evidencia usando la 

tinción <le Timm. la cual es selectiva para axom:s y terminales cnn altt1 cnntcnido en cine. 

Esta técnica tamhién muestra la distrihución de las expansiones sinúpticus de las fihras 

musgosas en cl strat11111 /11cid11111 de la rcgiún dcl CA3 ( Figura 2 }. 
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Figura 3. Imágenes capturadas de un corte frontal del CA3 de la FH. En A, una 
imagen panorámica (3.2x) donde se observan 2 células piramidales. LM, stratum 
lacunosum-moleculare; P, stratum piramidale; Ju, stratum lucidum; FM fibras 
musgosas. La barra de escala equivale a 200 µm. B, Mayor aumento (400x) de una 
neurona piramidal. Note las espinas especializadas o excrecencias torneadas (E) en 
la parte proximal de la dendrita principal (D). FM, fibras musgosas en el stratum 
lucidum formando el haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas. S, soma 
neuronal; AET, área de excrecencias torneadas. La barra de calibración en cada 
figura equivale a 50 µm. (Modificado de Díaz-Cintra y col., I 994). 



Figura 4. Fotomicrografia de una célula granular del borde dorsal del giro dentado. 
Note que de la base del soma neuronal (s), emergen los axones (a) que se ramifican 
profusamente en la región hiliar (h) para formar el sistema de ñbras musgosas (FM). 
D, dendritas; M, capa molecular; G, capa granular. lOx. 



En la rata existe un estimado de 1.000,000 de células granularL''- dcntmlas (C1aar:-.kjacr. 

1978: Boss y col.. 1985). J.:Hl,000 células piramidaks tkl CAJ y 420.000 cl'lulas 

piramidales del CA 1 ( Boss y col., 1987 ). El nún1l'ro <le intcmcuronas intrínsecas no se 

cornH:c. aunque prohahlcmcnte éstas sean menos 4ue las células principales. Cadu neurona 

piramidal del CA.3 tiene en promedio 80 afcrern:ias sinúpticas de lm, tihra-. mu-.gtlsas. 

loculi1adas principalmente suhrc la dendrita apil.:al proximal en el stra/11111 !11cid11111. l ·na 

célula tipiea del C;\3 puede recihir t;mtus como 4.500 afcn:ncius sinápticas <le la vía 

perforan te sDhrc la parte distal de las dendritas apicules y 7. 700 rL'curn:nks <le ntras 

neuronas piramidales del CA.3. 1\/o se dispone de estimaciones exactas dcl número de 

afcrcncias comisuralcs y de asodaciún a las regiones C A.3 y CA 1 ( Brown y /ador. [ tJ 1)0). 

\'ÍAS DE ENTRADA A LA FOR~IACIÓN HIPOCt\.\lPICA 

El hipocampo se encuentra dcntro de la clase di: cortL'/a tk asociw.:iún supramodal 

debido a que su principal entrada cortical cmergi:, ya sea de la 1.:011eza de uso1.:iuci<m 

polirnodal, o de otras áreas de asoóación suprarnodul por lo quc es considerado al~unas 

vcccs corno el árca de asociat.:iún supramodal más 1.:ompleja (Swanson. l 9K3 ). 

pui1it.:ulanrn:ntc debido n que recibe e inti:gra infomrnciún de todas las modalidades 

sensoria les. La i.:011i:1a entorrinal pro\ ce la entrn<la principal sensorial :.d hipocampo. C i D y 

suhiculum a través de las tihrus del afrc11s y vía perforante. La coi1C/a cntorrinal ri:1.:ihi: 

entrnd.:1 de mw:has otras regiones del cerehro como las i.:orte1as (k asociacil111. corte/a 

nlfotoria. diversos núcleos talámicos, el c!as/rnm y la amígdala (Rnmn y Zador, !990). 

t :na segunda entrada se origina en los núcleos scptal y d1: la hantla diagonul. r.-.tu 

entra al hipocampo por cuatro rutas: la fimbria, el fómix dorsal, la estría supracallosa y el 

complejo amigdaloidi.:o. Las ti:nninacioni:s se distribuyen u través del hipui.:ampu. pi.:ro 

prefcrentcmentL' i.:n las regiones di•) CA3 y dd (iD. L'.w.1 Lerccra 1.:ntrada considerable l'stú 

integrada por las fihras comisuralcs dcsdi: i:I hipoi.:uinpo cnntralatcral lm, cualc-. entran L'll lu 

fimbria y dcspués se conectan cn el fomix. En la rata, arnhus regiones C 'AJ y CA 1 rccihrn 

proyen:iones significativas. organizadas de manera topográfica <lcsd1: lu rcgiún C'll!ltralatt.:ral 

C A3 en adiciún a la entrada ipsilatcral. De manera similar el tercio interno de la cupa 

molecular <le! GD, rccihc una gran entrada organi1ada topogr{1ticamL·ntc dcsdc el hilio 
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contrulatcral en adil'iún a la proyección desde el hilus ipsilatcrnl (Swunsun y i.:ol.. l 1J7X). Li 

rcgiún del CA3 no pniyccta al ( iD ipsilatLTal o cnntnilateral ( Laurhl'rg y Suri.:n ... i.:n. 1 (JS l ). 

Diversos núdcos del tallo cerchral proyL'Ctan al hipocampo. incluvcndo unJ 

impo11antc proyecéiún noradrcnérgica desde el locus cocrnlcus y una cntradu 

serutoninérgica desde el núcleo dorsal del ru/c. Tamhién existen e\ idcncias tk una entrada 

dopaminérgica. originadu 1.;11 el án:u tcgmcntal. La proyección hipotalámica cmcrgL' dl' un 

grupo <ll' células ccrcunas a los l'UL'rpos mamil,m.:s. Esta pasa en parte a tn.1\ és de la limhria 

y L'n pai1c a través de una ruta \Clltral para tcnninur en la capa molecular del CiD y L'n lus 

n:gioncs CA2 y CA3. Fl núcleo talámico anti.:rior proyedu al .rnhirn/11111 prúxirnu ( Brown y 

Zador, 1990). 

CIR(TITERIA HIPOC\'.\IPICA 

Las conexiones hásicas tk la FH fueron dcti.:m1inadas desde lns estudios dásicos de 

Rarnón y Caja! ( l X99) y Lorrntc de 7\ú ( 1934 ). La organi/aciún funcional del hipocampo 

tradicionalmente SL' ha (kscrito en tL-rminos del circuito trisinúptico ( An<lcrscn y col.. ! t)7 J ). 

Aún cuando esta vieja visiún es útil pc<lagógicamcnte para introducirse al estudio del 

hipocampo. la orguni/ación sináptic.,i hipocúmpica es más t:omplicada. ,\ continuación st: 

descrihirá L') clásico circuito trisináptirn y después otros circuitos locales del flujo tk 

infonnaciún a través del hipocampo. 

CIRCl'.ITO TRISl;\;t\PTICO HIPOC,\VIPICO 

l .a secuencia trisináptíca es como sigue: las tihras de la vía pt:rti..irante emergen tk las 

células estrelladas y pirmnidules en las capas 11 y lll dt: b t:orteza cntorrinul mL·dial y lateral 

(Stcward, l 976), pasan a tra,és del complejo suhicular y de la tisuru hipocúmpica, entran ul 

(1D y terminan i.:n los <los tercios cxtl'rm,s de la ..:apa 111ukcuiar. ~:n este lugar forman 

sinapsis excitatnrias sohrc las espinas dendríticas de las células granulan:s n1nstituycndo así 

el primer rek\n sinúptico i.;n la entrada de ínfimnaciún al tricircuito. Las ú·lulas granulares 

del GD envían sus axones (tlhras musgosas) a la regiún hiliar del CiD. después akan/an el 

strntum htcid11111 <le la ri.;giún CA3. En esta región las expansiones sinápticas de lus tihras 

musgosas tcm1inan sohrc las excreccncias torneadas localizadas en la partc pruximal de IJs 
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dcndritas de las l'.é]ulas piramidaks del CA3 con las que fi.mnan sinapsis <'11 ///lssm1r. L'l 

segundo n:kvo sináptieo del tricirl'.uito (sinapsis asimdricas F\1-Ct\3). !.as neuronas 

pirmnidaks de la región CA3 i:mían sus axones fuera del hipocampo a través de la fünhriu. 

Cada :non envía una colateral mielini1ada (l..'.n!uterulcs de Schatkr) hacia b regiún ( '.\ 1. En 

los sfl'llla rwliu1w11 _1· oric11s. las colaterales de Schaffer fonnan sinapsis e11 pas,·u11r s(lhrc 

las dendritas apil..'.alcs de las ncuronus pirnmidaks del C' i\ 1 intl..'.grandu usi cl tern:r rclc,o 

del circuito trisinúptico hipodunpiw (Figura~). 

La región hipocámpica contiene sistemas de proyecciún que conectan a una de las 

principales efcrencius hipocámpicas, n:gn:san<lo así a su principal afcrencia sensorial. 

Axones de las neuronas piramidales del C'/\ 1 proyectan a las nL·uronas pirnmiduks del 

cnmplejn subicular y a la parte profunda de la c<1rteza enturrinul. Lxish: una proyecciún 

principal desde el s11hic11/w11 u las capas prnlimdas (V y VI) de la cortc;u entorrinal. Las 

capas profundas Je la corte;a cntorrinal proyectan a sus capas supcrticialcs (l l y 111) 

(Kühlcr. llJX6) y estas últimas dan lugar a las fihras de la vía pcrforante. /\sí. la entrada de 

la vía pcrforantc a las células granulares originadas en la corte,ra cntnrrínal, y la salida 

desde el CA 1 es en gran parte a la misma úrea. tanto por \ ía dircl..'.ta como suhicti!ar. !.as 

conexiones de la región hipocámpica así pan.·ccn estar organizadas en un i.:in.:uitn ccm1do 

que pcm1itc el flujo unidireccional de infónna1.:ión. Adcmús, cada regiún proyeda no súlu a 

la siguiente región dentro de la secuencia. sino tmnhién a una o dos después. 1 .u L'Xcepeíón 

es el GD. el cual no envía proyecciones mús allú de la rcgiún CAJ. 

En adición a su gran proyccciún al CiD. la corteza cntorrínal tamhién conecta con las 

regiones CA3 y CA l en d sfrnt11111 luc1111os11111-1110/cc1tlurc. Igualmente. la regiún C'A3 

proyecta no súlo a la región CA 1 sino tamhién al suhirn/11111. En la misma fnm1a. la rcgiún 

CA I envía fihras tanto al suhic11/w11 como a la 1.:nrtC/U entorrinal. El ri:sultado es una serie 

de proyecciones escalonadas fonrnmdo circuitns ,¡_1hn:pu::stns y 11u pn:cisamente un circuito 

simple. 

Hastll ahora súln se han enfatizado las conexiones sinápticas entre regiones de la FH. 

Sin cmhargo. existen tamhién interacciones sinúpticas relativamente compkjm, dentro de 

cada rcgiún. Estos circuitos locales l..'.onsistcn por lo menos Je una neurona principal y una 

célula en cesta inhibitoria asociada. pL·ro puL·de tamhién incluir sinapsis L'xcitatorius 
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nx:urrcntcs. F.l sistema de excitación n:cum:ntc es poderoso en la n.:gil'in CA) (.lohnston y 

Bruwn. 1981: Miles y Wong. 19Xú). y cst[1 fonnadu por axones colaleruks <le las m·urnnas 

piramidales que proyectan de vudtu hacia sus vecinas. Las neuronas pirumi<luks de la 

regíún CA3 tamhién reciben gran inhíhición sináptica (Miles y Wong. 1984. 1987: C.riffith 

y l'.oL 198(1 ). Estimal'.ioncs basadas en rcgistrns pan:ados en n:hanadas Je cerebro 

transversales sugieren que l'.ada célula piramidal está ínervada por más de 15 intcrncuronas 

inhibitorias ('.\1iks y Wung, 1987). Las l'.onexioncs inhibitorias emergen del pk\u Lk 

células en ccstu del C,D y se extienden longitudinalmente (Struhlc y col.. 1978). 

Así. el patrún de conexiones aferentes y eferentes Je las distintas regiones de la FI !, 

sugieren que la región CA3 es el principal intcgrador de la FH (Swanson y Cowun. 1977). 

EstL' es el intermediario entre la entrndu dc ínfonnación al GD y la salida del hipncampo 

L'Omo un todo. reL'ibien<ln el haz dL' pniyecl'.iones dentadas y cmian<lu impo11untL's tradns 

tanto lornlmcntc. como u otras árcus del een:bro. 

NEVROTRANSi\lISORES 

El ácido gammu-aminobutírico (GABA) es el principal transmisor liberado por las 

intemeuronas inhihitorias snhrc el soma y las dendritas de las neuronas piramidulcs y 

granulares. La acción del GAHA depende de la clase de receptor postsinúptico al cual se 

une. Dos subtipos de rcccptnr a CiARA sL' distinguen en el hipol'.ampo. el suhtipo Ci.\BA, 

está acoplado a una conduL'tancia nípilla de cloro. en tanto que el suhtipo C1ABl\ 1 c-.;tú 

m:nplado a una conductatKÍa lenta de potasio. Fl GABA, se encumtra en el soma y el 

GARAu sobre las dendritas de las neuronas del hipocampo (Jani&rn y Schwart1krnin. 

J lJXX). El GARA puede interactuar con otros neurotransmisores o sustanl'.ius 

ncummoduladoras en el hipocampo. El glutamato aumenta lu respuesta del rcl'.eptor 

CiABA \ (Stl'lzcr y Wong 1989) y ln ,erotnnina y el ri:ccptor a l1A[jA 11 pu1.:<len inh:ractuar 

víu canales de potasio que están al'.oplados por lu misma proteína G (An<lrade y col., 1986). 

La acctikolína (ACh) está distrihuida en el hipocampo. donrk ejerce diversos di:ctos 

neuromoduladnrcs. La mayoría de las entradas eolinérgicas a las células piramidales están 

en \a cupa infrapiramidal y en menor extensión en la capa suprupiramidaL un tantu distules 

al !iOma ( Stom1-\lathiscn. 1977 ). La entrada colinágica al hipocampo s1.: ongma ,.:n el 



núdco scptal medial y en la banda diagonal. aunque solo el 50° u de las tihras desde estas 

regiones son colim:rgieas. Se ha sugerido que la ACh puede tener un ctcctn inhibitorio 

pn:sináptico sobre la transmisión cxdtatoria ( Rovira y col.. 1983 ). La prnycc.:ciún 

noradrcnérgica (!\:E) al hipocampo proviene desde el locus cocrnlcus (Storm-\1athiscn. 

1977). Esta entrada es más densa en el hilio del GD y en el slra/11111 !ucidum de la rcgiún 

CA3 y menos densa en el strarwn radiatum de la región C' A 1 ( :vtoorc y Bloom. 1979: I .oy 

y col.. 1980}. 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el hipocampo y sus 

receptores pueden ser ionotrópicos o metabotrópicos. La familia de los reccpton:s 

ionotrópicos está fonnada por tres tipos que responden a los agonistas: 1) ácido propiúnico 

a-amino-J-hidroxi-5-mctil-4-isoxasol (AMPA). 2) kainato y 3) '.\-mctil-D-aspartato 

(NMDA). Aunque las secuencias primarias de los nxeptorcs AMPA y kainato son distintas. 

entre ellos existen similitudes fannacolúgicas que generan confusiones, por lo que en 

ocasiones se mencíonan como AMPA/kainato. Este tipo receptor puede ser bloqueado por 

6-cyano-7-nitrnquinoxalina-2,3-diona (C!\:QX). ~ientras que el receptor NMDA es 

bloqueado selectivamente por la droga 2-amino-5-fi..)sfonovakrato (APV) y por la ~K801. 

El receptor quiscualato B es de tipo metabotrópico y activa un sistema de segundos 

mensajeros unido a fosfatidilinositol (revisado en Femándcz y col., 1998; Kandcl y col.. 

1991 ). 

Otros ncurutransrnisorcs excitadores presentes en el hipocampo, específicamente en 

las tcnninalcs de las fibras musgosas son los diferentes péptidos opioides. Así, se ha 

documentado que existen diversos péptidos opioidcs derivados de pro-dinorfina como la 

dinorfina A (Tcrrian y col.. 1990) y la dinorfina B (McGinty y col., 1983; Hntfo1an y 

Zamir. 1984; Tcrrian y col., 1990). Además de péptidos derivados de la pro-cnccfolina 

como la lcu-encefalina (~cGinty y col., 19XJ: Der1ick y coi.. 1991, 1992). Los rcc.:cptorcs a 

opioides: mu, delta y kapa también están presentes en el hipm:ampo. Los péptidos opioidcs 

derivados de prn-cncefalina son selectivos principalmente para el receptor delta, aunque 

también tienen afinidad para los receptores mu. 1 os péptidos opioidcs derivados de pro

dinorfina se unen princ.:ipalmentc al receptor kapa. aunque la dinorfina produce efectos 
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cxcitatorios en el hipocampo que son mediados por receptores mu (Revisado en Kandd y 

col.. 199 l; Derrick y col.. 1992 ). 

CARACTERÍSTICAS ULTRAESTRUCTURALES DE LAS SINAPSIS 

ASl:\ltTRICAS ENTRE FIBRAS MUSGOSAS Y EXCRECENCIAS TORNEADAS 

DE LAS CÉLl:I,AS PIRAMIDALES DEL CA3 (FM-CA.3) 

Los axones amiclínicos de las células granulares del GD. tienen un <liámctro 

promedio de 0.2 µm y tienden a correr en fascículos que prome<lian 1 µm en <liámctro 

(Blackstad y Kjaerhcim, 1961; Amara! y Dcnt. 198 l; Claibomc y col.. l 986). A intervalos 

de 140 µm, los axones de las fibras musgosas dan lugar a grandes expansiones sinápticas 

penetradas por diversas cabezas de excrecencias torneadas (las espinas especializadas de las 

células piramidales del C' A3) con las cuales establecen conexiones sinápticas. Estas 

especializaciones postsinápticas o excrecencias tomedas son también de gran tamaño (hasta 

5 micrómetros de diámetro), por esta razún y debido a las característica!-. morfi)!úgicas 

típicas tanto de la especialización pre y postsináptica, que más adelante se detallarán. estas 

sinapsis se reconocen inequívocamente a nivel <le microscopía electrónica (Figura 5). 

Cuando se observan micrografías electrónicas del stratum-luddum, inmediatamente 

arriba del pericarion, se ohservan haces de axones finos. Estos contienen túbulos de 170-

200 A en diámetro. El número de túhulos en un corte transversal de un axón es de 3-12 y 

generalmente corren paralelos a éste. Otros componentes observados en las porciones finas 

de las fibras musgosas comprenden filamentos finos y ocasionalmente vesículas pequeñas. 

Estas últímas son escasas y tienen un diámetro de 60 A o menos, algunas veces arriha de 90 

A. Dentro de los haces, las fibras musgosas están en contacto directo unas con otras. 

Espacios extracclularcs estrechos se observan, anchos en algunos lugares. Pueden existir 

contactos cnn procesos gliah.:~ principaimcntc en la periferia de los haces de tihras 

musgosas. También fibras musgosas simples u en haces pueden estar en contacto con otras 

estructuras p. e. fihras miel in izadas, eje de las dendritas y tcnninalcs axónicas ( Figurn 5 ). 

De acuerdo a los estudios de Blackstad y Kjacrhcim ( 1961 ), Laatsch y Cowan ( 1966) 

y Amaral y Dent ( 1981 ), los botones tenninalcs de las fibras musgosas en micrografías 

electrónicas de animales adultos. aparecen como grandes expansiones sinúpticas (Figura 5). 
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Figura 5. Micrografia electrónica del stratum lucidum del campo CA3 de la formación hipocámpica (6300x) donde se 
pueden identificar fácilmente los elementos tisulares típicos de esta región. En la parte superior izquierda se observan haces 
o fascículos de fibras musgosas (HFM) cortados transversalmente. FM, indica una expansión o terminal de una fibra 
musgosa llena de vesículas sinápticas. E, seflala una espina especializada o excrecencia torneada de una neurona piramidal 
del campo CA3. Nótese como esta excrecencia torneada emerge vía un delgado tallo o cuello de una dendrita (DE) y como 
se divide en dos cabezas que establecen contactos sinápticos asimétricos con la terminal de una fibra musgosa a la cual 
penetran (sinapsis asimétricas FM-CA3). Esta terminal axónica también aparece penetrada por otras cabezas de espinas con 
las que también establece contactos. La flecha negra indica una sinapsis de tipo asimétrico y el contorno de flecha una 
sinapsis de tipo simétrico entre una terminal de una fibra musgosa y una dendrita. También se pueden apreciar varias 
mitocondrias ( cabezas de flecha) dentro de las terminales axónicas y dendritas. La barra de calibración equivale a 1 µm. 
AM, axones mielinizaclos. 





FI tamaño de estos perfiles es vatiahle, los más grandes tienen un eje longitudinal de 5 

micras o más. El área promedio de estos perfiles es de 1 1 µm · y el perímetro promedio es 

de 20 µm. Estos botones gigantes están llenos de vesículas de diversos tipos. En algunas 

regiones con b'fan cantidad de vesículas claras pequeñas que miden de 35-45 nm 

empaquetadas densamente. existen pocas vcsiculas con centro denso que presentan un 

tamaño promedio de 60- 140 nm. en menor frecuencia se observan vesículas claras y 

grandes. las cuales \·arían en támaño entre un rango de 60-200 nm (Amara! y Dent. l 9X 1: 

Claibome y col.. 1986). Existen de 6-12 mitoeondrias visibles en un corte a través de una 

expansión madura y éstas se encuentran en grupo y alineadas a lo largo de la superficie de 

la expansión. adyacente al eje de la dendrita. Existen algunos túbulos del rcticulo 

endoplásmico liso. Ocasionalmente se observan microtúbulos y ncurofilmnentos (Amara! y 

Dent. 1981 ) ( Figura 6 ). 

Las expansiones axónicas tienen dos tipos de uniones; una que se caracteriza por 

densidades si1m;tticas. las cuales no se asocian comunmentc a una colección de vesículas y 

casi siempre se les encuentra entre la expansión axóniea y el eje principal de una dendrita 

apical. Existen de 4-6 de estos contactos por expansión y su promedio en longitud es de 

0.17 µm. El segundo tipo de unión tiene características típicas de una sinapsis asimétrica o 

de tipo l. lo cual significa que estas uniones tienen densidades asimétricas. contienen 

grandes vesículas redondas y se localizan entre la expansión y las espinas ramificadas 

profusamente (excrecencias torneadas) sobre la dendrita proximal de la célula piramidal. 

Estas sinapsis están asociadas con grupos de vesículas claras y un número pequeño de 

vesículas con núcleo denso, el ancho de la hendidura para estas uniones es de 22 nm. 

Existen de 5-8 de estas uniones asimétricas por expansión y su longitud promedio es 

alrededor de 0.12-0.24 µ111 (Amara! y Dent. 1981: Gaarskjaer. 11)86; Chicurel y Harris. 

1992). 

El porcentaje de la superficie de la membrana celular que está ocupada por zonas de 

unión puede estar n:presentada por la tasa de la longitud comhinada de áreas de contactos y 

el perímetro de la expansión. Cuando ambos tipos de uniones se consideran juntas. esta tasa 

representa el 15% del perímetro ocupado por las 1.0nas de unión. Cuando sólo se consideran 

las uniones asimétricas la taza es el 9°,o del perímetro ocupado por estas densidades 
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Figura 6. Esquema que representa tre; estadios en la maduración de 1as tenninale:i de fibras 
musgosas/excrecencias torneadas de las céluJas piramidale:i del CA3. Fn el primer estadio (A\ las 
pequeñas expansiones de fibra.5 musgosas esablecen tanto contactes simétricos como asimétricos cm el 
~e de la dendrita. Dtspués de tm crecimiento prcoun.ciarlo y k1 acurrn ?!~ción de vcsírula5 en la ltmlinai 
axónica, 1a segunda rase (B) se inicia por el crecimiento de los "dedos dendríticos" o e:;pinas especia1izada5 
que penetran la tenninaI axónica. Durante e;te estadio las sinapsis asimétricas empiemn a asociarse con los 
procesrn dendríticos que penetran la terminal. En el estadio final las excrecencias torneadas aumentan y su 
citop1asma acumula una variedad de crganeloo incluyendo: el aparato espinal, nbooornas, retículo 
endoplámrico liso y mitocondrias. En este estadio, todas las sinapsis asimétricas se establecen con 1as 
excrecencias tcmeadas, mientras que las simétricas se mantienen cm el ttie de la dendrita (f crnado de 
Amara1 y Dent, 1981 ). D, ~ FM, terminal de una fibra musgosa, E, excrecencia torneada, la flecha 
señala una sinaµiis simétrica y el contorno de flecha, una sinapsis asimétrica. 



sinápticas. Las uniones axo-axónicas son muy raras en esta zona. La presern.:ia de espinas 

invaginadas es una característica primaria de la expansión madura (Figura 4). Existen de 3-

5 espinas dendríticas invaginadas por expansión en animales adultos, udcmás su desamilln 

ocurre con la edad así. en animales de 14 días súlo se ohscrva una espina por expansión y 

antes de los 9 días casi no se ohscrvan (Amara\ y Dent. 1981) (Figura 6). 

Las vesículas sinápticas contienen además de glutamato (Stonn-Mathisen y l'.ol.. 

1983: Tcrriun y col. 1988, I 990), diferentes péptidos opioidcs <lcrirndos de pro-dinorfina 

(McGinty y col., 1983; Hoftinan y Zamir. 1984; Tcrrian y col.. 1990) y de pro-cncefalina 

(;VkGinty y col., 1983; Derrick y col., 1991, 1992), ATP (Terrian y col., 1989). (iABA 

(Sandlcr y Smith, 1991) y altas concentraciones de cinc (Haug. 1967: Danschcr y col.. 

1976; Frcdcrickson y Danschcr, 1990). 

Al igual que las expansiones sinápticas, las excrccenc1as torneadas tienen una 

estructura tridimensional complicada. Diversos reportes indican que las espinas emergen de 

la dendrita como un tallo o cuello acortado que puede ser muy delgado y medir 0.15 µm, 

aunque puede variar en grosor con un promedio de 0.5 µm. Cada tallo da lugar a dos o más 

lóbulos o ramas secundarias que se extienden en cabezas bulbosas y de fonna ÍITegular, las 

cuales en su extensión mayor miden 0.5-1.2 µm de ancho. La longitud de estos complejos 

de espinas puede extenderse hasta 2.8 µm de su dendrita principal y la distancia entre las 

excrecencias varía en un rango de 1-3 µm, aunque tamhién extensiones considerah les de las 

dendritas se ohscrvan desprovistas de excrecencias torneadas. Las partes ramificadas 

externas de excrecencias vecinas pueden estar en L:ontaeto unas con otras aún. y cuando sus 

tallos o cuellos estén separados, la mayoría de las cabezas tienen una densidad sináptica. 

Dentro de la cabeza de la espina se observa una varü:dad de organelos que incluyen: el 

aparato espinal. cuerpos multivesiculares, vesículas con núcleo denso de tamaño variahlc en 

u11 1a11go ue 70-i 20 nm, mitoeondnas de varios tamaños y fon11as. cisternas aisladas de 

retículo cndoplásmico liso. retículo endoplásmico rugoso, microtúhulos que se extienden 

desde la dendrita hasta las partes ramificadas de algunas espinas con más de cuatro cahe1as 

y algunos polirrihosomas. El número de cabezas por espina varía en un rango de I a 16 con 

un promedio de 7 .:_ 4 cabezas. Cada espina tiene varias densidades postsinápticas las i.:uales 

están en contacto ya sea con una o con varias expansiones de fibras musgosas (Amara] y 
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Dent. 1981; Blackstad y Kjaerheim. 1961: Chicurel y Harris. l 99~): en general, las espinas 

ramificadas hacen sinapsis con un solo hotón. pocas estahlccen conexiones sinápticas con 

más de un hotón. Como otras sinapsis excitatorias de la FI l. las sinapsis F\1-CA3 

despliegan potenciación a largo plazo. 

POTENCIACIÓN A LARGO PLAZO 

La potenciación a largo plazo (LTI') es un incremento persistente en la eficacia 

sináptica después de la cstimulación repetitiva de una pohlación sináptica. que puede durar 

horas, dias. o mús ( Bliss y Lomo. 1973: Bliss y Ciardner-Medwin. 1973 ). !.a l.TP es uno de 

los pocos candidatos para explicar los mecanismos sinápticos que suhyaccn al aprendizaje y 

memoria en los mamíferos. Esta fonna de plasticidad ha sido estudiada en las afcrencias 

sinápticas desde las fibras musgosas a la región CA3. en las sinapsis entre el patrón 

perforantc y las células granulares del GD y en la entrada sináptica de las colaterales de 

Schaffcr a la región CAi. Existen diferencias en los mecanismos de la LTP de los dos 

últimos sistemas sinúpticos con el primero. Por un lado. la inducción de la LTP de las fibras 

musgosas es independiente de receptores a NMDA y dependiente de la activación de 

receptores a opioidcs ( Dc1Tick y col.. 1991. 1992 ). en tanto que en las restantes vías 

sinápticas. la inducción de la LTP es dependiente de la activación de reccpton:s a ;s;MDA. 

La L TP en la sinapsis FM-C A3 es bloqueada por naloxona un antagonista de los receptores 

a opioidcs, en tanto que la LTP de las sinapsis fibras comisuralcs-C A3 no es atenuada por 

naloxona (Dcn-ick y col., 1992). La L TI' de las sinapsis F\il-CA3 esta asociada a la 

activación de los receptores mu (Den-ick y col.. 1992). Los antagonistas del receptor a 

NMDA. tales como DI.-2-amino-5-fosfonopentanoato (APS). previene la inducción del 

L TP en las sinapsis colaterales de Schaffcr. pero no en las sinapsis de las tihras musgosas 

(Han-is y Cotmnn. ! 986; Cotman y .:oul., i 988). Otra diferencia farmacológica. la 

constituyen los antagonistas del receptor hcta noradrcnérgico que bloquean la inducción de 

la L TP en el sistema de fihras musgosas mientras que éstos parecen tener poco efecto sohre 

la LTP en el sistema de los colaterales de Schaffcr (llopkins y Johnston. 1988). 
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EL RITMO THETA 

En la rata. el ritmo theta es un patrón de adividad eléctrica de 5-12 Hz generado en la 

región hipocámpicu que coexiste con ciertos estados conductualcs r.:n el animal en lihrc 

mo\'imiento. i\te es más pronunciado cuando el animal está alerta e interesado en su mcdín 

ambiente y disminuye a medida que el estimulo se repite (Vanderwolf y col.. 1975; 

Vinogradova 1995). Se ha propuesto que el ritmo thcta sea el reflejo de la "entrada" de 

infonnaciún a trmés del circuito hipneámpico (Winson y Ahzug. 1978). o bien un proceso 

que sir\'c para "cuantificar" (Yanderwolf y col., 1 l)75) o .. hacer discreto" el tiempo con 

respecto al paso de infonnaeiún a través del circuito. Se ha sugerido que el ritmo thcta 

tiene una doble fünción en el procesamiento de la información: por un lado facilita y 

prolonga la m . .:ción del estímulo que entra al hipocampo de manera concomitante con el 

disparo del ritmo thcta y. por otro, impide la entrada de señales que aparecen durante el 

disparo de la salida de thcta en un evento previo. eliminando la interferencia durante el 

procesamiento y registro de la infonnación. Así, el ritmo thcta se propone como el 

mecanismo de atcncíón selectiva, un prcrrequísito para la fonnación de la memoria 

(Vinogradova. 1995 ). Por otra parte, su acti\'idad se considera como un modelo de actividad 

rítmica lenta, pero sus bases celulares se conocen parcialmente. Este ritmo tiene una 

amplitud máxima en los strata orirns de la región del CA I y molcculare del GD (\Vinson, 

1976). Los mecanismos sinápticos que delinean la acti\'idad theta parecen incluir 

influencias colinérgicas desde la vía septohipoeampal (Vertes, 1982: Vinogrado\'a 1995). 

FUNCIÓS DEL l-llPOCA!\'IPO 

Diversos estudios apoyan la participación del hipocampo en ciertos tipos de 

aprendizaje y me1m1ría. Ello deriva de c:-.lu<lios i11 vivo que comhinan lesiones y 

clectrofisiología con modificaciones conductuales. Basados en tales investigaciones. se ha 

propuesto que el hipocampo y estructuras relacionadas en roedores participan en la 

'"memoria de trahajo" (Olton y col., 1978; Olton, 1989), en la "memoria espacial" o 

"memoria contextual" (Bames. l 988; Hirsch. 1980; Speakman y O'Kccfc. 1989), así como 

en la conducta de rastreo olfatorio (Swanson 1983 ). 
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En humanos. las lesiones en el hipocampo producen alteracillncs en la mc1m,ria 

episódica o conocimicntll declarativo (memoria de gente. lugares. cosas y cn:ntos) (S4uirc. 

1992). Se ha documentado tamhién que el hipocampo participa en d reconocimiento de 

palahras (Heit y col.. 1988) y caras (Rolls. 1996). 

En roedores se hu demostrado una asociación entre el tamaño de los campo, 

tc1111inalcs y el desarrollo cnnductual de animales. cuando se han somctidll prc,iamcntc a 

pruchas de laberinto, de agua y radiales, asi como a pruebas de habitum:ión en campll 

ahicrto (Crusio y Schwcglcr. 1987; Crusio y col., 1987). 

Estas modalidades conductualcs no son mutuamente excluyente,. ya que la circuitería 

hipocúmpica se integra prohablcmcnte cumo rnnsecw:ncia de una \ aricdad de conducta, 

adaptativas. 

MALNLTRICIÓN 

El desarrollo adecuado de todos los organismos vivos depende de la interacción 

equilibrada de éstos con su medio ambiente tanto externo como interno. De la misma fonna 

el desarrollo del sistema nervioso, depende de la interacción de éste con faL"tores 

intrínsecos, regulados por un programa genético y factores extrínsecos ambientales o 

epi genéticos (Cintra y Día/-Cintra, 1985 ). Entre los factores extrínsecos ambi<:ntalcs. la 

privación nutricional o la nutrición inadecuada pcrinatal es uno de los factores ambientales 

más severos 4uc afecta a una gran cantidad de poblaciones en el mundo y cuyas causas son 

diversas y complejas. 

De acuerdo a la definición de la FAO, la desnutrición o subnutrición se produce 

cuando se ingiere menos energía dietética de la necesaria para tener un cuerpo sano y llevar 

una vida activa y saludable. así la desnutrición es un ténnino cuantitativo y significa que 

una persona n1_, con1c lo suficiente. \1alnutt iciún o 111aia nutnc1ún es un ténnino cualltuti, u 

que significa que la dicta de una persona carece de las cantidad.:s necesarias de elementos 

esenciales para el crecimiento, tales como prntdnas, vitaminas y sales (Organi/.ación de las 

;s;acioncs l:nidas, 1985). 

En la última encuesta nacional de alimcntaciún y nutrición en el medio rural (F'\AL 

J 996). llevada a cabo por el Instituto '\acional de la '\utrición "Sah·adllr Zuhirún" ( l:\'\SZ) 



(Avila y coL 199(!). se repm1ó que la distrihución porcentual de la prevalencia de la 

desnutrición por entidad fcdcrativa de la pohlación menor de 5 años de a1.:ucnlo con el 

indicador peso paru la edad fue dd 42.7°0. La frmna leve de <lcsnutriá'm at'ccto d 25.1Jllo 

de los níños la moderuda al 12.7°n y la fnnna sc\'era al 4.2°a. Ik acuerdo a la clasificw.:iún 

de Góme1 (revisado en A\'ila y col.. 19%). que toma en cuenta el peso en relaci1'm a la 

edad, la prevalencia di: la dL·snutrición a nivel nacional es del 46.4° ;1: di: éste. el 36.1 ° n i:s de 

primer grado. el 9.0ºo es de segundo y el 1 Y 110 com:sponde al grado tres. En una 

comparación con las encuestas anteriores de la serie ENAL. resultu sorprendente Ju 

similitud de la prevalencia estimada en las cuatro encuestas. Durante el periodo 1974 a 

l 996 la prevakncia de desnutrición se uhica en el soc\o: 1u len, alredcdor del 30° o v la 

moderada y se, erJ en torno al 20° n. 

La encuesta urbana de alimentación y nutrición en la zona metropolitana de la ciudad 

de México (ENURBAL) llevada a caho por el l'\J~SZ (Avila y col.. 1995), se crn.::ucstú a 

1,093 niños menores de 5 años. El 70°0 de la pohlación se cni.:ontrú dentro del rango de 

nomialidad del peso para la talla, 13.6% pn.:scntó sobrepeso y únicamente el l 6°'o mostró 

alguna dcticiencia, el 6. 1 ° o en grado moderado o severo. La desnutriciún modernda y 

severa fue mayor durante el primer año de vida en los estratos económicos infcriorcs, de 

fü.:ucrdo a i:sta encucstu la desnutrición moderada y severa afecta a uno de cada 20 de estos 

niños. En comparación con la prevalencia de desnutrición ohscrvada en el medio rural 

pohrc del país. la desnutrición urbana es relativamente baja. sin embargo. en magnitud 

representa alrededor de 70 mil niños afectados por la desnutriciún, cifra superior a la de los 

niños desnutridos de cualt¡uier entidad. 

El prohlema de la desnutrición no sólo afecta a los países cn desarrollo donde lu 

incidencia es alta, sino tamhién a los países desarrollados t::omo los Estados l; nidos donde 

el l 2~ a de los niño~; sufren dL.: de:-.i-1ut1 i~iún. 

Los estudios en seres humanos privados de algunos nutrimentos durante el 1..ksamlllo 

perinatal. muestran numerosas alteraciones en la estructura y funciún cerebral. Las 

ohscrvacinncs se refieren a cic11as deficiencias en la capacidad di: lns imli\ iJuos y que estas 

capacidades no se rernpcran aún después de la rchahilitación nutrieional postnatal (C'ravioto 

y Arríeta. 198.5 ). 



Los estudios en animales de lahoratorio han contrihuido a Ju intcrpn:taciún de 

diversos trastornos del desarro1lo intelectual humano además de tratar de simular las 

i.::ondiciones tan complLjas de la dcsnutriciún a la cual cstú sometida una gran propon:iún de 

la población humana por lo que se han desarrollado diversos modelos de pri\ aciún de 

alimento que incluyen los pL·riodos críticos de desarrollo een:bral. U usu de 1111H.klos 

experimentales de desnutriciún principalmente en roedores. ha pern1itido la dl'terminaci1'in 

de ciertas alterm.:íones en el desarrollo cerebral en los mamíferos. En estos estudios es 

necesario tener en cuenta la secuencia y el momento en que se llevan a caho las foses de 

desarrollo ccn:hral. el cual varia de una especie a otra y más aún. entre las distintas 

estructuras cerehraks. por lo que el extrapolar los efectos provoea<los por la desnutrición 

sobre el S:\JC, entre distintas especies. será únicarnenh: \'álido si la cnmparaeiún se n:alita 

en animales altrícialcs cuyas etapas del desmTnllo sean c4uivalcntcs. como es el i.:aso del ser 

humano y la rata (Cintra y Día:,-Cintra. 1985 ). 

:\tAL'.\L'TRICIÓ:\ Y FOR:\IACIÓ:\' HIPOC/\MPICA 

Corno se rnern:ionú antcrionnente se conoce hien que la desnutrición y malnutrición 

alteran el desarrollo del sistema nervioso. Estudios llevados a caho en los últimos ai'tos por 

varios autores, han mostrado que la malnutrición aplicada únkamcnte en In etapa de 

gestación (usando el mismo modelo para indui.:irla empicado en el presente trahajo) pnn oL"a 

cambios condudualcs, electrofisiológicos y morfológicos en el SNC. 

Se han estudiado las ;ilteraciones conductuaks en animales 4ue fueron malnutridos en 

el periodo prenatal bajo diferentes paradi1:,,,11as de aprendizaje: en el laberinto de MntTis. 

estas ratas mostraron latencias de escape signifirnti\arnentc mayores 4uL' las ratas control 

cuando se C\'aluarnn u los 17. 1 S y 20 días de edad (Tonkiss y en!.. 1 tJ93 ). 

Tt,nkiss y en!.. ( l 1)1) 1) Lompa1 a1on animales adultos nonnalcs con malnutridos 

prenatalmentc en la ejecución de una tarea i.:on estímulos visuales en cuanto a la brillante1, 

a los patrones de orientación y de fonna, y observaron que los animales adultos malnutridos 

prenatalrnente tenían un mnyor número dc errores y latencias más largas cn cl rnso de la 

discriminai.:ión de patrones de orientación, ya 4uc no pudieron discriminar entre rayas 



hori/ontaks de \ crticales. indicando asi que la malnutricii'111 prenatal ddc-riora el 

aprendí/aje de discriminación \ isual en estlls animales. 

En pruebas de a\'crsión condicionada a un sabor. las ratas son expuestas a beber de 

una solución con un dctcm1inado sabor (solución de sacarina) y después se in~ L'clan clln 

cloruro de litio lo cual les induce um sensaci,',n templlral de cnti.·1111cdad. luego dL· ,·sk 

tratamimto se les da a escoger entre beber de la solución con sabor o beber agua y las ratas 

e\ itan la solución asociada con la entcnnedad. Cuando se c\'aluó hajo este esquema a las 

ratas control y se comparon con ratas malnutridas prenatal mente. se ohscn t', qUL' después dL· 

24 horas de la exposición. no existían diferencias entre ambos gruplls. todas las ratas 

proharon la solui:iún con !-tabor pero consu1nlcron signi ticati\ mncnk 111ús agua. C 'uandn las 

ratas fueron c,aluadas 72 horas después de la exposición. todas las ratas control mostraron 

mayor consumo de la solución con sabor. En contraste las ratas malnutridas prcnatal111cnk 

mostraron menor consumll de esta solución. Este estudio indica que las ratas adultas 

sometidas a la malnutrición proteínica en el periodo prenatal. parecen estar menos 

dispuestas o son menos capaces de moditicar ciertas respuestas aprendidas. cuando las 

comliciones de prueba cambian (Tonkiss y col.. I 993 ). 

En la prueba de alternancia cspac:ial en un laberinto en r con recompensa ali1m:nticia. 

se obscn ú que las ratas malnutridas prcnatalmrnte muestran una resistencia mayor a la 

extinción. adrnüs de que cometen mús crnm:s que las ratas control (Tonkiss y Gallcr. 

1990). 

Se han utili/ado también paradigmas operanks como el refor/amiento Jili.:n:ncial Je 

tasas bajas de respuesta (RDB) para c,aluar !ns efectos de la malnutrición prenatal en el 

cnmpo11mniento de animales adultos. Esk es un paradigma en el cual la rata debe esperar 

un intcnalo específico entre respuestas para presionar una palanca ) en conseeucm:ia 

adquirir cl n~t(1r1a1nii:ntn (cnrnida). En (:-;ll.: tipu dc pruebas se ha nhscnado 4uc las ratas 

malnutridas prcnatalmcntc presentan una auquisiciún mús lenta de la lar..:a (Tnnkiss y col.. 

1991 ). Fn resumen. los estudios anteriores rc,·clan que la malnutricit'111 prntcinica prenatal 

en rntas adultas altera la conducta aprendida. !.os resultados caen dentro de categorías 

cspeciticas: diti.-rcncias de dcscmpcfio en tareas que rcquicn:n prm·csamicnto \ isu,11 y 

pérdida de la tkxibilidad en las cstrutcgias de respuesta cuando cambian las condicinnL·s tiL· 



prucha. Además, Almeída y wl. ( 1996) reportaron que la malnutrición prenatal reduce la 

conducta social e incn:mt.:"nta la conducta no social m ratas jl'1vcncs. 

Jurdan y t:o l. ( 1981 ). rcp011aron que ratas adultas desnutridas ( pur rcstrkciún <ld 5ou o 

de alimento) desde la última sL·manu de gestación y durante el periodo de lactancia, 

mostraron deficiencias L'n la cjcl'UL'Ílll1 L'TI el laherinto radial y tuvienm má.., cJTmes al 

visitar de manera alternada los hrazos del laherinto. Fn otro estudio. Bush y Lcath,,·ood 

( l 97 5 ). ohscrvaron que las ratas desnutridas pn:natalmcnte ( restril.:eil'in al 50°í, de ali mento) 

entrenadas en una tarea de e\ itm:iún (que induía un tono y una lu/ que anunciaba el choque 

eléctrico), lograron un menor número de evasioni:s exitosas en comparaciún con los 

contn1ks. 

Di\'ersos cxpcrimentus se han lle\ ado a caho para im estigur \ arios aspe1;tos de la 

neuroplasticidad en la FH ini.:luyendo la poteni.:iaeiún a largo phvo y el "'.,indling". ( 'un 

respecto a las investigaciones de la LTP. se ha mostrado que las ratas adultas malnutridas 

prenatalmente (anestesiadas) responden a la tetanización de la vía pcrfi.mmte con aumento 

ck la pendiente del potencial pnstsináptico excitatorio pohlacional ( PPEP) y de los 

componentes de la L'spiga pohlacional de la respuesta de campo del (iD. El aumento del 

componente de la espiga poblacional en ratas malnutridas prL·rn1ta\mcnte. sin embargo, fue 

menor que el de los controks para todos los períodos de tiempo post-poti:nciaciún 

investigados (Bron1ino y col., 1991 h). El aumento del componente PPEP en animales 

malnutridos prenatalmcntc fue significativamente menor que d de los animales control. 

además de que cayó más rápido a niveles hasaks (Austin y col.. 1986). Fn otros 

cxperiml'ntos se analizú la capacidad de desmTollo de las ratas malnutridas prcnatahm·ntc 

para mantener la LTP de la sinapsis entre el patrón perforante y las células granulares del 

GD. Los n:sultados indican que la~ ratas malnutridas prenatalmcntc muestran retardo en el 

aumento de las medicinncs de la i:spiga publaciunal a los 9U dias de edad ( Bron1ino y col.. 

] 991 a) y reducción a los 30 díus de edad (Mnrg.ane y col.. l 992). Fn conjunto estos reporte~ 

indii.:an que la malnutridún pn:natal altera la capacidad para estahlecer y mantener la 1.TP 

en animales anestesiados. Fn un estudio reciente Bronzino y col. ( 1 !)()6) do1.:umentaro11 que 

la malnutrkión prenatal daña la capacidad para establecer y mantener la LTP en animuks 

adultos con libl'rtad de movimiento. Los estudios para evaluar la respuesta nl'urnplástica y 



la función del circuito hipocúmpico utilizando el "kindling". mostraron que las ratas 

malnutridas prcnatalmente rc4uien:n estímulos de menor intensidad para evocar la actividad 

postdescarga en el GD. además de requerir más de dos veces el número de cstimulaciones 

para alcanzar las com·ulsiones motoras generalizadas indicativas dd estado de l-..indling 

(Bronzinn y col.. 1990). 

Con respecto a la relación entre el estado conductual (p. c. vigilancia) y la frecuencia 

de las ondas theta. se ha reportado que las ratas adultas controles exhiben un cambio en d 

pico de la frecuencia theta entre la actividad de vigilia. con movimientos voluntarios y el 

sueño de movimientos oculares rápidos (MOR). En contraste. las ratas del grupo 

malnutrido prenatal mente no mostraron el cambio en el pico de esta frecuencia ( :vlorgani..· y 

col., 1990). Estos resultados sugieren que la malnutrición prenatal. altera la capacidad de 

!ns animales para modificar la frecuencia del ritmo theta hipodmpico para generar los 

requerimientos de vigilancia particular o estados de atención. 

En los últimos años se han llevado a cabo diversos estudios morfológicos en cada uno 

de los tres tipos neuronales que integran el circuito trisináptico de la FH bajo condicionl'S 

de malnutrición prenatal con una dicta con 6°0 de proteína. Así, Diaz-Cintra y col. ( 1991) 

al realizar un estudio sobre el primer relevo neuronal, las células granulares del (iD, 

reportan reducción del tamaño del soma. del número de espinas y la complejidad del árbol 

dendrítico en animales de l 5, 30, 90 y 220 días de edad. Estos efectos son parecidos a los 

reportados por Cintra y col. ( 1990) al aplicar una dicta al 8°10 de caseína de manera crúnica. 

Los axones de las células granulares también se han evaluado en ratas malnutridas 

prcnatalmcntc. El área de distribución de este plexo axonal en diferentes niveles a lo largo 

de la FH, se encuentra rcduódo en animales de 15. 90 y 220 días de edad. siendo más 

evidente en la última cdau (Granados y coL 1995). 

!.ns reportes di: !ns estudio:, :,ohn; el scgunJl) 1ck:vo ncuronai. ias cclulas piramidales 

del (' A3 indican que el tamaño del soma neuronal se reduce sobre todo en animales de 220 

días de edad. La complejidad del árbol dendrítico apical se incrementú en regiones mediales 

en animales malnutridos prenatalmcnte de 220 días de edad. en tanto que la complejidad de 

las dendritas hasaks se redujo en animales experimentales de 15. JO y 220 días de edad. 

También se redujo la densidad de espinas en las cuatro edades analizadas (García-Ruiz y 
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col., l 993 ). En rutas de 220 días hajo malnutriciún hipoprotcínica crúnica. SL' uhser. ú 

redut:ciún del soma y de la complejidad de árbol dcndrítít:o apical en animales <le 220 días. 

La densidad de espinas fue menor en animales de 30, 90 y 220 días de edad ( Día/-( 'intra y 

col., 1994). 

En cuanto al tercer relevo neuronal. las células piramidales del CA l. Cintra y l'nl. 

( 1997) reportaron 4ue la malnutrición protdnica prenatal produce reducción del tamaiin dd 

soma ncuronul en animales experimentales de 220 días de edad. inrn:mento en la ,.knsidad 

de espinas en el stra/11111 radh1111m en animales de 30 días con restricción dL' proteínas. 

seguido de redm.:ción en anímales de 90 y 220 días de edad. en el strat11111 molccularc se 

observó reducción de la dl'nsidad de espinas en animales malnutridns th: 15, 30 y 220 días 

de edad. La longitud de la dendrita apical y el grosor del stra1u111 radiut11111-1110/ernlurc fue 

menor en ratas malnutridas de 30 y no postparto. 

Se han documentado también alteraciones morfrllógicas y del número de las sinapsis 

FM-C' A3. Así Andradc y col. ( 1995h). han mostrado reducción del número de este tipo de 

sinapsis en animales malnutridos crónicamente con una dicta al 8~o de caseína iniciada a los 

dos meses de edad postnatal, y, que animales n:habilitados nutricionalmentc recuperan el 

número de sinapsis F:v1-CA3. 

En conjunto estos resultados neuroanatómicos sugieren una disminución de las 

concx1oncs sináptii.:as, indicando que la accesibilidad de la infonnai.:iún pudiera estar 

limitada, y 4uc el prnccsamicnto de tal infonnación dentro del hipornmpo pucdc estar 

alterada como un resultado de la malnutrición proteínica prenatnl. FI hct:ho de 4uc las rutas 

malnutridas no cambien la frecuencia thcta entre los dos estados de vigilancia de vigilia 

activa y sueño ;V!OR, conllc,a a la noción de que la malnutrición hipoprotcínirn prenatal 

altera irreversiblemente la actividad del circuito neuronal. de tal modo que el animal no 

puede n:cihir o prrn.:.:-saí aprnpiadct111c11ic ia infonnación que llega a la fH desde las 

estructuras corticales sensoriales polimodalcs. Así, la cantidad de infon11aciún medio 

ambiental disponible a !u rata malnutrida puede estar reducida de manera significati\a. 



PLA;\TEA:\IIE:\TO DEL PROBLEMA 

Los mccumsmns morfólúgicos sináptil.:os que suhy:.u:1:11 a \lls frnúmt:nus 

cognoscitivos como el aprcndízajc y la memoria, ncuroplástÍl:ns wmo la potcnciw.:i1'm a 

largo pla,;:o y clt:ctrofisiolúgicns como el ritmo tht:ta son aún dcscnnn1;idos. Sin cmhargll. st: 

ha proput:sto que algunos dt: esto::-. procesos se dchcn en parte a modificacio11L·s dt: la 

estructura y número de la::-. conexiones sinápticas. 

La malnutril.:iún hipoprotcinica prenatal t:s un modelo cxpt:rimental que pe1111itc 

estudiar estos fcnúmcnos ya 4w: se ha <locumentado que produce alteraciones en la 

capacidad conductual. cognosciti,a, clcctrotisiol(igica y plástica lk la FH. Aún hoy en dia 

no existen trabajos en ratas malnutridas prcnatalmcntc donde se un..tlicL·n los cambios l'11 !a 

estructura y en el número de sinupsis de la FH. Las sinapsis F\1-CA3 son el principal tiltn, 

de la infi.mnaciún que pasa a travt':s de la FH y son el principal modulador <le h1 

excitahilida<l de las neuronas piramidales del CA3. Esto nos 11cm u planteur que la 

alteración en su número, podrían explicar, al menos en parte, las alteraciones documentadas 

en ratas adultas malnutridas prcnatalmentc. 

Para poder saber i.:sto, en el presente trahajo se evaluó si la malnutriciún 

hipoproteínica prenatal conlleva alteraciones en el número de las sinapsis asimétricas F~I

C' A3. 

Por lo que las preguntas que surgen son: 

1) ¡,Se altera d ,nlumcn total del sistcm.t de FM, as1 como t:1 ,olumcn de su h .. v 

suprapiramidal'? 

2) ¿,Se altera la densidad numi.:ricu por unidad de rnlumen y total entre las tihras musgosas 

y las espinas <.h:ndritü.:as de las neuronas piramidales del CA.~ lnculi1adas en el strurum 

!ucidwu de c:~tc ~Jn1po'.' (srgunda sinapsis del tricircuito hipocámpico). 
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HIPÓTESIS 

La malnutriciún prenatal disminuye el área ocupada por las tibra musgosa...; y el 

número de ramas y espinas dendríticas de las neuronas piramidales dd CAJ. (además 1.k 

producir alteraciones comluctuaks y fisiológicas en la rata adulta). por lo que es de 

esperarse que la estimación del número de sinapsis asimétricas Fi'vl-CAJ sL·rú menor en los 

animales malnutridos prenatalmente. 



OB.JETl\'O GENERAL 

Dctcm1inar si la malnut1idón hipnprotdnica prenatal conduce a cambios que 

deterioran el cstablccímicntn de las conexiones sinápticas del sL·gundn rclc\o de 

comunícaciún del circuito interno de la FH. Asimismo. si los cambios anatúmicns 

prnvocados por la malnutriciún prenatal sohrc la FH pcnnancccn a largo plazo. tanto u nivd 

histológico como ultracstructural. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Mediante el uso de h:cnicas de microscopía de lu1 y dcctnínica de transmisiún. con 

un análisis cstereológieo. tanto en animales nonna!cs como en malnutriuos prcnatalmcntl! 

de 220 uías de edad: 

A) Estimar el volumen total del sistema de tihras musgosas y de su haz suprapiramidal. 

B) Estimar la densidad numcrica por unidad de volumen de las sinapsis asimctricas FM

CA3. 

C) Estimar el número total tk las sinapsis asimétricas F'.\1-CA3 en el s1ru111m /11cid11111. 

D) Establecer las diferencias entre los animales control y malnutridos prcnatalmcnte en los 

parámetros anteriores. 



OBJETIVO GE~ERAL 

Dctcm1inar si la malnutrición hipoprotcínica prenatal conduce a cambios que 

deterioran el establecimiento de las conexiones sinápticas del segundo rckw ck 

comunicaciún del circuito interno de !u FH. Asimismo. si los camhios anatómicos 

pron,cadlis por la malnutriciún prenatal sohre la FH pemianecen a largo plazo. tanto a nin.·I 

histolúgico como ultracstruL'tural. 

08.JETIVOS ESPECÍFICOS 

:"vh:diante el uso de técnicas de microscopía de luz y electrónica de transmisión. con 

un anúlisis cstereolúgieo. tanto en animales nnnnaks corno en malnutridos pn.:natalmcnte 

de 220 días de edad: 

A) Estimar el volumen total del sistema de fibras musgosas y de su haz suprapiramidal. 

B) Estimar la densidad numé1ica por unidad de volumen de las sinapsis asimétricas FVI

CA3. 

C) Estimar el número total de las sinapsis asimétricas FM-CA3 en el sfra/11111 lucidum. 

D) Establecer las diferencias entre los anímales control y malnutridos prenatalmente en los 

parámetros anteriores. 
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Jt:STIFICACIÓ;\; 

De los estudios Jiscfrndos para analízar los efectos Je Ju malnutrÍl.:iLm sobre lu 

morfología ccrehrnl. sólo unos cuántos se han enfocado al análisis Je los dcctos sohre la 

estructura y númcrn de contactos sinápticos en la FH. Aunque cxistc inliinnación sobre los 

efectos de la malnutrición en l'1 hipocampo, es importante llc\ar a caho estudios más 

detallados de tipo ultracstrrn:tural con el fin de conocer los camhios que existen u nin:! de 

lus conexioni:s sinápticas al aplicar una dicta hipoprotcíniea con (1° 11 UL' caseína. hl quc 

aunado a los hu\lal'.gos conductuaks y elcctrotisiológicos prcvio-:, sen irá para cnkn<lcr 

mcjor la función de esta regiún del ecrchro. Estos estudios. sumados a los dutos 

morfológicos rcportados previamente. podrían explil:ar, al mcnos en partc. las ultcracioncs 

en la potenciación a largo pl:vo (Bronzino y col.. 199la,h: Morganc y col.. 1991. 19()_~). o 

hícn en aspectos i:ontluctuaks (Tnnkiss y (,allcr, 1990: Tonkiss y mi.. [l)9fl. 1991, 1993: 

\forganc y col., 1993: Almcida y col., 1996) observados en unimaks malnutridos 

prcnatalmcntc con una dicta conteniendo 6% tic proteína. 

Se sclcn:ionú el rclc, o sináptico F:v1-CA3 dchido a quc éste cs el principal relevo 

4uc pcrmilc la modulaciún sensorial en el circuíto trisináptíco hipm:ámpico. además tic que 

tiene capacidades plásticus notahks bajo diferentes condiciones experimentales. 

Además cstudios previos han revelado 4uc las sinapsis FM-CAJ pucdcn 

reorganizarse bajo un paradigma de malnutrición postnatal con una dicta al 8°í, tic caseína. 

seguido de rchahilitacíón tamhién postnatal (Andrade y col.. 1995h). por lo yui.: es 

importante conocer si en animales malnutridos prenatal mente con una dicta a 1 <i0 o dc 

caseína las s111aps1s asimétricas FM-CA3. desarrollan tumhién capacidades de 

reorganización o si. por cl contrario. se dañan por este paradigma dc mulnutriciún, lo cual 

daría cvidcrn.:ia en el s'-.'.ntido de que la malnutriciún prenatal es un fadnr dcsorgani/ador 

durante d dcsaJToiio dc la FH. 4uc persiste hastu la edad adulta. 

Por otro lado los hall:vgos podrían ayudar a entender los n entos sinápticos dc la 

fmmación hipneámpica que subyacen a las altcracioncs conductualcs. cognoscitivas y 

ncuroplástÍL'as quc se relacionan c1in esta estructura y que han sido dncumcntadns en 

animales adultos malnutridos prcnatalmcntc. 



MATERIAL Y MtTODOS 

A~l'.\1ALES 

Se empicaron ratas hembras y machos de la cepa Sprague-Dawlcy para cfoctuar las 

cruzas. Las hembras tuvícron un peso de 250 a 300 gramos (90-120 días de edad) v fueron 

mantenidas bajo condiciones idénticas de lu1: obscuridad ( 12: 12 hrs. ). temperatura ( n-24º 

C). humedad relativa (40-50°0) y lihrc acceso a las respectivas dictas y al agua. 

TRATAMIENTO NUTRICIONAL 

Diez hembras se alimentaron con una dicta deficiente en pwtdnas qm: contenía 

únicamente el 6~o de este nutrimento (madres malnutridas) y veinte hcmhras con una dicta 

adecuada en protdnas. con 23.4% de este componente nutricio (madres controles y 

nodrizas, diez en cada grupo), durante cinco semanas antes de apan.·.m1iento. Los mai..:hos 

que se usaron para las cruzas tamhién se alimentaron con estas dictas durante una semana 

antes del aparcamiento. Los componentes nutricios de cada una de las dictas se especifican 

en la tabla I (Tonkiss y col.. 1993 ). 

REPRODt:CCIÓ~ Y FORMACIÓN DE LOS GRUPOS DE ESTl1D10 

Después de este periodo, se cruzaron 3 hembras con I macho. Los animales se 

colocaron en una caja de poli carbonato transparente (50.8 x 40.63 x 20 . .12 cm) y el macho 

se alimentó durante este periodo con la misma dicta de las hembras correspondientes. FI día 

del nacimiento de las camadas se tornó como el día O de edad. Al día siguiente del parto. las 

crías de las diferentes camadas nacidas el mismo día y alimL:ntadas con la misma dicta 

nutricional se separaron por sexo. se mc1claron entre si y se asignaron al azar a las 

diferentes camadas que se fonnaron, (k preferencia l:Ull 4 machos y 4 hemhras. Las crías 

descendientes de madres malnutridas se asignaron a madres nodrita!-,. alimentadas con la 

dicta control durante la gestación, estahlccicndo de esta manera la rchahilitación nutricional 

postnatal al momento del nacimiento (gmpo experimental), (Figura 7). Las camadas 

provenientes de madres alimentadas con una dieta adecuada en protcinas fonnaron el grupo 

control (Figura 7). Finalmente se fi.1rmaron 5 camadas control y 5 malnutridas 
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Figura 7. Modelo de malnutrición hipoproteínica prenatal en la rata. ML, estudio de 
microscopía de luz~ ME, estudio de microscopía electrónica. 



pn:natalmente. El resto de los animales: las 111adrcs malnutridas y las camadas contrnlcs 

restantes no se empicaron en este estudio. 

Durante la lactancia las madn:s de todas las camadas se alimentaron con una dicta 

con 23.4% de proteínas. A los 21 días de edad. se procedió al destete y se colocaron 5 

animales en una caja de poli<.:arhonato transparente (49.53 x 26.67 x 20.32 cm). los cuaks 

se scpararnn por sexos y por condiciún nutricional y se les continuú ali1m:ntamlo l'lln una 

dicta al 23.4ºo hasta el momento del sacrificio. Cu111plida la edad re4ucrida (220 días de 

edad postnatal ). se seleccionó al azar un animal 111acho de cada camada para fonnar cada 

uno tic los siguientes cuatrn grupos con cinco animales en cada uno: 

1) Grupo control para estudios histo4uimicos (ohtención del volumen). 

2) Grupo control para estudios de microscopia clcctrónica (ohtención dc la dcnsidad 

sináptica). 

3) Grupo malnutrido prenatalmentc para estudios histoquimicos (ohtcnción del volu111c11). 

4) Grupo malnutrido prcnatalmcnte para estudios de 111icroscopiu electrónica (ohtcnción 

de la densidad sináptica). 

La csti111aeión del número total de sinapsis(;\; (sin)) en una región o suhrcgión dada 

del SNC, se llevó a caho en dos pasos. El primero implicó ohtcner el volu111cn total o de 

referencia de la estructura en la cual se encuentran las sinapsis asimét1icas F\11-C',\3. en 

este caso el volumen del slra/11111 /11cid11111 o haz suprapiramidal del sistema de fihras 

musgosas. Esta evaluación se llevó a caho en material histológico procesado con la técnica 

de Timm. 

El segundo paso consistió en ohtener la densidad nu111érica de la sinapsis F:vt-CA3 

por unidad de volumen. Esta cuantificación se llevó a cabo ohscrvando hajo microscopia 

electrónica el material procesado con la técnica de rutina con postfijación usando 

tetraóxido de 0s111io. 

Final111entc, la estimación del número tntal de sinapsis FM-CA3 se ohtu\o cnmn el 

producto del nilumen del haz ,uprapiramidal y la densidad de sinapsis F!'vl-CA3 por 

unidad de volumen. 
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TABLAI 
Composiciún nutricia de las dictas 

DIETA DEFICIENTE EN PROTEÍ:\AS 

COMPONENTES 

Proteína (6~u caseína) 
L-Mctionina 
Suerosa 
Fécula de maíz 
Aceite de maíz 
Celulosa (fibra) 
Sales minerales 
Fosfato de calcio dihúsíco 
Carbonato de cakio 
Mezda de vitaminas 
Color 
Kcal!g 

Teklad diet 170915, Teklad. ;V!adison. WI. 

g/k 

60.00 
3.70 

511. 74 
153.52 
151.XO 
67.16 
35.00 

6.02 
0.73 

10.00 
0.33 
4.30 

DIETA ADECUADA EN PROTEÍNAS 

COMPONENTES 

Proteína 
Grasa cruda 
Fibra (cruda) 
Cenizas 
Minerales adicionados 
Energía neta, kcal/g 
Energía mctaholizablc. kcal/g 

l.ah Rotknt Díct 5001, P:\111 Fceds. lnc. 

%, 

no menos de 23.-1-
no menos de 4.5 
no más de 6.0 
nu mús de X.O 
no más de 2.5 

4.0 
3.04 



ESTt;DIO HISTOLOGICO 

Perfusión 

l.ns animales se anesksiaron rnn pcntoharhital sódko (Lab. Scdalphorte S. A. <le C.\'.). l.a 

perfusión se llevó u cabo por vía intracardiaca iniciimdose con una snluciún de sulfuro Je 

sodio ( Lab. Fisher Scientifü.: Company) (5.X5 g) y fosfato <le sodio monnhásirn ( Lah. 

Nkrck Farma y Química. S. A.) (5.95) en agua destilada (500 mi) hasta qw: la hase <le la 

dentina (en los <licnks incisivos de la rata) se observó obscura. la perfusiún se continutl cun 

el fijador "Karnovsky" ( 1 .0% de parafonnaldehído (l.ab. Elcctron :Vlicrnscopy S1.:icnccs) y 

l .25°~ de glutaraldehído (Lah. Sigma Chcmical Company. S. A. de C. V.) en huftá <lL' 

fosfatos 0.1 '.\,1. pH 7.4) de arnerdo a Wcst y eol., ( 1981) y West y fkwcy ( l 984 ). lkspul'.·s 

de la perfusión se extrajeron los encéfalos. se pesaron y transtiriL·ron a una solución 

crioprntcctora en frascos con el fijador de Kamovsky y sacarosa ( Lah. :Vlerck Fa1111a y 

Química, S. A.) al 30° n. se mantuvieron en esta solución <lurank 7:. horas u hasta que el 

tejido se sumergiera al fimdo del frasco. 

Tinción 

Posterionnente. se procedió a cortar por congdadún los hloques de tejido que 

contenían la FIL Los cortes de 40 micras uhtcnidos en un plano coronal. se montaron en 

portaobjetos tratados con gelatina (Lah. Mcrck Fanna y Química. S. A.) y sulfato de crnmo 

y potasio (Lab. Fishcr Scicntific Company) siguiendo una estricta seriación. Fstus secciones 

se procesaron de acuerdo a una modificación de la técnica de Timm ( Wcst y col.. l lJX 1: 

West y Hodgcs-Savola, 1983) la cual 1.;ontienc goma aráhiga (ReasoL Depósitos l 1ni<los. S. 

A. de C. V.). huffcr de citratos. hidroquinona (Lab. Sigma Chemical Company. S. A. de C. 

V.) y nítrato <le plata (Lah. :Vkrck Fanna y Química. S. A.). Esta técnica histoquímicJ 

c\'idencia principalmente el sistema de fibras musgosas además de la laminación de lu FH. 

Análisis estereológico 

!\1ucstrco 

Las estimaciones volumétricas se realizaron en el hipocampo <lerecho. fl \ ol umen 

total del sistema de F;v1 y de su ha; suprapiramidal, se estimó a partir Je 10-11 scccionL·, de 

la FH entera (Figura:-. 8 y 9) que se sckccíonaron por un procedimiento d1.: muestreo 

sistcmilticn (Gundcrscn y knscn, 1987). La posición del primer corte fue escog.idu al ,.vur 
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Figura 8. Diseño experimental seguido para la estimación del volumen total del 
sisit!ma de fibras musgosas y de su haz suprapiramidal a nivel de microscopía de 
luz. En A, una vista dorsal del encéfalo de la rata, donde se muestra la posición de 
los diez niveles coronales seleccionados sistemáticamente a lo largo de la formación 
hipocámpica. En B, una proyección de un corte coronal medial de la formación 
hipocámpica derecha. En C, la proyección del área total y del haz suprapiramidal 
(HSP) del sistema de fibras musgosas que fue analizada con un sistema de análisis 
de imágenes (BIOCOM). I, izquierdo; D, derecho; SUB, subiculum; CAi y CA3, 
Cornnu de Ammon 1 y 3 respectivamente. 



Figura 9. Fotomontaje de: los diez cortes coronales seleccionados sistemáticamente a lo largo de la formación hipocámpica 
de una rata control de 220 días de edad, usados para la estimación del volumen total y del haz suprapiramidal del sistema de 
fibras musgosas (2.5x). Los cortes se tiñeron con la técnica de Timm y se contrastaron con la técnica de violeta de cresilo. 
La barra de calibración equivale a 400 µm. 



dentro <le !ns primeros 15 cnrt<.:s ((,00 micras), dcspw:s cada tlccimo4uinto crn1e (cada 600 

micras) del grupo <le cortes montados scriadamcntc fueron marcados sobre la laminilla 

hasta abarcar toda la FIi. En la mayoría de !ns casos fueron I O cortes analizados a lo largo 

de la Fil, sólo en dos casos se analizaron 1 1 cortes, cstn fue debido a 4uc la longitud del 

sistema de fibras musgosas es variabk. 

Estimación drl volumen total del sistema de fibras musgosas y de su haL 

suprapiramidal 

El área total sistema de fibras musgosas <le su haz suprapirumidal (Figura 10) se 

obtuvo en cada c011c con la ayuda de un sistema de análisis de imágenes digitali/adas 

(!listo 2000 de BIOCOM). Se usó un objetivo 4x y las imágenes 4uc se observaban en cl 

microscopio óptico se digita!i?.aron con este sistema de tal manera que se pudieran manejar 

en la pantalla de un monitor de computadora. En cada corte digitalizado y con la ayuda dcl 

cursor, los limites dcl área del total y del haz suprnpiramidal del sistema de fibras musgosas 

del la FIi derecha fueron definidos de acuerdo a Gaarksjaer ( 1978) y Amara] y Den! ( 1981 ) 

(Figura 10). El área de cada región se obtuvo automáticamente en µm'. El volumen dcl haz 

suprapiramidal ampl iamcntc corresponde al stratum lucidum ( Amara! y Dent 1981 ). U 

volumen de cada región fue calculado de acuerdo al principio de CU\alicri (Michcl y Cnu

Orivc, 1988), se tomú en cuenta el área de cada cot1c así como cl grosor de ellos de acuerdo 

a la siguiente fonnula: 

V- T-(A,~A.~ ... ~A,,) 

donde V " volumen, T - grosor de los cortes, A - área de cada corte, n ' número ilimitado 

de cortes. 

ESTUDIO UL TRAESTRlJCTURAL 

Perfusión y ohtPndón de !2s Lonas de análisis 

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico diluidn en agua destilada 

( I: 1 O) y se perfundicron por vía intracar<liaca, introduciendo primeramente soluciún salina 

nonnal seguida de una solución de Kamovsky 4uc contenía parafomialdchi<lo al 4°;, y 

glutaraldehido al 1.25°n (Lab. Sigma Chemical Company, S. A. de C. V.) en buffer de 

cacodilatos ( Lab. Elcctron Microscopy Scienccs) 0.15 M. pl-1 7.3. Se extrajeron lo, 
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Figura 10. Se ilustra una imagen digitalizada de la FH en donde se observan los 
bordes de las regiones analizadas de acuerdo a Amaral y Dent ( 1981) y abajo una 
proyección de éstas. La barra de calibración equivale a 720 µm. 



encéfolns, se pesaron y se mantu\ icron en la solución ti_jad"ra Jurantc .1 -+ horas. 

Postcrionncntc. se layaron con huffcr de cacodilatos y se mantu\ icn>n a temperatura ha_ja. 

Más tarde se ohtu\'o un hinque del encéfolo que contenía la FIi. 

:\luestrco 

De cada hinque de tejido wntcnic·ndo la FI I se ohtll\iernn rchanadas .sc·riudas de 31)(1 

micras cn el \'ihratomo. c"n el fin de escoger al a/ar tres ni\'clcs a lo largo de la l· 11 derecha 

seleccionadas por un prnccdimicnt" de muestreo sistcmútico (Ciundcrscn y Jcnscn. l 'JX7). 

En este caso. dado que en pn11ncdio se ohtuvicron Je 211 a 21 rchanadas cornnaks que 

contenían la FI l. el primer ni\'cl se sckccionú al ,var entre la, primeras 7 rchanada,. 

después cada séptima rebanada de la serie de rehanadas scríaJ;1, tamhién fueron 

seleccionadas. Finalim:nte. se ohtu\ o una rchanada anteri"r. medial y p"stcri,,r a lo brg" ck 

la FH. De cada un" de clhis se "htll\o la región CA3 para pr"ccsarsc c"n la técnica Je 

rutina de mícrnscopía clcctrúnica (Figura 11 ). 

Técnica de postfijación con tetraóxido de osmio 

Los tejidos seleccionados para ser procesados con la técnica de postfijación con 

tetraóxido Je osmio. se lavaron primeramente en huffer de cacodilat"s. a continuación se 

posfijarnn en una solución 1: 1 de tetraóxido de osmio (!.ah. \,lcrck 1 ·anna y Química. S. 

A.) (al 2°0 inicial) y huffer de cacodilatos durante una hora y media. postcrionncntc se 

lavaron con huffcr de cacodilatos y se deshidrataron rn alcohol etílico (!.ah. Vlcrck Farn1a y 

Química. S. A.) en concentraciones graduales ( 511° o. 611º o. 711'! o. XII""· <JO""· ')5" o y 1110° "). 

Después se pasaron a óxido de prnpílcno ( Lah. Merck Fanna y Química. S. A.) y se 

infiltraron en una mocla 1: 1 de resina cpóxica-úxido de propilcno durante 2-+ horas. Al día 

siguiente se infiltraron en resina pura (cpon) (Lah. Elcctron \,licrnscopy Scicnccs) y por 

último se incluyeron en plum, en ep"n. Los hinques se etiquetaron) polimcri/ar"n durante 

24 horas a hll' C. 

Análisis cstercolúgíco 

:\luestreo 

De cada hloque. se ohtu\ ieron c"rtcs semífinos ( 1 µ111) en un ultra1111croto111n 

(l'ltracut E. Reichc11-.lung). l"s cuales se tiiicrnn con a/ul de tol"udina pura su postc·rinr 

nhscr\'aciún al microscopio de lu/. con la finalidad de escoger c·I campn de intcré·s y lograr 
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Figura 11. iviétodo seguido para la estimación de la densidad de las sinapsis 
asimétricas FM-CA3, a nivel de microscopía electrónica (ME). A, vista dorsal del 
encéfalo de la rata, se indica la posición de los tres niveles coronales seleccionados 
sistemáticamente a lo largo de la FH derecha. B, proyección de un corte coronal 
medial mostrando la cara superficial de una pirámide de la cual se obtuvieron cortes 
ultrafinos. C, serie consecutiva de cortes ultrafinos indicando las zonas (sombreadas) 
en las que se tomaron las micrografias electrónicas para estimar la densidad de 
sinapsis por unidad de volumen con el método del disector fisico. 



una superficie completa que cnntu,icra el tejido (cara de la pirámide) (Figura 12). Se 

hiL:icrnn dibujos con la ayuda de la cámara lúL:ida de estos cortes y después de delimitar la 

zona de interés. se retallaron las pirámides para obtener corti.:s ultra finos ( Figura 13 ). Se 

trató de obtener solamente el área que ocupaba el stratum htcid,1111 y si: dejaron algunas 

células piramidales superficiales del stmt11111 pimmidalc en el lado derecho <k la pirúmide 

( Figura 13) con el fin de tener un punto de refercnl'.ia al momento de obser\'ar los cortes l'.11 

el microscopio clcdrónico de transmisión (Zeiss. M9) operado a 60 kV. Se obtuvieron de 

11 a 12 cortes seriados ultratinos de 86 nanómetros en promedio (color de interferencia 

plateado) con una navaja de diamante. los cuáks se colocaron en rejilla:-. <le cobre de l sólo 

orificio o anillo de Sji)strand cubiertas con mem hranas de fonnvar ( Fkctron .\1 ii..:rnscnpy ). 

Después se lkvó a cabo una doble eontrastación del tejido con acetato de un.milo (Tcd 

Pella) y dtrato dl'. plomo (Tcd Pella) para su análisis posterior bajo el microscopio 

electrónico de transmisión. Se ohtuvicron micrografias electrónicas a 6300x de la misma 

zona en cada uno de los cortes seriados. Las secciones fueron alineadas al colm:ar marcas 

prominentes como vasos sanguíneos. astrocitos, fihras miclini1,adas cortadas 

transversalmente. etc. en la misma posición en la pantalla del microscopio electrónico en 

cada corte. Los rollos que contenían las micrngrafias se revelaron y después se 

imprimieron. Se les asignó una clave para que el observador no conociera la condición 

nutrícional de la muestra al momento de llevar a cabo la cuantificación del número de 

smaps1s. 

Estimación de la densidad numérica de las sinapsis asimétricas F,I-CA3 por unidad 

de volumen 

El número de sinapsis asimétricas (entre fibras musgosas y cxcn:ccncias torneadas de 

las células piramidales del C' A3) por unidad de volumen del strar11111 lucidum (densidad 

numé1ica. !\lv) fue estimado ::il aplicar d método Jd disector fis1co (Stcrio. 1984: 

(Jundcrsen. l 986, Andradc y col., 1995h. Gcinisman y col., l 9<J6 ). De cada grupo de 

micro~rrafias se frmnaron I O disectores. Cada disector consistió de dos micrografias 

electrónicas de cortes ultratinos adyacentes. una sección de rctcrcncia y una sección de 

análisis, ésta última después se usó como la sección de referencia en el análisis del siguiente 

par de micrografías electrónicas y así sucesivamente (Figura 14). De esta manera. se 



Figura 12. Fotomicrografia de un corte semifino del campo CA3 de la formación 
hipocámpica. Strata: oriens (O), piramidale (P), lucidum (lu), radiatum (R) y 
lacunosum-moleculare (LM). (3.6x). 



Figura 13. Fotomicrograíla de un C'Jrte semifino teñido con azul de totoudina que 
indica la superficie de una pirámide retallada para obtener los cortes ultrafinos 
seriados del stratum lucidum (lu). Note que en la parte lateral de la pirámide se 
dejaron algunas células piramidales superficiales del estrato piramidal (P) con el fin 
de tener un punto de referencia al momento de observar los! cortes en el microscopio 
electrónico. S, ~oma ncurnn3I; D, dendrita; V, vasos sanguíneos (40x). 



analizaron 1 O disectores por bloque, obteniendo un total de 30 disectores por animal. Para 

cuantificar los contactos asimétricos entre las terminales de las fibras musgosas y las 

excrecencias dendríticas de las células piramidales del C A3, se superpuso al azar un acetato 

con un marco de rnnteo de úrea conocida ( I O micras cuadradas) sobre las micrografias 

elcctrúnicas que fonnaban cada disector (Figura 11) y se usaron las densidades posinápticas 

como unidades de conteo. Las sinapsis eran identificadas en la sccciún de referencia por la 

presencia de densidades sinápticas en un elemento postsináptico y cuando al menos cinco 

vesículas sinápticas aparecían cerca de la membrana de la terminal axónil:a presináptica 

(Hoff 198(,; Cadete-Lcite y col., 1989). Las sinapsis se marcaron con un plumón indeleble 

en la sección de referencia. si las densidades postsinápticas se encontraban dentro del marco 

de conteo y no interceptaban los bordes de éste (Figura 14). Cuando dos o más densidades 

postsinápticas eran visibles en el mismo complejo de espinas, éstas se consideraron como 

una simple unión sináptica (sinapsis perforadas) a menos que pertenecieran a diferentes 

perfiles de fibras musgosas. Finalmente, solo aquellas sinapsis que tuvieron sus densidades 

postsinápticas en la secciún de referencia, pero no en la sección de conteo fueron contadas 

en cada disector. 

Para obtener la densidad numérica por unidad de volumen es necesario obtener el 

volumen del disector v(dis) con la fónnula: 

v(dis) a(fr)-h (<lis) 

Donde a(fr) es el área del marco de conteo, y h(dis) es el grosor de los cortes 

ultrafinos. El grosor de los cortes se obtuvo con el método de Small (Elias y col., 1983). El 

promedio del grosor de los cortes ultrafinos de los dos grupos de estudio fue de 8(, 11111. El 

área del marco de conteo fue de 115.2 µm' (Figura 11 ), por lo que el promedio del volumen 

de los disectores fue de 9.907 µ111' - 10 µm'. 

Finalmente la ,1<-nsidad numérica de suwps1s por unidad de volumen (:\v) fue 

calculada para cada animal con la fórmula: 

Nv O Qlv(dis) 

En esta füm1ula Q es el número promedio de sinapsis por disector y v(dis) el 

volumen promedio del disector. 
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Figura 14. Dos 
micrografias electróni
cas seriadas del 
stratum lucidum de la 
formación hipocámpi
ca de una rata normal 
de 220 días de edad, 
ejemplificando un 
"disector fisico". Las 
micrografias electroni
cas fueron tomadas del 
mismo campo de 
secciones ultrafinas 
adyacentes paralelas. 
Las sinapsis se 
cuantificaron s1 
aparecían en la sección 
A y estaban ausentes 
en la sección B. Los 
círculos en A, indican 
las sinapsis asimétricas 
FM-CA3 que se 
encuentran en esta 
sección y en B los 
círculos indican que 
estas sinapsis no se 
observan más. La 
cabeza de flecha en 



ambas secciones indica 
una smaps1s que no se 
encuentra en A pero si 
en B. La flecha grande 
indica una sinapsis de 
tipo simétrico entre 
una dendrita y la 
tenninal de una fibra 
musgosa. El marco 
indica el área en la cual 
se llevó a cabo el 
análisis estereológico, 
y tiene dimensiones de 
12 µm x 9.6 µm, solo 
se contaron aquellas 
sinapsis que se 
encontraban total-
mente dentro de este 
marco. Las microgra
fias electrónicas se 
tomaron a un aumento 
de 6300x. D = dendrita 
apical, FM = terminal 
de una fibra musgosa, 
s = espina dendrítica. 



La densidad numérica de cada animal se obtuvo del promedio de todos los disectores 

en cada uno de los tres bloques seleccionados sistemáticamente a lo largo del eje 

septotemporal de la FH. 

Estimación del número total de sinapsis asimétricas F:\1-CA.3 en el ha-". 

suprapiramidal del sistema de fibras musgosas 

El número total de sinapsis asimétricas FVI-CA3, ~(sín) en el ha/ :-uprapiramidal del 

sistema de fibras musgosas fue calculado para cada animal con la fünnula: 

N(sin) - (V(ret))( ~v) 

Donde V(ret), es el volumen promedio del haz suprapiramidal y ~v es la densidad 

numérica de las sinapsis FM-C A3 por unidad de volumen o promedio del volumen del 

disector. 

A]';ÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los puntajes obtenidos de los diferentes parámetros 

analizados en cada grupo se llevó a cabo usando el paquete estadístico para ciencias 

sociales SPSS (Statistícal Package for Social Scicnces) versión 3.0. La prueba aplicada füc 

la de análisis de varianza de una vía (onc way ANOVA). Los niveles estadísticos de 

signiticancia fücron establecidos a un valor de p ".:: O.OS. 
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RESt:LTADOS 

PESO CEREBRAL 

La tabla II muestra los hallazgos obtenidos del peso cerebral del grupo control y 

malnutrido prcnatalmcnte. En esta tabla aparece el valor promedio. la desviación estándar. 

el porcentaje de cambio del grupo experimental respecto del grupo control y los \ a lores 

signifü:ativos después de anali/ar los datos con la prueba estadística A:'\OV A de una vía. 

Corno puede obsen arse no existen diferencias estadísticamente significativas en el peso 

cerebral entre animales malnutridos prcnatalmcnte y controles de 220 días de edad. 

PESO CORPORAL 

Por otro lado. los resultados del peso corporal de animales malnutridos prenatalmcnte 

y controles, tampoco indicaron diferencias estadísticamente significativas dcsprn:s de 

analizar los datos de este parámetro con la prueba estadística ANOY A de una vía (Tabla 11 ). 

TABLA 11 
Peso cerebral y corporal (g) del grupo control y malnutrido prenatalmcnte a los 
220 días de edad. 

GRUPO 

e :\IP % DE CAJ\-IBIO SIGNIFICANCIA 

PESO CEREBRAL 

1.72 -i- 0.09 1.65 -t 0.05 -4.06% ;',;S 

PESO CORPORAL 

416.20 + 32.70 432.70 t 27.10 -t 3.96% NS 

Los valores representan el promedio _ la desviación estándar. NS "" ~o 
significativo. Prueba estadística: A:--:ov A de una vía. (' e- grupo t:ontrnL MP =: 

grupo malnutrido prenatalmentc. 
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VOLlíMEN TOTAL ESTIMADO DEL SISTEMA DE FIBRAS ML:SGOSAS 

El volumen totalestimado del sistema de FM se indica en la tabla III y figura 15. Se 

puede observar 4uc a los 220 días de edad el valor promedio para este parámetro es de 5.5 

mm 1 para el grupo de animales control en tanto 4ue en el grupo de animales malnutridos 

prcnatalmcnte es de 3.8 mm 1• El análisis estadístico de los datos reveló que el volumen total 

estimado del sistema de F\1 fue significativamente menor en un 31 ~ o en el grupo de 

animales malnutridos prenatalmentc respecto del grupo control. 

TABLAIII 
Volumen total estimado (mm 1

) del sistema de fibras musgosas de ratas control y 
malnutridas prcnatalmente d1..· 220 días de edad. 

GRIJPO 
e MP % DE CA:\1810 

5.5 --1- 0.19 3.8 + 0.25 J..30.9% 

Prueba estadística: ANOVA de una vía. C 
malnutrido prenatalmcnh.:. 

* 
6 -"'e 

E - 4 z 
w 
~ 
::, 2 _. 
o 
> 

o 

VALOR DE F p 

45.7 < 0.001 

grupo control, MP grupo 

ac 
DrvP 

Figura 15. Volumen total estimado del sistema de fibras musgosas de la FH de animales 
controles y malnutridos prcnatalmcntc de 220 días de edad. n -- 5 animales en cada grupo. C 

::; grupo control, M P = grupo malnutrido prenatalmente. 
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VOLUMEN ESTIMADO DEL HAZ St:PRAPIRAMIDAL DEL SI STE:\IA DE 

FIBRAS '.\1CSGOSAS 

La tabla IV y figura 16 muestran el valor prnmi:dio del volumen del haz 

suprapiramidal del sistema de FM de la FH. En el grupo control el volumen de esta región 

fue de 1.83 mm 1, mii:ntras que para el grupo malnutrido pri:natalmi:ntc fue de 1.58 mm'. El 

anúlisís estadístico de los datos indicó diferencias estadísticamente signifü:ati, as. en csti: 

caso el volumen del grupo malnutrido prenatalmcntc es menor respecto dd grupo t.:ontrol. 

TABLA IV 
Volumi:n i:stimado (mm 1 ) del haz suprapiramidal del sistema de fibras musgosas 
de ratas control y malnutridas prenatalmcntc de 220 días de edad. 

GRt:PO 
~- ---~- -~-- --

C :\IP % DE CAMBIO 

l.83 + O. 10 1.58 + 0.09 J... 13.6% 

Prueba estadística. ANOVA de una vía. C 
malnutrido pn:natahrn:ntc. 

* 
2 

-1: 1.5 
E -z 1 w 
:E 
::> 
...J 0.5 o 
> 

o 

VALOR DE F p 

7.70 0.05 

grupo control, MP grupo 

~e 
oMP 

Figura 16. Volumen estimado del haz suprapiramidal del sistema di: fibras musgosas de 
ratas rontrol y malnutridas prrnatahrn:ntt: de 220 días de edad. n ~ 5 animaks cn cada 

grupo. 



DENSIDAD NLMf:RICA DE LAS SINAPSIS ASIMF:TRICAS FVI-CA3 POR 

L:\IDAD DE \'OLt::\JE:\ 

El ,alor promedio de la densidad numcrica de lus sinapsis asim(·tricas F\1-( '¡\_~ por 

unidad d1.· volumen o volumen promedio de disector ( 1 O µm \). se muestra en lu tahla V y 

figura 17. El valor de este parámetro para el grupo de animales rnntrn1 fue tk 0.57 en tanto 

que pum el grupo cxpcrimcntal fue de 0.49. El anúlisis e:-.tadístico tk los <latos indic1·, qt1c a 

los 220 días de edad. existe reduccic'in significativa del 14°10 de cstc parámetro en el grupo 

de ratas malnutridas prenatalmcnte n:specto del grupo de ratas hien alimentadas. 

TABLA V 
Dcnsidud de las sinapsis asimétricas F\tl-CA.3 por unidad de volurn1.·n ( 1 O µm \) de 
ratas control y malnutridas prcnntalmcnte de 220 días de edad. 

GRl"PO 
- ··---

e :\IP % DE CA:\1BI0 

0.57 1- 0.02 0,49 • 0.04 J. 14.0°10 

Pruchu estadística. A'.\O\'A de una da. C 

malnutrido prcnatalmcnlc. 

* O .7 
<( 
u O ,6 ex: 

•W ME 
~ O .5 
::, E 
z o O .4 
o ""'" -: 
<( o O .3 o z -en .... () ') .... V • '-

w 
e O . 1 

o 

VALOR DE F p 

15.73 , 0.01 

grupo control. \1 P · grupo 

•e 
oM p 

Figura 17. DcnsiJuJ numí'.-rica de las sin.lpsis asimétricas FM-CA.1 ptir unidad Je \lulumcn 
de ratas control y malnutridas pn:natalmentc de 220 días de edad. n 5 anim;.ilcs en cada 
grupo. 
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NÚMERO TOTAL ESTli\lADO DE SINAPSIS ASll\'lf:TRICAS FM-CAJ EN EL 

HAZ SUPRAPIRAMIDAL DEL SISTEMA DE FIBRAS MUSGOSAS 

La estimación del número total de sinapsis asimétricas FM-C A3 en el grupo de 

animales control fue de l .04 x I()" y de 0.77 x 10'' para el grupo malnutrido pn:natalmcnte 

(Tabla VI y Figura 18). Las comparaciones estadísticas indicaron reducción significativa de 

la estimación del número total de sinapsis asimétricas FM-CA3 en el haz suprapiramidal 

del sistema de F'.\11 en el grupo malnutrido prcnatalmente respecto del grupo control. 

TABLA VI 
Número total estimado de sinapsis asimétricas FM-C A3 en el haz suprapinunidal 
del sistema de FM de ratas control y malnutridas prenatalmcnte. 

GRt:PO 
-----

C :\IP % DE CA:\1810 VALOR DE F p 

l.04x 10'1 0.77x 10'' J..26.0% 40.43 .-_ 0.001 
+ 0.05 X ] 09 + 0.08 X 1 ()g 

Prueba estadística: A:\OVA de una \'Ía. C = grupo control. ~p 
malnutrido prenatalmcnte. n --- 5 animales en cada grupo. 

grupo 

* w 11C e - 1 
...J et:, oMP 
<( "I""" 

1- >< -o u, 
1- -o u, 

0.5 a. 
~ <1: w z 
:E -- U'J 

'..J z o 

Fi~ura 18. ;\/úmero total estimado de sinapsis asimétricas FM-C A3 en el haz 
suprapiramidal del sistema de fibras musgosas de ratas control y malnutridas prcnatalmcntc 
de 220 días de edad. n 5 animales en cada grupo. 
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TABLA VII 
Resumen de los resultados ohtcnidos para los diferentes parámetros analizados de ratas de 
220 días <le edad control y malnutridas prenatal mente. 

VOLt::\IE!\' VOLt::\·IE!\' DE!\'SIDAD !\'t::\IERO 
GRUPO TOTAL DEL DEL HAZ NUM~:RICA TOTAL DE 

SF:\I (mm 2) St:PRAPIRA (~o./lOµm·' -~ Sl!\'APSIS 
MIDAL D. S.) (X lO<J + D. S.) 

CONTROL 5.5 t· O. 19 1.83 + 0.10 0.57 + 0.02 1.04 t 0.05 
- - - --

:\1.\L~l .. fRIDO 3.8 --1- 0.25 1.58 .;.. 0.09 0.49 + 0.04 0.77 • 0.08 
PRE~A TAL'.\'JE~ (-l-30.9~0)*** (-.1-1 J~M·o)* (-l--14%)'''* (-l-2ó'~ó)*''":: 

TE 

--

VALOR DE F 45.7 7.70 15.73 40.43 

Prucha estadística: A>-:OV A de una vía. '1' P:: 0.05, ** p :::_ O.O 1, *** p ~ 0.00 l. El número 
entre paréntesis indica el porcentaje de cambio del grupo experimental respecto del control. 



DISCt:SIÓ'.\: 

Los hallazgos del pn:sente estudio muestran los siguientes efectos: 

1) Rcducdón del volumen estimado total del sistema de fihras musgosas de la FH. 

2) Reducción del volumcn estimado del haz suprapíramidal del sistema de tibrns 

musgosas. 

3) Decremento dt la densidad numérica estimada por unidad de , o lumen de lus sinupsis 

asi1rn:tricas FM-CA3. 

4) Disminución del número total estimado de las sinapsis asimétricas F\1-CA3 en d ha;: 

suprapiramidal del sistema de fibras musgosas. 

Estos resultados mutstran que la malnutrición proteínica. restringida a la etapa de 

gestación induce d~ctos deletéreos a largo plazo sohre el número estimado de sinapsis 

asimétricas establecidas entre las fibras musgosas de las células granulares y las 

excrecencias torneadas de las células piramidales de la región C A3 del hipocampo. Las 

deficiencias en la conectividad sináptica 1:n la FH de ratas adultas con malnutrición 

prenatal, podrían deberse a alteraciones en la sinaptogéncsis y/o en la consolidación 

sináptica, fcnúmenos que detenninan y espedfü.:an el número de conexiones neuronales 

(Jacobson, 1993). 

Los n.:sultados del presente trahajo indican que la cmnpcnsación nutrit:ional al 

momento del nacimiento no restablece los daños producidos por la malnutrición prenatal .:n 

el volumen del SFM y en el número de contactos sinápticos de la FH y además. aunado!-- a 

los datos reportados previamente indican que las alteraciones en la FH por la rnalnutriciún 

dependen en gran parte del tipo, inicio y duración de ésta. Así, los efectos producidos por la 

malnutrición hipoprotcínica instalada durank la gestación son parecidos a los producidos 

por la malnutrición hipoprotcínica aplicnda de manera crúnit:a (pre y puslnarni¡ (( intra y 

col., 1990; Díu-Cintra y col., 1994) y más severos que aquellos producidos pnr la 

malnutrición durante la vida postnatal (Andradc y col.. 1995b. l 996), ad.:más la 

rehabilitación nutril'.ional al momento del nacimiento no pcnnitc expresar fcnúmcnos de 

reorganizal'.íún morfnlúgica sináptica como la que se ha r1:portado en ratas rehabilitadas de 

la malnutrición proteínica postnatal. l'.na conclusiún similar fue h1:cha en d 1:stmlio di: Katz 
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y wl. ( 1982), qua:ncs usando diferentes periodos de desnutrición pre y 10 postnataL 

observaron reducción del grosor de la FH sólo en ratas en las cuales la desnut1ición induía 

el periodo de gestación. Recientemente. en un estudio donde se analizaron los efectos de 

diferentes programas de malnutrición hipoprotcínica sohre el desarrollo de la topografía y 

somatotnpía del sistema somatosensorial, Robles (2000) documentú que la malnutrición 

hipoprotcínica prenatal afecta más a estos fenómenos, incluso que la malnutriciún 

hipoprotcinica aplicada de manera crónica. 

La FH sufre menos daño por malnutrit:ión prenatal en etapas tempranas del desarrollo 

entre 30 y 90 días de edad, hecho que se corrobora con los resultados de éste y otros 

trabajos (;Vlorgane y col.. 1993; Díaz-C'intra y col., 1994; Granados y col.. l 995; Cintra y 

col., 1990, 1997). Esta última t:tapa con-espondc a la vida reproductiva temprana de la rata. 

Por ejemplo. DeBassio y col. ( 1996) observaron aumento de la neurogéncsis postnatal de 

las células granulares en animales de 30 días malnutridos durante el periodo prenatal. puede 

ser un mecanismo para proveer hasta donde sea posible un substrato neuronal nonrn1! 

durante este tiempo. Es también de interés notar que estas células se generan principalmente 

durante el periodo postnatal y, su aumento es en sí un posible mecanismo de adaptaciún que 

ocurre dt.:spués del insulto nutricional. Esto sugiere que el daño producido durante el 

periodo prenatal es importante para la implementación de este programa adaptativo y 4uc 

no es necesario que el insulto esté presente durante el tiempo de su ejecución. A<lcmús. 

parece que estos mecanismos adaptativos pueden ocurrir a expensas de las últimas etupas 

del desan-ollo de las células granulares ya que se ha observado 4uc las deficiencias son más 

marcadas a los 220 días d~ edad. 

Durante el dcsan-ollo del S7\C. la integridad, ensamble y foncionamicnto apropiados 

de un circuito neuronal depende de la proliferación, diferenciación, migración, y 

maduración de sus componentes nC'11n,na!es crnm.!inadus lamo en tiempo como en espacio. 

además de la fonnación de las sinapsis (sinaptogénesis) y la consolidaciún de éstas. Así, la 

alteración en cualquiera de las etapas del desun-nllo de sus elementos celulares y 

componentes sinápticos, repercute en la eficiencia funcional de un circuito dado. En este 

caso las alteraciones en algunas de las etapas del dcsatTollo de uno n ambos elementos 

neuronales de las sinapsis FYI-CA3 (las células granulares del GD y las células piramidales 
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dd CA3) pul.:'dcn cxplil:ar lo:-. resultados JL'I presente trahujo. 1 :.nnhiL·n hay ljUL' terwr en 

cuenta que estos dos tipos celulares despli-:gan Jifi:r-:ntl.:':-. e .. l!' .. 11.:tcrí:-.tica:-. untugcnL·tica..,. 

morfológicas y funcionales. 

Lns mecanismos que delincan los di:etos a largo pla/o tk la n:-stricl.:'iún Je protdna.., 

rn el periodo prenatal :-.obre el número de contactos sinúpticos ¡.;\-1-C,\J y d \ olulllL'll del 

sistema de tihrns musgnsas no son claros. Sin cmhargo. SL' pLIL'lkn proponer varias 

cxplicrn.:iones. no muluaml'ntc excluyentes. misma:-. que se dcsnihcn u L'l1J1tinuad1'm y quL' 

requieren ser planteadas dcsdc diversos aspectos ya que la ddiniciún de estos halla/gos no 

puede por sí misma ser concluyente por lo que se requiere de su uhic~1cit111 en un plu/o mús 

amplio: 

1) '.\curogéncsís. El retardo en lu ncurngénesis de las células granuhirL'S puedi: lle\ ar a la 

reducciún de las sinapsis asimétril.:'as F\1-CA3. Lcwis y t:ol. ( j ()75. ! lJ7lJ) han reportado 

que la <lL·snutriciún peri natal alarga el ciclo celular. lo que cnnlk\ a a b pruducciún de un 

menor número de células granulares. Con d presente modelo de malnutrieiún prenatal se 

ha documi:ntado que la ni:urogéncsis de las células granulares se rL'tarda desde d día 

emhrionario (E) 20 hastu el diu postnatal ( P) 8, no se afecta en d llia P 15 y se encuentra 

incremi:ntada al día P30 (DcBussio y col.. 1994. 19%). ~o se tieni:n reportes de la 

ncurogéncsis en etapas adultas en unimaks hajo malnutridún prenatal. pero es prohahlc 

que ésta se dark. como se ha reportado. en ratas adultas hajo desnutriciún desde cl día 

E 16 al dia P 30 (fkdi. 1991 ). Por otro lado. las células pirmn illalcs no presentan 

alteraciones en :-.u generación en animales malnutridos pri:natalmente ( DeBassio y col.. 

1994). 

2) Indm:cii.'m. Alteraciones en los mecanismos de in<lucciún podrían explicar en parte la 

reducciún de sinapsis FVI-CA3. Fstudios pre,ins han documentado 4uc las- fihras 

musgosas de las células granulares iml1wen d dcsaJTollo de la~ c,creccneias tornc:.idas de 

las células piramidales del CA3 (Amara] y Dcnt. 198 l: Frotschcr. J l)l) l ). Esta eonclu:-.iún 

se ohtuni tk estudios en ratas sometidas a im1lliación neonatal (con rayos '/) qu-: 

muestran pérdida de células grnnulares <ld GD (por consigui-:ntl' de tihru.., musg(isa:-.). y 

como consccui:neia un pohre dcsan-ollo de las excrecencias torncadus (Ciuiursu v rnL 

1992: Represa y en!.. I l)l) l ). Además Ciaiarsa y col. ( 19<)2) reportaron qui: el dcsamillo 



final de los úrholcs dendríticos y la fomiaciún de espinas dendríticas, es concomitante 

con la maduraciún del sistema de tihras aferentes. Hecho apoyado por experimentos de 

cultivo de tejidos en donde se mostró que las neuronas exhihcn pocas ramificaciones y 

sin espinas cuando crecen sin las tihras atáentcs o contactos con neuronas vecinas. Se 

ha propuesto que las tihras musgosas liheran una sei\al inductiva para la fonnaci,m de las 

excn:cencias torneadas, y que esta señal activa un programa residente solo en algunas 

células hlanco (c,,Iulas piramidales del CA3), además de presentar tamhién una 

especificidad regional dentro de una misma ci:lula ya que sólo las partes proximales de 

las dendritas de las células musgosas están cuhiertas por excrecencias torneadas (Gaiarsa 

y col., 1992). l'.uestros estudios de malnutrición prenatal sohre el área (Granados y col., 

1995) y volumen de las tihras musgosas (resultados del presente trahajo) en conjunto 

con el estudio de las células piramidales del CA3 (Díal'.-Cintra y col., 1994) apoyan esta 

idea ya que muestran una relación esperada entre estos elementos: menor número de 

axones o tihras musgosas y menor número de excrecencias tornedas en animales adultos 

malnutridos prenatalmente. 

3) Maduración. Otra etapa del desarrollo que se altera en anímales malnutridos 

prenatalmente es la maduración postnatal de los procesos neuronales (p. e. ramas y 

espinas dendríticas) de los elementos neuronales de la sinapsis FM-CA3. AsL en 

estudios morfométricos se ha reportado en animales adultos reducción del número de 

espinas y de la complejidad de ramas dendríticas de las neuronas granulares (Día/-Cintra 

y col., 1991) y de las células piramidales ( Dia/-Cintra y col., 1994 ). Se ha mostrado 

tamhién que el área de distrihución de los axones de las células grnnulares que integran 

el sistema de fihras musgosas se reduce significativamente (Granados y col., 1995). El 

presente trahajo muestra que el volumen de este plexo tamhién se reduce. De acuerdo a 

estos datos. en general las céJiil;N gn1nulan:s del GD son c1 tipu cduiar 1118s afectado por 

la malnutriciún hipoprotcínica prenatal. 

4) Alteración de los factores tróficos. Aunado a la regulación de la proliferación, 

supervivencia y difcn:nciación neuronal, las sustancias neurotróticas (p. e. neurotrotinas) 

juegan un papel importante en la sinaptogénesis y en la consolidación sinúptica 

(Loughlin y Fallon, 1993). Es prohahlc que la malnutrición prenatal cause rcducciún de 
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la síntesis, disponibilidad y liberación de estas sustancias o altere la capacidad de la~ 

neuronas para reaccionar a estos factores y ésto conlleve a la rcduccíún de la 

sinaptogéncsis lo de la consolidación sináptica de las sinapsis asimétricas F:'VI-C;\3. !.a 

FH de la rata adulta c.:ontícrn: los mayores niveles cerchraks dL: fru.:tnrcs ni:urotrútinis 

como d de crecimiento nervioso (FC;>-;), factor ncurotrótico derivadn del ccrehro 

(BD~F) y nL:urntrofina-3. La reducción probable de los niveles de ncurotrofinas en la 

FH puede inducir la mue1ic neuronal (Korsching, 1993). En apoyo a esta idea estún los 

resultados que indkan que las dendritas (que son los sitios de lihcrnción de neunitrotlnas 

dependientes de actividad (Thocnen, 199 I )), se reducen también en la FH después de la 

privación proteínica prenatal (Cintra y col., 1990. 1997; Díaz-Cintra y col.. 1991. 1994 ). 

Por otro lado, la malnutrición altera la concentración de algunos factores promotores del 

crecimiento en el organismo como el factor de crecimiento tipo insulina-! ( IGF-1 ). la 

honnona del crccimicnto~GH. la insulina etc. (\1uaku y col.. l 995a.h: Rcis y col.. 1996). 

El FC:'J en la FH se produce parcialmente por sus neuronas GABAérgicas (Lautcrhon y 

col., 1993). Así, la reducción numérica de estas neuronas observada después de la 

privación proteínica postnatal (Andradc y Paula-Barbosa, 1996). puede potenciar la 

muerte neuronal. Para apoyar esta idea se cita el trabajo de Van dcr Zee y col. ( 1995) 

quienes mostraron que el FCN está involucrado en la sinaptogéncsis de las fibras 

musgosas, ya que su administración intravcntricular. aumenta la sinaptogéncsis de las 

fibras musgosas en el stmtum oriens del C A3 producida por el kindling mnig<lalino, y 

por el rnntrario. la administración íntravcntricular de anticuerpos a este factor trófico la 

hloquea. 

5) Reducción del número de células granulares y/o piramidales. Varios estudios han 

mostrado que la malnutrición proteínica prenatal (DcBassio y col., 1994, 1996 ), peri natal 

(Bcdi, 1991} y postnatnl (l\ndradc y col., 1')')5a) pru,m.:an ia reducc1on tanto del número 

de neuronas granulares del GD como de neuronas piramidales del hipocampo ( Andradc 

y col., 1995a) y que aún la rehabilitación después de un periodo de malnutrición 

postnatal no rcstuhlcc.:e el número de células granulares y piramidales de lu FH (Andrndc 

y col.. 1995a). ;\;o existen trabajos con malnutrición proteínica prenatal ~ohrc la 

generación o cuantificación del número de células granulares y piramidales en etapas 
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adultas, sin embargo. Bedi ( l 991) estimó el número total <le células en el (iD en el <lía 

P70 y P2 l 2 en ratas a las que se les alimentó con 40% ó 60°,o de su <licta nnnnal <les<le el 

día El6 al día P30. La malnutrición no alteró el número de células granulares en el día 

P70, pero sí causó reducciún en los animales de 212 días de edad. muy ccrcuna a 1 a que 

se analizú en el presente estudio (220 días). Aunque en el presente trnhajo. no se cstimú 

el número de células granulares y piramidales. trabajos pre\ ios sugieren que la 

malnutrición proteínica prenatal reduce el número de células granulares y'o piramidales 

en animales adultos, indicado de manera indirecta por la rcducciún del área de la capa 

granular del GD en animales de 210 días de edad (datos no puhlicados de nuestro 

laboratorio). Así mismo, por la reducción del grosor del stratum lucidu111 i..:n ratas de 220 

días de edad (Díaz~C'intra y col.. 1994), ya que se ha visto en diversos trabajos que la 

reducción del número de células en una estructura dada, conlleva a la reducción del úrea 

y/o volumen de ésta (Andra<lt: col.. l 995a,h, 1996). 

6) Alteración en la actividad hipocámpica. Se conoce bien que los patrones de actividad 

neural provocada y espontánea promueven tanto la sinaptogénesis como la consolidación 

sináptica (Jacobson, 1993 ). Por lo qw.: una posibilidad de gran intt:rés es que las 

alteraciones en el ritmo theta (involucrado en procesos de atención) observadas en 

animales malnutridos prenatalmente (Morgane y col., 1990. 1993; Cintra y col.. 1995). 

lleven a la deficiencia en la sinaptogénesis y/o en la consolidaciún sináptica de las 

sinapsis FM- (' A3. 

7) Retraso en la velocidad de la sinaptogénesis y del refinamiento de li:ts concx10ncs 

sinápticas. Se sabe que la desnutrición retrasa o lentifica ditL·rentcs eventos del 

desarrollo en el S~C (Morgane y col.. l 993 ). Por otro lado, la conectividad sináptica st: 

genera y refina durante el desarrollo y maduración de acut:nlo al grado y tipo de 

experiencia de un individu._, (Jacobson, l ')9J). Ei rt:tardo de estt: evento (refinamit:nto) 

podría ser la causa de la observación de menos sinapsis en etapas adultas del desarrollo. 

De la misma manera es probable que la velocidad de la sinaptogéncsis del relevo 

sináptieo FM-CA3 a lo largo de la vida del animal malnutrido también se retrase o 

len ti fique. 
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Es claro que se requiere de otros trabajos que evalúen y validen cada una de estas 

propuestas y la posible interacción entre ellas. 

Por otro lado el desarrollo y función neuronal requiere de la participaciún de proteínas 

mcmbranalcs y citoplásmicas, además en el cerebro adulto la sinaptogénesis requiere la 

presencia de proteínas }o¡;ales para la construcción de complejos ncurnnulcs (Stl:ward. 

1987) con alto contenido de proteínas. como por ejemplo. la densidad postsinápirn que se 

encuentra en las sinapsis excitatorias y que es una zona cspecialinda en recihir u los 

neurotransmisores y que udemás ¡;ontienc moléculas para la transduc¡;ión de señales para 

responder a estímulos sinápticos (Craven y col., 1999). Por otro lado, se ha dm:umenta<lo 

que la capacidad para sintetizar proteínas se encuentra reducida en los animales malnutridos 

(Yokogoshi y col., 1992). lo que podría producir reducciún de la disponihilidad 

intraneuronal de los "bloques moleculares de construcción" (p. e. aminoácidos. tuhulina 

etc.) y de la producción de las proteínas necesarias para activar el citoesqueleto y lograr la 

elaboración y crecimiento de procesos neuronales y sinápticos, en general. la modificación 

y consolidación sináptica (Stcward, 1983. 1987, 1996: Stcward y Falk. 1986). Se ha 

documentado que los inhibidorcs de la síntesis de proteínas pueden prevenir algunos de los 

cambios estructurales sinápticos observados después de tareas <le aprendizaje en pollos 

(Rose, 199 I ). 

Estudios recientes han mostrado que los neurotransmisores regulan la densidad 

sináptica (Matsukawa y col.. 1997; !vlazer y col., 1997), por ejemplo, la falta de scrotonina 

y acctilcolina disminuyen el número de sinapsis en diferentes regiones del hipocampo 

induyendo el C' A3. Por otro lado se ha reportado que ratas adultas malnutridas 

prcnatalmcntc de 220 días presentan reducción de la densidad de fibras scrotoninérgicas y 

de sitios de recaptura a serotonina en el C'A3 (Blatt y col .. 1994). Así en concordancia con 

esta ícducción. la ícspuestii er11.:untn:1Ju cu t:!iil: lrabajo de reducción de ias sinaps1s FM-CA3 

puede ser debida a las alteral'.iones del sistema serotoninérgico observadas en animales 

adultos malnutridos en el periodo de gestación. 

Se ha documentado que la noradrcnalina es un regulador de eventos regresivos como 

la eliminación sináptica, por otro lado se ha observado que la malnutrición prenatal 

aumenta la concentración y liberación de noradrenalina ( Soto-\,foyano y col.. l 998 ). Por lo 
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que es probable que el aumento de noradrcnalina conlleve a mayor climinm:ión sináptica de 

FM-C' A3 ya que el CA3 recibe afcrcncias noradrcnérgicas. Además se ha reportado que 

alteraciones tí.mcionalcs provocadas por la desnutrición prenatal se n:stahleccn al adicionar 

en la dicta un inhibidor de la tirosina hidroxilasa, que rcstahkcc las conccntrm:ioncs de 

noradrcnalina en los aninrnles malnutridos prenatalmcntc (Sntn-\ilnyano y col.. 19'!8). 

La participación de las hom1onas en el presente trabajo no debe descartarse dado que 

la FH es dependiente y sensible a cambios en los niveles de ditcrcntes honnonas durante su 

desarrollo (Jaeobson, l '!93 ). ;\;o se han realizado aún investigaciones donde se analicen los 

niveles honnonales tanto de las madres como de las crías bajo malnutrición proteínica 

prenatal. Sin embargo. en un trabajo reciente se documentó que la privación de nutrimentos 

por 48 horas en la etapa de gestación. produce en los fetos machos de cobayos, aumento del 

cortisol y reducción tanto de la tiroxina como de los niveles de receptores a 

glucocorticoides en los campos CA I y CA3 del hipocampo (Lingas y col., l '!99). Es 

prohahlc que al igual que en el trabajo mencionado los niveles honnonalcs en animales 

malnutridos se alteren. así. se sabe que d número de células granulares del GD se reduce 

por la ausencia de glucocorticnidcs (Sapolsky. 1987), por lo que la reducción de sinapsis 

FM-C A3 reportadas en el presente trabajo tal vez se dcha a una acción indirecta de la 

posible reducción de glucocorticoidcs sobre las células granulares. La reducción de tiroxina 

en los fetos es un punto importante ya que en el cerebro la tiroxina es convertida a 

triiodotironina y como se conoce las hotn1onas tiroideas tienen efectos directos sobre el 

desarrollo estructural dd ccn:hro fetal (Lingas y col., 1999). Así. se ha documentado que la 

deficiencia de hom10nas tiroideas producen reducción del volumen de la capa piramidal del 

C A3 (Madeira y col., 1992) y del número de células granulares del GD (\iladcira y col., 

1991 ). además de causar retardo de la sinaptogéncsis en la capa molecular dd GD (Rami y 

Rabié, I 990). También se ...,nhe que lns e~;trógcnos regula11 ia plasticidad stnUptica y la 

fisiología de la FH así como el aprendizaje que es mediado por esta estructura (Wciland y 

col., 1997). La reducción prnhahlc de estrúgenos en animales malnutridos prenatalmente 

puede contribuir a los resultados obtenidos ya que se ha reportado que sus receptores se 

encuentran principalmente en las intemcuronas de la FIi (Wciland y ,ol.. l 997). las cuales 

se reducen por la malnutrición pos natal ( Andradc y Paula-Barbosa. 19%). Existe e, iLlcncia 
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<lr 4uc los rstn\;!cnos incrementan la <lensida<l de espinas dendritiL·a-, y las sinup-,is rn lus 

i.:élulas pirnrnídaks del Ci\ 1 ( WL·iland y Clll.. l 997) a<lcmús la supLT\ i\ L'ncia de Ju.., n:·!ub-, 

µranulares del GD dependrn de esteruides gonadak-.; (Ciould. (l)90). 

Los resultados ohscrn1dlis en el presente trahajo no pueden Sl'r tkhidn, L'l1 purk J Ju.., 

camhios estructurales de la FI I debida a la edad. De m:ucnlo a la likrawra se consider;1 

anciana a una rata de 27-28 meses de edad (X 10-840 días). rata adulta maduru de 9-1 O 

mc-,e:- de e<lad (270-365 días) y rata adulta jmcn de .'i-.5 meses de edad (tJ0-150 días) 

(Geinisman y col.. l 9X6: Rapp y coL l 999). Las ratas usadas en el presente estudio se 

sJcriticaron a los no di.is lk edad (7.3 meses} por lo que se com,ickran enmo ratas adultas 

mudura:- (inL·lu-,o aún má:-. jú\enes). esta c<lad no equivalen al periodo de vejo donc.k 

pudieran existir trastornos del aprendi1.aje y memoria debidos a la <:dad. Rapp y col. ( l 999) 

han dtH.:umentado qué los daños én la memoria y apn:ndin1je de ratas e, aluadas en 

lahcrintos de agua se prc:-.cntan en rntas ancianas (27-28 meses de edad) en tanto que entn: 

los grupos de ratas adultas maduras y adultas jóvenes no existen diferencias significath as. 

Tamhién reportan 4uc algunas características morli.llógicas como son el nú1m.·ro de células 

µranularL·s y piramid:11L-.., y el nilumen de difcn:nks capas de la FH no son dikrentcs entre 

los dos últimos grupos. Por otro lado se eonocé 4ue el volumen del sistema de lihras 

musgosas aumenta conforme la edad avanza y 4uc no existen diferencias significativas 

entre ratas adultus jón:nes. adultas maduras y ancianas (Rupp y cnls .. 1999). En cuanto u) 

número de sinapsis en el hipocampo. se sahc 4uc ini:n:rnentan '>ignilicati\'amente i:on la 

edad. aun4ue la última edad anali;ada fue de 150 días. en comparación con la'> sinap:-.is de 

otras regiones del sistema límhicn como las Lle la cortc1a del dngulo en donde se ha 

ohsen adll que a esta edad el número de sinapsis disminuye ( Dilip y Desiraju. 1981 ). htus 

trahajos sugkrén sin cmhargo 4ue la malnutriciún prenatal a1.:ckra los procesos de 

cmcjccimiento vu que la pérdi,L, d1• ,inapsis ~i..·mcja :,ituaci,mL·:- rniacicrísticas Je la njL'/. 

l.a udhesiún de las mémhranas pre y postsinúpticas es fundamental para el proceso de 

timnaciún y mantenimiento de las sinapsis. este evento es mediado por diferentes 

moléculas como las inteµrinas. cadherinas. neuroliginas y neurexinas (Huntky y Bcnson 

1999). RccicntcmL·ntc se ha mostradu que la \.'-cadherina se asocia exL'lusivamL·ntc con 

sinapsis exéitaturias en el hipocampo (Be1bun y Tanaka. l 1NS). Por lo quL' prohahkmente 
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el menor número dc sinapsis excitatorias repo11adas cn el prcscntc trahajo sea un rdkjo dd 

daño en estas molél.:ulas (se requieren observaciones más detalladas al rcspecto). 

También se ha documentado que las moléculas <le adhesión celular neuronal 

(NCAM), regulan el crecimiento y la sinaptogénesis de las fibras musgosas. lo 1.;ual se ha 

evidenciado por estudios en ratas epilépticas que muestran un desarrollo nipido y 

sinaptogéncsis de las F:vl, los cuales coexisten con un aumento en la inmunorcactividad a 

las '.\;C AM en las FM del CA3 (I'\iiquct y coL 1993). Por lo que la rcducciún dL· contactos 

sinúptkos del prcscntc trabajo pudiera rcflcjar en parte alteraciones en estas moléculas en 

animales malnutridos prenatalmcntc. 

Con relación a los estudios que utilizan la térnirn de Timm, se sahc yue esta man.:a 

claramente la zona tenninal de las FM ricas en cinc. sin embargo este método no provee 

infonnación de la estructura fina y de la conecti\'idad. De aquí la importancia de realizar 

estudios ultracstructuralcs para conocer el patrón de corn:ctividad sináptica en animales 

tanto controles como malnutridos prcnatalmentc. En nuestro estudio la malnutrición 

prenatal causó el mismo efecto (reducción) en el volumen total del sistema de tibras 

musgosas y de su haz suprapiramidal. Sin embargo se conoce que las diferentes regiones 

que confonmm el sistema de fibras musgosas responden de manera diforcntc a diversos 

programas de malnutrición (Andradc y col., 1996). Así se ha reportado que hajo 

malnutrición hipoprntcínica postnatal, sólo se reduce el volumen del kv suprapirumidal, en 

tanto que el haz infrapiramidal así como la zona de fibras musgosas en el GD no se afectan. 

Los botones de las FM contienen las más altas conccntracione" tic cinc en el cerebro 

(Frederickson y Danschcr, 1990), el cual es cvidcm:iado por la técnica de Timm. por lo que 

el menor volumen observado de esta tinción sugicn: varias interpretaciones: 

a) Este metal es encontrado en las veskulas grandes de centro denso y es 

recapturado y liberado en los botonc:, de las rM. ¡.,ur io que prnhahlcmcnte una reducción 

en la tinción de Timm puede reflejar menor captura y menor liberación de cinc en las 

sinapsis FM-CA3. 

h) Escobar y col. ( 1997) documentaron que un aumento en la tim:iún de Timm puede 

indicar la transfonnación de sinapsis de las FM existentes de un estado rico en cinc a un11 

deficiente y que este efecto puede rcYelar una transfi.innación de sinapsis "silenciosas'· en 



sinapsis funcionales (con un alto conteniendo de cinc). Lo cual implicaría que la redwxiún 

de sinapsis FM-CA3 observada en animales adultos refleje únicamente el número de 

sinapsis funcionales. 

e) Debido a que la tinción de Timm evidencia la presencia de c.:inc en las \'csículas 

sinápticas es prohahlc que exista reducción de este elemento. In cual se muniticsta 

indirectamente por la rcducciún del volumen de tim:íón. 

d) Una de las funciones del cinc es la de estabilizar el almacenaje de proteínas 

dentro de las vesículas sinápticas. por lo que la probable descstabili1ación de las proteínas 

involucradas en generar cambios plásticos contribuyan a rcdudr el número de sinapsis. 

e) También. de manera indirecta, estos datos indican q_uc existen menos vesículas 

sinápticas en las tenninalcs axónicas musgosas. 

f) Los botones de las FM contienen dinorfinas y en menor grado cncefalinas 

(McGinty y col., 1983), la reducción del número de vesículas sugiere menor cantidad de 

neurotransmisores por ejemplo, de péptidos opioidcs y/o glutamato. Los opioidcs 

endógenos están involucrados en la sinaptogénesis de otros sistemas sinápticos (Pérc/

Navarro y col., 1993 ). en la regulación del desarrollo del SNC así como en la expresión y 

los niveles de factores neurotróficos (Hauscr y col., 1989; Pérez-!\'avarro y col., 1993 ). 

Además los antagonistas a péptidos opioides ejen:cn influencia sobre el crecimiento del 

tejido neuronal que es dependiente de la duración del hloqueo de receptores a opioidcs 

(Nlerincy y col., 1991; Pércz-~avarro y col., 1993 ). Todo lo anterior sugiere que el número 

de sinapsis puede ser consecuencia de la reducclón de péptidos opioides en el animal adulto 

malnutrido prenatalmente. 

g) La reducción de la tinción de Timm también puede reflejar nxlucción del número 

de FM, lo cual aunado a la reducción en el número de sinapsis excitatorias implica que 

existe menor sustrato para producir fenómenos excitatorios como el kindling y la l.TP. 

h) Otra posibilidad es que se reduzca el volumen de los botones tcnninalcs 

individuales. 

Es impo11antc mencionar que en este estudio el volumen total del sistema de fibras 

musgosas se redujo 37º·o en animales malnutridos prenatalmcnte, en tanto que el volumen 

del haz suprapiramidal sólo se redujo en un 14%, lo cual indica que las alteraciones 



principales en el volumen residen en el haz suprapiramidal y/o en la región hiliar. htc datu 

es importante debido a que se ha mostrado que la l.TP en el hipocampo y en la amígdala así 

como el kindling hipocámpico en ratas machos adultos, producen sinaptogénesis en el 

stra/11111 oric11s del CA3 c\i,kneiado por un volumen mayor en la tinei,,n de Timm. por lo 

que la reducción de la tinción de Timm en el ha,1 infrapiramidal sugiere menor 

sinaptogénesis en esta región (stra/11111 oric11s) lo cual daría evidencia en el sentido de que 

cambios anatómicos rclaciunados al paso de infonnación semejante a la l.TP en esta vía no 

son posibles. y esto explicaría en parte las alteraciones observadas en la l.TP de animales 

malnutridos pn:natalmcnt<:. 

Estimar el núm.:n, tutal de las sinapsis en una región o suhrcgiún del S:'iC es un 

parámetro de gran importancia cuando se trata de evaluar la capacidad de integración de 

una estructura. Las sinapsis representan los puntos de comunicación entre neuronas por lo 

que su número refleja la cantidad de infonnación que cada neurona es capa,1 de procesar. 

por lo tanto. el nivel de alteración en cada relevo sináptico refleja un trastorno en el proceso 

de esta infonnación. Junto con la infonnación acerca del número de neuronas y de los 

procesos neuronales (p. c. ramas y espinas dendríticas), ellas proveen infonnación del 

marco estructural en el cual se inte111rctan los cambios en la capacidad funcional de una 

estructura neuronal. 

El papel fisiológico de la reducción de sinapsis FM-CA3 no puede ser concluyente 

con los datos del presente trabajo. sin embargo su localización debe tenerse en cuenta para 

correlacionarlo con implicaciones funcionaks. Se sabe que las sinapsis F:vl-CA3 son de 

tipo excitatorio (Andcrscn y col., 1966) y su reducción puede influenciar la eficacia de la 

transmisión sináptica (Pcters y Kaiscnnan-Abra1m,t: 1970: Calverlcy y Joncs. 1990). Esta 

idea también es apoyada por la reducción en la tinción de Timm que de manera indirecta 

refleja un 1ncnor nú1ncro de vesículas sinúpti~as y por tanto de menor cantidad de 

neurotransmisores. Además la reducción de las sinapsis F:vl-C A3 refleja un menor número 

de sitios de liberación de neurotransmisores afectando de esta manera la transmisión 

sináptica en esta vía. Así. los cambios morfológicos observados en animales malnutridos 

pr.:natalmcnte pueden estar relacionados a la modi ticación en la eficacia sináptica 

(Ramirc/-Amaya y col., 1999: Cicinisman y col._ 1996) y dado que la excitabilidad de las 
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célulus piramidales del CA3 es modulada principalmente a través de las tihras musgosas 

( Ben-Ari y Represa. 1990; Rami1-c1-Amaya y col.. 1999). estos cambios morfológicos 

pueden representar un evento importante de alteración en la actividad de las células 

piramidales del CA3. 

Para producir un impulso una neurona requiere la activación de muchas entradas 

sinápticas en concierto. una reducción del número de sinapsis excitatorias prohahlementc 

influya en los mecanismos de sumación temporal y espacial de los potenciales sinápticos y 

esto afecte finalmente la integración de la infonnación en las neuronas piramidales del CAJ 

para dar una respuesta ya que probablemente no se alcance la suficiente co1Tiente positiva 

para dcpolari1ar a las neuronas piramidales del CA3. Aunque es importante mencionar que 

este mecanismo de integración incluye tanto a la excitación como a la inhihición. En este 

sentido es importante mencionar que las neuronas piramidales del CAJ además de las 

afcrencias de las células granulares. también recihen aferencias directas de la corte;a 

entorrinal. de fibras comisurales y de asociación. todas ellas de carúcter cxeitatorio y 

entradas inhibitorias de las células GABAérgicas o intemeuronas. 

Es de esperarse que las alteraciones füneionales observadas en animales malnutridos 

no solo sean debidas a las alteraciones morfológicas observadas en el GD y en el propio 

hipocampo ya que la malnutrición prenatal. pudo haber alterado otras estructuras que 

füncionan de manera sincrónica como la corteza cnt,minal y el complejo subicular. Fsta 

idea se apoya por el trabajo de Andradc y col. ( 1998). quienes han indicado un efecto 

diferencial por la malnutrición postnatal sohrc estas estructuras. Así. el s11hirn/11111 se afecta 

por este paradigma no así la corteza ento!Tinal. Si bien las sinapsis asimétricas F\il-CA3 

representan el filtro de la infonnación que pasa a través del circuito trisináptico. es 

necesario conocer las modificaciones en la estructura y el número de los relevos sinúpticos 

restantes del cir'-'uih, trisinúpticn hipocán1pit.:o para conotcr que pasa con la sinapsis de 

entrada y salida del t1icircuito. 

Las sinapsis F:vl-CA3 son consideradas como un filtro de la infonnación proveniente 

de la corteza cnto!Tinal que es transmitida al propio hipocampo (lkck y <.:o!.. 1992), además 

las neuronas piramidales de la región CAJ del hipocampo son impo11antcs desde un punto 

de vista fisiológico debido a que pueden modificar la infonnadón que entra a través de las 
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cnncxtoncs que cstahkccn unas con otras y transferir asi el mensaje modificado a las 

neuronas del campo CA 1 (Li y col., 1994). Por lo que la reducciún del número de sinapsis 

FM-CA3 ohscrvada en animales malnutridos prcnatalmente puede implicar menor 

activación fisiológica de la FIi. Así estas alteraciones sumadas a las de otros trabajos 

sugieren que la información polisensorial proveniente de diversas c011ens de asociaciún 

que comergen en la FH, donde esta infonnación se procesa y se filtra para luego 

proyectarse (divergir) de regreso y ser integrada en las diferentes corte/as de asocim:ión, es 

diferente en los animales malnutridos prenatalmcntc. 

Las sinapsis de tipo I o simétrico son inhihitorias (Peters y col.. 1976) y aunque no 

füeron cuantificadas en este trabajo, los resultados muestran reducción de las sinapsis 

excitatorias en el CA3 y sugieren que el mecanismo inhibitorio puede estar aumentado en 

esta región. Este es un parámetro que es importante analizar en un futuro ya que la 

respuesta de las neuronas piramidales del C A3 esta dada con hase a la integración de la 

infomrnción de sinapsis excitatorias e inhibitorias. 

La proporción de sinapsis asimétricas FM-CA3 varía en diferentes etapas a través de 

la vida de un organismo. Su proporción es menor en animales jó\cnes y predominante en 

animales adultos (Amara] y Dent, 198 L DeGroot y col., 1995). Con hase en ésto, la 

reducción del número de sinapsis en animales adultos malnutridos prenatalmcntc aqui 

reportadas, podria reflejar etapas anteriores del desmTollo. 

Dado que la FIi es una estructura poliscnsorial por excelencia, es importante tomar en 

cuenta el factor cstimulación en la interpretación de la reducción de las sinapsis F:'vl-CA3 

ya que se conoce que este tipo de sinapsis aumenta hajo condiciones de cstimulación 

(Shankaranarayana y col., 1999). En relación a este punto. se ha documentado que en 

nuestro modelo de malnutrición prenatal la interacción entre la madre y las crias y entre las 

crías mir..ma,, se deteriora {Gnllcí y Tonkis~. 199 i; Tonkiss y coi., J 9LJJ) aunque de una 

manera menos se\'era que en modelos de desnutrición postnatal (Salas y col., 1984 ), por lo 

que la reducción de sinapsis FM-C AJ puede estar también influenciada por este factor. En 

relación a ésto, Moser y col. ( 1994) encontraron que animales mantenidos en un medio 

amhientc complejo incrementan las ramificaciones dendríticas de las neuronas piramidales 

del CA I y tamhién hace a las ratas más eficientc's en una tarea espacial. Los daiios 



observados en los animales malnutridos prenatalmentc pueden indicar incapacidad o 

dcticicncia de la recepción de diferentes estímulos. 

En la rata, la FH es una estructura involucrada en procesos cognoscitivos como lo es 

el aprendizaje y la memoria espacial {Olton y col., 1978; Bamcs, 1988; Eichcnbaum y 

Cohen, 1988; Olton, 1989: Spcakman y ()'Kecfc 1989: Eichcnhaum y Otto, l 1J92). Se 

considera además que la potenciación a largo pla/n generada en el hipocampo es un modelo 

de plasticidad sináptica y sustrato de un mecanismo celular que delinca la memoria. La LTP 

es un irn:remento sostenido (días o meses) de la eficacia sináptiea debido a la acti\ación 

repetitiva de sinapsis excitatorias en el hipocampo. además esta fómrn de plasticidad 

sináptica esta asociada a un aumento o rcmodclamicnto estructural de la poblaciún sinúptica 

activada ( C'hang y Greenough, 1984: Lec y col., 1980: Geinisman y col., 1991 ), por lo que 

la dificultad para inducir y mantener la LTP reportada en la vía patrón perforantc-ci:lulas 

granulares de ratas adultas malnutridas prcnatalmente (Bronzino y col., 1991 a,b. 1996: 

Vlorgane y col., 1992. 1993 ). probablemente se dehc, al menos en parte, a que se reduci: el 

número de sinapsis excitatorias como se ha reportado en d presente trahajo. Además Weeks 

y col. ( 1998) documentaron que el número de sinapsis cxcitatorias es un factor importante 

en el mantenimiento de la LTP del GD. Estos autores observaron una correlación positiva 

entre el número de sinapsis en la capa molecular del GD después de estimulación de la vía 

perforante, y los estudios elcctrofisiológicos en animales malnutridos prenatalmente, 

muestran quc la fase de la L TP más <lañada es precisamente la fase de mantenimiento. 

Se ha observado sinaptogénesis cn el campo CA3 de la FH después de estimulaeiones 

de alta frceucneia su ti cientes para inducir LTP en fihras musgosas ( Es..:ohar y col., 1997) y 

de la vía perforantc (Adams y col., 1997) en ratas machos adultos. Aún no se han rmlizado 

experimentos de LTP de la vía FVI-C A3 cn animales malnutridos y es posihlc como lo 

demuestran los estudios ot' r TP en el GD. que también la L Tr en i:.::--la vía este aitcrada, por 

lo que sería muy importante en un futuro analizar este punto. l.a L TP en esta vía es 

depcndientc de péptidos opioides por lo que es deseable que sc analice este sistema de 

neurotrnnsrnisión y su probable alteración, en conjunto con la redw.:i:ión del número de 

sinapsis FM-CA3. 
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Si la sinaptogénesis de la FH se altera por malnutrición prenatal y se refleja en la 

reducción de sinapsis asimétricas FM-C' A3. también puede explicar en parte el hecho de 

que las ratas malnutridas prcnatalmcntc requieran más sesiones de estimulación antes de 

dcsan-ollar las convulsiones motoras generalizadas indicativas del estado de kimlling 

hipocámpico (Bronzino y col.. 1990). En este sentido se ha reportado que el kin<lling 

hipocámpico. está asociado con la forn1ación de sinapsis de fibras musgosas en la rcgíón 

CAJ de la FH (Gcinisman y col.. 1992; Represa y Bcn-Ari. 1992). 

Es posible que las alteraciones en tareas cognoscitivas observadas en animales adultos 

malnutridos prenatalmcnte (Tonkiss y Gallcr, 1990; Tnnkiss y col., 1990, 1991, 1993) se 

deban. al menos en parte, a la pérdida de contactos sinápticos FM-C AJ, ya que se ha 

postulado desde la época de Ramón y Caja] ( 1899) que el crecimiento neuronal y la 

frmnación de nuevos contactos sinápticos es base para la función del aprendizaje y de la 

memoria (Horn y col.. 1985; Van Recmpts y col.. 1992). Así, Ramírcz-Amaya y col. ( 1999) 

en un estudio donde se relacionó la sinaptogénesis de las fibras musgosas y el desempeño 

de animales en el laberinto de Morris, observaron que animales sobre entrenados y por 

tanto más eficientes en esta tarea espacial, presentan fenómenos de sinaptogéncsis en las 

FM en el área CA.3. Los cambios ultracstructurales revelaron un incremento de la densidad 

de sinapsis asimétricas por unidad de volumen en el stratum oriens y del 15% en el stratum 

lucidum, aunque en esta última región la diferencia no fue significativa. Sin embargo, eahe 

mencionar que este trabajo no analiza el número total de sinapsis asimétricas ya que sólo se 

evaluó una región a lo largo del eje septotemporal del hipocampo, y además sólo se tomó la 

densidad sináptica por unidad de volumen sin tener en cuenta el volumen total del stratum 

lucidum, por lo que probablemente esta diferencia se incremente. Aún así, este trabajo 

muestra que mee.mismos de memoria y aprcmlii-.aje están relacionados con aumento del 

número de sinapsis de las F~l en el arca C A3 dci hipocm11pu, por lo que prohabkmcntc l:.!s 

deficiencias conductualcs observadas en animales adultos malnutridos pueda deberse en 

pmic a la reducción de sinapsis FM-CA3. 

Por último las ratas adultas malnutridas prenatalmentc pueden ser más vulnerahlcs a 

agentes ncurotóxicos xenohióticos y más susceptibles a desarrollar cntcnnedades 

neurodegenerativas, ya que se ha ohservado que el estado nutricio en humanos es un factor 
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muy importante en la cnknrn:dad de Parkinson (Turrats-Z. l 991)}. Alten.H:ioncs dL· l:1 H 1 

tamhién hun sido ohscnudas en condiciones patológicas como en la epilepsia del lúhulo 

kmporal y en la enfcnncdud tk Al/hcimcr. 



CONCLUSIO!'IES 

1 ) La malnutrición hipoprotcínica prenatal reduce a) el volumen total estimado del sistema 

de fihras musgosas. h) el volumen de su haz suprapiramidal, e) la densidad numérica 

por unidad de volumen y d) el número total estimado de sinapsis asimétricas entre las 

fihras musgosas de las células granulares del GD. y las excrecencias torneadas de las 

células piramidales del CA3 del hipocampo. 

2) La malnutrición prenatal causa una deficiencia a largo plazo en la conectividad 

sináptica en la rH, prnhablcmente debida a alteraciones en la sinaptogénesis y/o en la 

consolidacilín simíptica, fenómenos que detcrn1inan y regulan el número de conexiones 

neuronales. 

3) La reducción en el número estimado de las sinapsis F'.'vt-CA3, pouría explicar. al menos 

en parte. las alteraciones de la LTP, kindling y de tareas cognoscitivas descritas en ralas 

adultas bajo malnutrición prenatal. 

4) La reduccit1n del número de sinapsis FM-C' A3 sugiere alteraciones en la transmisión 

sináptica en esta vía neuronal. 

5) La modulación de la excitabilidad en las neuronas piramidales del CA3 puede ser 

probablemente menor en animales malnutridos prcnatalmentc. 
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Figura 1 S. Diagrama que muestra la aportacíón del presente trabajo en el contexto de los conocimientos reportados previamente. 
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ABSTRACT: The present study was undertaken to investigate the effect 
of prenatal protein deprivation on the postnatal development of the mossy 
fiber plexus of the hippocampal formation on postnatal (P) days 15, JO, 90, 
and 220. Although there is extensive information about the effects of 
malnutrition on cell body and dendrite morphology, little attention has 
been paid to axons or axon plexuses. The mossy fiber plexus represents the 
dentate gyrus granule cell axonal projection to areas CA4 and CAJ of the 
hippocampal formation and is readily demonstrated with Timm's heavy 
metal stain. With the use of this stain, the plexus was measured at 13 levels 
throughout the hippocampal complex. There was no effect oí the diet on 
the anatomica[ distribution oí the plexus. The current study, however, does 
show significant effects of prenatal proteil'Hllalnutrition on postnatal develop
ment of the mossy fiber plexus that are age dependent The prenatally 
malnourished rats show significant deficits in the total rostro-caudal extent and 
volume of the plexus on P15, P90, and P220, with the most marked dietary 
effect on P220. There was no significant diet effect on PJO in either extent ~r 
vo!ume. Hippocampus 7:184-191, 1997. o 1997 Wiley-liss, lnc. 

KEY WORDS: morphometric Timm study; dentate gyrus; dentate gran-
ule cells; computer-assisted image analysis 
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Nucricional deprivadon has produccd marked dfeccs on che anacomical 
devc:lopmenc oí che hippocampal formation (Fish and Winick, 1969; 
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Scewart et al., 1974; West and Kemper. 1976; Morgane 
et al .• 1978, 1992, 1993; Lewis et al., 1979: Kan and 
Davics, 1982, 1983; Kan ec al., 1982; Ahmed et aL. 
1987; Paula-Barbosa et al., l 989; Cintra et al.. 1990, 
1997; Andrade et al., 1991; Díaz-Cinrra er al., 1991, 
1994; Bedi, 1991; Garda-Ruíz et al., 1993; DeBassio et 
al.. 1994. 1996), with several oí these studíes emphasiz
ing the importance of prenatal malnurririon on the 
posmacal developmenr oí che hippocampal formacion. 
In rats provided one-half rheir usual food incake from E6 
until sac:rifice, Lewis et al. (!979) found the ce!! cycle 
rime oí dentare gyrus granule cdl neuroblasts was 

prolongcd on posmaral days l, 6, and I 2. In che same 
paradigm oí prenatal protein deprívarion used in rhe 
current scudy, DeBassio et al. (1994) found a decreased 
prenatal neurogenesis oí dentare granule cells in che 
hippocampal formacion. Karz and Davies ( 1983) ob
served a significamly decreased widch oí che hippocam
pus only in rats in which undemurrition induded rhf' 
pcriod oí gescac1on. In morphomecric Golgi scudies of 
che granule cdls in che demare gyrus, Diaz-Cinrra et al. 
(I 99 I) found that che effect of prenatal procein remic
tion was similar to rhat noted by Cintra et al. ( 1990) for 
both pre- and posmacal protcin deprivarion. There were 
significanc rcductions in ccll siu, decreascd number of 
synaptic: spínes rhroughout rheir dendritic exrent, and 
reduc:ed c:omplexicy of dendritic branching in rhe outer 
two-chirds oí che molecular !ayer. Wirh prenatal prorein 
deprivation, Díaz-Cincra et al. (l 994) found on CA3 
pyramidal cells a significam diet effect on che densicy of 
synaptic spines and complexiry of apical dendriric 



' 

1: 

11 

1 

PRENATAL PROTEIN MALNUTRITION ANO ,\1OSSY FIBERS 185 

,1-anch1ng; in ,l l.m:r p.tper ( Cintra l:'C al., 1997) these s,1me 
1wemgacors ,howed ,ignific.mt cffocts on CAl hippo(.tm¡nl 
.1yramidal cdls as well. 

The currenc mid~· was undert.tken to investigare the etfect of 
Aen.ual protc1n m.1lnucrition on chl:' postn,Hal development of che 
110ssy fiber pkxus. This plext1s, which is che d.:ntate gyrus granule 
di ;uon.1! projernon to hippocampal areas CA4 lnd CA3, is 

,dily dcmonsu·.aed w1ch che Timm's he;ivy mern! ~t:1in. Ir is 
mposed of thin, unmyelinated uons w1th gi.rnt terminal 

"'u ton swellmgs (Blackscad .md Kjaerheim, 1961; H;H1g, 1967; 
Vese et al., 1982) ch.u .1re r1ch in zinc (Hat1g, 1967; Danschl:'r ec 
,l., l 976; Frederickson .1nd Da11;cher, l 990). Severa] smdies have 
nown chac its dismbuc10n can be .ilrered by a variecy of insu!cs 
,icluding prenatal erh:11101 exposure (West and Hodges-5.wola. 
983), postnacal ethanol exposure (Wesr and Hamre, 1985), 
1yperrhyroidism (Ltuder and Mugnaini, 1980). ;md epilepsy 
'}utula et al., l 989; C.waz.os et al.. 1991; Repres;1 ;ind Ben-Ari, 
')92). 

rhe pn:senc scudy is the last of four scudies 011 rhe dencw: ¡p-rus 
.nule cells using che same paradigm of prenatal protein 

,.:privacion. lt exrends previous informarion on che dfi:ct of 
,rciucal malnmricion on an a.xonal plexus (Granados ec al .. l 995 ): 
,, om knowledge, chese are rhc: only rwo studies thac h,1ve 

· ,plored che effecc of malnutrition 011 an a.xo11al plcxus. Our prior 
111dies with che same diernry paradigm demonstrared an effect of 
11e low prntc:in diet on neuroge11esis of granule cells (DeBassio ..:t 
, , l 994, l 996) and, ac the samc: four ,lges used in che presenc 
,¡Jy, 011 postnatal developmcnc of granule cell sii.e, dcndritic 

.,111,ber, and synapcic spinc: denmy (Dím:-Cincra ec .,L. 1991). 
· n:sulcs of che present scudy will be analyzcd in rclanonship to 

~ .md other scudics. 

.. 
MATERIAL$ ANO METHO0S 

,"hirty femalc and ten male Sprague-Dawley VAF plus (virus 
.. ,t ;u1cibody free) raes were used for breeding. A more det.tikd 
.. ,cripc10n of che trntritional. macing, and fosrering procedure 1s 

-1 in a previous ar cicle (Galler and Tonkiss. 199 l ). The fema le 
veighed berween 175 .ind 200 g on arrival ,te 80-90 days of 

,,· Ali rats were maincained under identical condítions of che 
·dt-dark cycle (12:12 h), temperature (22-24ºC), and humidity 
-•-50%), with free access to food and water. Five weeks prior co 
.,.,ng, l O femalc: raes were fc:d a 6% casein diet and 20 females a 

.. ,, casein diet. Males were placed on either a 6 or 25% casdn 
, l week prior ro breedíng wich their respective diet-fed 
... 1les. For breeding, one malc: rae was placed in a cage 

.... aining chree females. V.1gina! smears were obtained each 
nmg ca determine: che onset of pregnancy. One week prior to 

pected parturicion, all sperm-positive females were placed in 
; 11escing cages (48 X 27 X 16 cm) wich adequace, clean 

.. 1 ng material. Thc pups from each diec group thac were born 
.. ,me day were weighc:d and sexed, wich four males and four 

.. lt'S foscered as whole iitters to dams fed a 25% casein dice, 

giving :1 tot.11 of ten lirters of cross-foscercd control ,1nd prot~in
dcprived r,m. The cross-fostered pron:in-deprived raes .irc rctcrrcd 
ro as.che 6125 dii:t group raes and thc control as che 25!25 díet 
group raes. After wean~ng, the raes were housed 111 groups of four 
in samc-sex colony cages. 

At 15, 30, 90, Jnd 220 d,iys of age one male pup per lim:r was 
randomly sdected from both diet groups for hisrologicJ! scudy. 
Eight pups per diet group were studíed ,lt each .1ge, for ,1 tot,11 of 
64 pups 111 che control .rnd cxperi1rn:ncal groups. The r.HS wc:n:: 
;inesthc:rizi:d wich pemobarbiczli, pcrfmed chro,1gh che he.ut v.1th .1 
solttt1011 conc;iining 5.85 g of sodi,1m sulfide .rnd 5 9'i g of 
monobasic sodium monohydrace in 500 mi of d1mlkd w.uc:r unnl 
che ceeth were observed ro be darle followcd by 1.0% ( wlv) 

pJraformaldehydc .md 1 25910 ;vlv) glutarald.:hyde 1n lJ. l .\1 
phosphate buffer (pH 7.4) (West and Hodges-5.wob, 1983: Wcst 
and Dewey. 1984). Thc brlins were :·e moved ar.d ¡:iost-fixed 111 c:1c 
same míxed aldehyde fixarive to wh1ch 30% sucrosc (w1v) v.as 
added. They rem.lined in chis solution until ch,:y sank ro thc 
bottom ot the container. Thc hippocampal form.mon was rhc·n 
blocked .ind CLIC in fro-z.cn ,eccion in the coron.:il pbne At i::v..-ry 
240 µm inrerval, chrl:'e co11;ecucive seccions wi::n: CLH .tt .1 ch1ckn,ss 
of 40 µ.m. All sections w,;re prucessed using a mod1fiGmon üf 
Timnú sulfide s1lver kchn191te .,ccording to thc 111cd1od ot" 'X'..:st 
et al. ( l 98 l) ;tnd Wcst .1nd Hodges-S,1vola ( l 9831. Si:r1,:s l w.1s 
Timm's staincd alone, .1nd series 2 .1nd 3 wcre councer-,t.ll n..:d 
with cithcr cresyl viokc or thion111 sea.in ro focdic:ne corrl:'l,H1on 
with cyto:uchicecrnre. Figurl:' 1 shows i:x.1mpks of ,hes,: ~r.11:1s, 
The Timm's sca1ned section wnhout coumer-sta,n w,1, L1scd fo, th<: 
measun.:mc11ts of che mossy fiber p li.:x,1s. E,1ch sl1d-: w.1s -"':g:1<:J .1 
r,1ndo111 numbcr to ..:n,ure th,1! th<: ob,crv.wom wer<: bl,nd w,rh 
rcspect to diet ,\lld .1ge. 

From cach h1scolog1c.il s..-cuon. the ,\l"C,1 ot the 1110,,v lihe1 
plexus ofrhc hippoc,1mp;1] form,won was mc,bured 011 <111-: ,iJ~ pt 

rhL' brain w1rh ,\ computs:r-.15s1stcd 1111,1g111g r..:..:hniqu, d-l1,tu 
2000). The ma1n fea cures of chis system .1n: th,H ~.ich r.1!uu,cnp1c 

field is seo red in compllti:r mcmory .tnd th.1t .rny .11u;yzc:J tick! ..:.111 
be extended to incl11de adjac¡,:nc fields. Thc mcasurl:'111c:11cs .irc 
performed using :i sysccrn of X, Y optoekcnic sensor, (H,1d~11-

hain VRS 720B) that .trc: mounced on rhe microscop~ scagl:' wich 
an accuracy of l µm. The extent of the mossy fiber p!cxus w.1s 
delinemed according ro the mechad of Wesc ec ;d. ( l 978). For e,ich 
animal comparable anacomical lc:vels were sdecred from thl:' tor.1! 
rostro-caudal extent of rhe bippocampal formation for analysis. 
The first level selecced was 80 ¡un from the rc~tral pok of du: 
mossy fibc:r plexus. The distances berwc:en che next l 2 levc:ls .ue 
shown for each age and diet group in Table: 1. ln ali bl'ains che 
supra- and infrapyramidal blades of che dentare gyrns werc 
continuous at levels 1-6, as shown in Figure !A. The total volume 
of the mossy fiber plexus was cakulaced according to che formula 
ofWest et al. (1978). 

Sratiscical analysis was performed using che Smistical P:1ckagi: 
far Social Smdies (SPSS) version 3.3. The test used was a rwo-way 
ANOVA (Age X Diec). Whrn a significam inreraccion elfecc was 
found, che posc-hoc Tnkey test was done. Scatisrical significancc: 
was accepced if P < 0.05 . 



FIGURE 1. E.xamples ofTimm's staincd scctions at threc dift'er• 
cnt levcls in a control rat at 30 days uf agc. A: Section countcrstained 
with thionin at lcvcl 4. 8; Section " leve! 8 without counterstain. C: 

Scction counterstained with crcsyl violet at leve! 11. OG, denta1e 
gyrus; GL, granular laycr1 MF, mo55y fiber plcxus¡ ML, mol«ular 
laycr. Bar = 360 µm. 

1 



PRE.\'ATAL PROTEI.\" .\L4.L\'UTRITTO\ .\.\D \to.;:,;y FfRERS 1S7 

TABLE 1. 

Drstance 1 µ.m) af Comparable Anatomrcal Lerels From t/1e Rostral Po/e af the 
Hippocampus ,1t Each :\ge' 

Pl5 P30 

25/25 6/25 25/::!S 

Le,·el 
1 so so 80 
2 360 350 360 
3 760 720 760 
-l 1.220 1,200 l,200 

5 1,710 1,680 1.700 
6 2,360 2,270 2,.140 
7 3,020 2,860 3,180 
8 3,3-+0 3,210 3,650 
9 3,650 3,560 4,130 

10 3,8-iü 3,760 -i.280 
11 -tO-iü 3,840 -UZO 
12 4,180 3,880 -l,670 
13 -l,250 3,920 -+.840 

Total extent -l,330 3,960 4,920 

'Each data pornt is the mean of the e1ght anima!s. 

RESULTS 

The results of the ANOVA are shown in Table 2 and age-relaced 
changes m Tables 3 and 4. Comparisons between the two diec 
groups at each age are shown in Figure 2, with significam 
differences becween che two diet groups indicaced by an ascerisk. 

'v-~rh chis dietary rnodd ac che ages srudied in chis experimenc, there 
were no significam dfects of che prenaral low procein diet on brain or 
body we1ghr at l 5, 30, 90, and 220 days of agc (Cintra et al., 1997). 

The disuibution pattem of che mossy fiber plexus was not 
.Jfecced bv che diet. The two-way A.'J.OVA showed significam age 

TABLE 2. 

,{nalys1s af the ,\1ossy Fiber Plexus Rostro-Caudal Extent and 
Volume 1 

Oiet 
(df~ 1,36) 

Extent 101.1 ... 

Volume 2os.s··· 

'Two-w~y A:\OVA w1th D1et and Age. 

:df, degrees oi treE:dom 
.. r-;;001 
, .. p ::s O 001 

F value 

Age In terac tions 
(df 3,56} (df 3,56} 

326.o· .. 5.0·· 

1802.7°· 18.J,]H+ 

P90 P220 

6/25 25/25 6/25 25/25 6/25 

80 so 80 80 80 

350 380 370 -!50 -!00 

700 780 760 850 820 
1,200 1.300 1,290 1,-100 1,350 
1,650 1.8-+0 1,820 2,000 1,880 
2,370 2.520 2,.170 2,740 2,560 

3.100 3,210 3.110 3,-+90 3,110 
3,510 3,730 3,570 -l,170 3,770 
3,930 -l,250 4,030 -+,810 -i,-no 
4,130 4,570 -U20 5,220 -l,830 

-U30 4,900 -l,820 5,660 5,270 
4,470 5,290 4,870 6,150 5,570 
-l,540 5.450 4,930 6,540 5,970 

-1,,620 5,690 5.010 6,840 6,030 

(P < 0.001 ), diet (P < 0.001), and ímeraction effms (P < O.O 1) 
on the roscro-caudal excent of the mossy fiber plexus. and 
significant age (P < 0.001), diec (P < 0.001), and inreracdon · 
dfc:ccs (P < 0.001) on che volume of rhc: mossy fibers ptexus 
(Table 2). The romo-caudal excenc of che mossy fiber plexus in 
25/25 and 6/25 groups increased significancly from Pl 5 to P30 
(P < 0.05). from Pl 5 ro P90 (P < 0.05) and from PI 5 ro P220 
(P < O.OS), as well as from P30 co P90 (P < O.OS) and from P30 
to P220 (P < 0.05) and frorn P90 ro P220 (P < 0.05) (Table 3). 
The 6/25 rars showed a significanc reducnon in the romo-caudal 
excen t of the mossy fiber plexus co m pared w1 th che 2 S / 2 5 raes on 
Pt 5 by 6% (P < O.OS). on P90 by 12% {P < 0.05), and on P220 bv 
12% (P< 0.05), wich no sigruficant change naced on P30 !fig. 2). 

TABLE 3. 

Af?e-Related Cl1anges (%> in Rostro-C"aud11I Exte!'!t of the 
Mossy Fiber Plexus 1 

PlS YS. 

P30 P90 P220 

+ lJ.6• + 31.3· -57 g• 

.+-16 6. +26.S· + 52.3· 

'ANOVA post hoc Tukey analys1s 
;;;5, 2.5 d1et group. 
16/ 2.3 d1et group . 
•p $ 005. 

P30 VS 

P90 

• tS.6• 2 

-8.-l+J 

P220 

+ 38 9• 

- 30.6· 

í'9Q \'S 

r220 

-20.1· 
- 20.+· 
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T.-\BLE -l. 

. \ge-Related Clrnnges /º,,¡ 111 Volmne af tite .\..fossy Fiber Ple:rns 1 

Pl 3 \ ;. 

PJO pgo r::c 

- llL!• -1S7.7• -:q:u,• 
-1so· -230· -,-...,. -_, u 

· .-\\:0\"A post ho.:: foi,.ey Jnalvs1s 
:23_. :::.5 d1et group 
'6123 d1et ~roup 
'{' '!5 (10; 

PJO \'S. rgo vs. 

pqo P:!:!O P::?.:!O 

- 33 3•-~ -+-B3.J• ... 373• 
-25 o•J ~ 32.1 • ...57 

The volume of the mossy fiber plexus in 25/25 and 6/25 dier 
groups increased signiticandy from Pl 5 to P30 (/> < O.OS). from 
Pl 5 ro P90 (!' < 0.05). and from Pl 5 to P2:?.0 (P < 0.05). as well 
as from P30 to P90 (P < 0.05) and from P30 to P220 (P < O.OS) 
(Table 4l. In the 25/25 rars che volume of rhe mossy fiber plexus 
concinued to increase significanrly from P90 to P220. whereas in 
,he 6125 animals there was no significant increase between these 
rwo rime periods (Table 4). The 6/25 rats showed a significant 
reduction in the volume of che mossy fiber plexus compared wirh 
che 25/25 raes on Pl 5 by 28% (P < 0.05), on P90 by 13% 
(P < O.OS). and on P220 by 33% (P < 0.05). with no significant 
diet effect on P30 (Fig. 2). 

OISCUSSION 

In normal development, che mossy fibet.,plcxus is first identified 
in the denme gyrus wich borh rhe Golgi srain (Amaral and Dent, 
1981) .i.nd wich che Timni's srain (Zimmer, 1978) on Pl; wich the 
Golgi Hain, mossy fibers are fim nored in che marum lucidum of 
arca CAJ on P3 (Amara! and Dent, 198 t). According to Zimmer 
( l 978) and Zimmer and Haug (1978), rhe mossy fiber plcxus 
appears to be fully macure in Timm's sraíned secrions on P 18. 
.-\maral .md Denc {l 981) and Coicman er al. (1987), however, 
h.i.ve noced that che Timm's stained plexus continues ro increase in 
size inco .i.dulthood. The results of rhe presenr study are consisrent 
wich chis ,:onrinued increase in size of the plexus. Bmh che 25125 
and 6/ ::! 5 rats showed a significan t. progressive agc-relared increase 
in coral extenc and volum.- of the mcss¡- fibcr plti..u) from Pi 5 to 
PllO. 

The prenarally malnourished raes showed significant deficirs in 
che total surface extem .tnd volume of che mossy fiber plexus on 
p 15. P90, and P2:!0. The lack of a deficit in che volume and 
extent of rhe plexus on P30 was associated wirh a significant 
.1.ge-related increase in che rostro-caudal extem and volume of che 
plexus from Pl5 ro P30 in boch diet groups char was grearer in 
m.i.gnitude in che prenacallv malnourished raes. From P30 to 
P220. che age-related increase in extem and volume of the plexus 
was now gn:ater in magnitude in che control raes wich resultanr 

~1!!,n1ticanc deticirs in rhe ,1ie 11t" rhe plexu; ,n ch~ r1ul11<Jur1,fic:J 
r:m on P90 and P220 'most mlrked on P::!20) 

The mu~n· tiber plexus 1, .:ompmeJ ,ii the .1.~on.1 uf the 

hippo..:ampal granule ,;dls. In normally noumhed r.m nnlv l ;o,, 

of granule cell nr.:urogenem occurs prenacallv. w1th the mJjomv ot 
che cells genemed wichin che nm 2 posmaral weeks. followed by J 

persisrent neurogcnesis at lower levels rhroughout che lifr span ot 

ROSTRO-CAUDAL EXTENT 

8000 
• 25/25 
D 6/25 

6000 -E 
::l. -1- 4000 
z 
LU 
I-
X 2000 
w 

o 

6 

-M 

E 
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w 
:;E 
:::, 
_J 2 o 
> 
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* 
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* 
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FIGURE 2. Bar graphs showing thc cffcct óf the low protein diet 
at eac:h a.ge on the rostro-caudal extcnt and volume of the mossy liber 
plexus. Signific:ant differenc:e.s between the two diet groups at each 
age are indic:ated by an a.ucrisk. • P < O.OS. 

r 
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:hé .in;mJi .. .\itm.in .inJ DH. l 'J(,S: B;1n.:r .ind . .\ltman. l 'r-1: 
~chk,,inger éC Jl.. ¡,y-~: B-l1 s:r. 1 -JRO,i.b: B.1n:r o.:r al.. l -J82 i. One 
:xp!.ln.11wn tor rho.: l.1..:k ,11 .i Jier ,·frece on rhe exr..:nc .1nd \'olume 
Jt' the mm;v hber plcxus in che m.ilnouri,hed rat, on P 30 couid be 
:nh.1nced posrn.it.1! r:eurc,~ene~ 1s ot Jen cate granule cdls 111 rhe 
11.ilnounshed r.m. This .1ppo.:.1r~ ro bo.: che c.1,.:. DeBJ.ss10 L"C .1L 
.1994. 1996l ha\..: ,hown. 1\ith rhe presenc diecary paradigm o~· 
~ren.1t.1! malnutrinon. th.it granule cell neurogen.:m is dela~·ed on 
E20 rnd rs. IS un.itfrcto.:d 61 r15. rnd by r30, che la,r inieccwn 
um.:. 1t :, inui:.ised 1n rhi: pro.:n.itJ.liy m.i.lnoumhed .1n1m.1ls. An 
expl.1,n.1t1on for the ;Jter d10.:t etfecr on che ,ize of the rnmsv fiber 
plexus ser:n on r9o 1nd P220 is more d1tficult. Bed1 11991) 
.:srimaced che total number ot cdls in che denta te gyrus ar P70 and 
11212 in rats prov1ded eicher 40 or G0% ot rheir usual diet from 
E16 to P30. The number of granule cdls was decreased in che 
malnourished raes ar 11212. bue nor ar P"'0. suggescing char in the 
malnourished raes chere 1s either an rnhanced programmed cell 
death or decreased race of neurogenesis ac lacer srages of develop
menc. 

\Vich che same dietan· paradigm used in che presenc srudy, che 
etfec:c of prenatal malnucric1on on che dendrites of che fasc:ia 
dentaca granule c:dl was also scudied on P 15. P30. P90, and P220 
by Diaz-Cintra et al. ( l 99 l). The granule cells in che malnour
ished raes showed a defic1c in che number of dendrites interseccing 
concencric circles chat was confined ca che oucer rwo-chirds of che 
molecular laver. Like che etfect of ,he d1et on che size of mossy 
nber plexus, ·chis deficit was leasc in the malnourished raes on P30, 
wich che most marked etfect on P90 and P220. Also in agreemenc 
with the dfecc of the diec on che size of che mossy fiber plexus, che 
deficic 1n che number ot dendriric intersecrions was grearer on 
11220 rhan on P90 for che majoricy of che incersecci:>ns. A deficic 
1 n s, napr1c sp1nes on these granule cdl dendmes was presenc at ali 
s1ges, bue was less marked on P90. racher chan on P30. Th1s 
.. ;Jt.:hup · developmenc ,n chese dendriric mea¿ures may also be 
.issoc:iared w1rh che enhanc:ed lace pasmara] generarion of granule 
cdls 1n che prenacall:,- malnourished rars. When viewed in chis way. 
che rnhanced late posmaral neurogenesis of fascia den tata granule 
.::dls appears to pby .i s1gnificanc role in che postnaral .idaptarion 
of thr.:sr: ci.:lls ca prr:naral m1lnucricion. The posmacal ages wich che 
le.ist Jier effecc, [' 30 to P90, correspond co che early reproduccíve 
\if.: of rhe rae. Thr.: r.:nhanced posmacal neurogenesis of granule 
.::dls.mJ\' chus be a rnechamsm far províding as nearly normal a 
neuron .. ·l subsrr.w: as poss1ble during chis nme. le is also ofinrerest 
to note ch,lt these cells .i.n: generared primanly during che 

postnacal period_ .ind are :hus a mechani5.m of a~a?cacion chac 
ncri u-e;: 1Ír-r 1'k~ !n~u[t. Thb J-..1-5,5'-.l'-;) 1.hc:1.t.. Lnc tn::,ult lS tmporcant 

for che iinplemenc:mon of this adapcive program and rhac 1r 1s _not 
necessJrv for che insulr to be presenc during che time ot irs 
execuno.n. Furthermore, it appears rhac this adaprive mechanism 
ffil\' occur .ir che "expense" of larer sea.ges of granule cdl 
de\:elopmenr. as che deficits thac were nored in rhe malnourished 
r.its on P90 were frequenclv more marked on P220. 

1 e 1s 1lso interc:sting to note chac che etfect of prenatal pro te in 
depm·arion on che granule cells of che fascia dentara is more 
marked rhan rh,H seen 111 the CA3 and CA l pyram1dal cdls. 
Diaz-Cincra et al. ( 1994), wich rhe prr.:sem modd of prenatal 

nuJnurm1on. round in rhe C..\.3 pn1m1J .. d ce!I :fue ,Jf 2a; Ji~úeri: 
morphomemc: mr:.isun:menrs, onlv -1 ,hov.c·d 1 ,l,gn1hcanr díet 
~~..:et on P 15 . .3 on P _w. 6 Oíl P90. Jnd ~ on P 220. The num ber ot' 
ihorn~- excrescences. che ,1tr: of synapse ot rh.: mom· t-ibers .. r·ailed 
:o ,how l s1gn1ficanr dier dtecc Jt .in)' ot thr: four ages .. -\maral and 
Dr.:nr · 1981) had suggested in J combined Golg1 and ek-ctron 
m1croscopic: srudy ot mossy fibers and their excens1ons thac che 
CA3 thornv excrescences were indu..:r.:J in rheir developmt:nc b:,
che mosw ribers. Thr: currenc srudv combined wnh the CA.3 >rudy 
J1J not s.how Jn r:xpecred relacion\h1p becwe~n ches,: measures. lt 
mav be rhar che Go!gi rneasuremenrs were nor senrnive enough !O 

der.:ct ditferences, or chat the rhomv excrescences d:d nor require a 
fult complimi:nr of rnossy nber 1npur ca develop properlv. Furcher 
1cudies would be requ1red co answer chis q uesríon. Of che changes 

seen m CA3 pyram1dal cdls, chere was no predic:rable relanonship 
to rhe mossy fiber changes, excepc chac che mase profound changes 
occurred at P220. In che CA l pyramidal cells, Cintra r:c al. 11997 ) 

found ac rhese same ages and wirh che sarne diecary paradigm that 
only 1 of 12 morphomecric measuremencs showed a significJ.nt 
diet effecr on Pl 5 and on ['90, wich 5 showing significanc díec 
.:!Teces on P 30 and 7 on P220. Empirically, one mighr .:xpc:ct rhac 
che maximum effecc of prenatal prorein deprivacion would be seen 
on hippocampal pyramidal cdls generared during che diecary 
msulc (Bayer, 1980a). That does not appear to be che case. '.':oc 
only are che various paramecers of che1r poscnacal developmenc less 
affected by prenatal malnucricion, but rheir neurogenesis appears 
to be una!Tec:ted by che procein deprivanon during cheir period of 
neurogenesis (DeBassio et al., 1994). These observacJOns on rhe 
h1ppocampal pyram1dal cdls mengthen che argumenr chat posrna
callv genc:raced granule cdls play a rnaior role 1n che posrnacaJ 
adapcacion of che hippocampal complex to prenacal rnalnumtion. 

In summarv. che re is a dcficir 1n v1 rcually 1ll rnt:asured 
paramecers of ~ranule cell development 1n rhe pri:nata.li~· malnour
ished raes on P 15. w1ch a narrowmg of chis dr:fiCH on P 30 or P90, 
and chen a widemng of che deficir in sevr:ral ot the panmeters on 
P220. The rimmg of che narrowing of che detirn mav ~orrespond 
coa penod ot enhanced neurogr.:nes1s of dentare gyrus granule.- cdls 
m che ma!nounshed rars. The narrowmg of che deticm on rJ0 
notr:d 1n che presenr study would provide a neuronal subsrrace that 
is nearlv normal dunng che early reproducnve age ot" the rae The 
widemng of che deficírs on P220 suggem chac chis n.mowing 
occun .it che expense of che later stages of neuronal proliferJtion 
,rnd devdopmenr. This adaprauon to malnurricion. w1th l 

narrowing of deficics in morphomerric measuremenrs during e.irlv 
1.-l,,I, 1;r~, •.•.-ou!d pro·,ide.;, 111.: ... lianisrn for che enhancc:d surnval 

of the species during irs early reproductive penod. This obser\'J.· 
tion is also in accord w1ch thac of Ale man ( l 987), wii.o suggr.:sced 
thac h1ppoc.impal rnic:roneurons lgranule cr:lls) are: more likeh
ihan macroneurons (pyram1dal cdlsl co be a.tfecced bv env1ronmen
cal stress. 
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,$,.BSTRACT: The present study was undertaken to investigate the effect 
of prenatal protein deprivation on area CA 1 hippocampal pyramidal cells 
on postnatal (P) days 15, 30, 90 and 220 using Golgi techniques. Age 
related changes in both groups and diet related changes between grnups 
were assessed. There were significant diet effects at all four ages, with one 
of 12 different measurements showing a significant diet effect on PlS, five 
on P30, one on P90, and seven on P220. The most marked effect of the diet 
was on pyramidal cell dendrite spine density in the stratum moleculare 
md stratum radiatum, with a different pattern of diet effects in the two 
,trata. In pyramidal cell dendrites in the stratum moleculare, there was a 
foficit in spine density that was significaat at three of the four ages and 
there were similar age-related changes in the two diet groups. Spines on 
Jyramidal cell dendrites in the stratum radiatum showed a lack of 
,ynchrony of age-related changes in the two diet groups, with an increased 
;pine density in the malnourished rats on P30 anda widening deficit in this 
Jarameter on P90 and P220. The bimodal distribution to these changes, 
...-ith most marked deficits occurring on P30 and P220, with an intervening 
1eriod of apparent "catch-up" on P90, is of interest and may be a 
;ignificant brain adaptation to malnutrition. 

The present study is the final of three morphometric studies on the 
~ffect of prenatal protein restriction on three key neurons in the hippocam
>al trisynaptic circuit. When compared to our previous studies on the 
:tentate granule cell and the CAJ pyramidal cell, it is noted that there is an 
~ffect of the low protein diet on all these neurons, with the most m.;:rkcd 
~ffect on the predomrnantly postnatally generated dentate granule cells. 
f-lippocampus 7:192-203, 1997. 0 1997 Wiley-Liss, lnc. 
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INTRODUCTION 

Nutricion represenrs an importanr inA.uence on che 
growing organism, with adequace incakc of prorein beíng 
essential for maturation of neurological structure and 
function (Morgane et al., 1992, 1993). In the r.1t. che 
effecr of malnumtion on memory and other funcnons 
attributed to che hippocampal formarion has b.:t:n well 
documented. With pre· and posmatal prorein dc:priva
rion, altered spatial memory (Goodlw et al., l 986; 
Jordan et al., 1982) has been found; with the presc:nr rnodd 
of prenaral protein deprivation, an impaired acquisirion of 
a differential reinforcement of low rare operant schedule 
(Tonkiss er al., 1990) and an increased resisrance to extinc· 
rion during reversa! of a previously leamed altemanon 
response on a T-maze (Tonkiss and Galler, 1990) have been 
seen. NeW'OphY5iological srudies in raes raised with our 
current modd of prenatal protein malnutririon have 
p.ovideJ evidence of sigmficanr alrerarions to local 
circuir modulation of granule cell excitability (Brom.ino 
et al., 199la,b, 1995; Ausrin eral., 1992) as wdl as a 
significandy reduced seizure suscepcibility to perforant 
pathway stimulation (Austin-LaFrance et al., 1991). 

The hippocampal formation has been rhe subject of 
exrensive studies of malnurririon on its anatomical 
development (Fish and Winick, 1969; Srewarr et al., 
197 4; West and Ki:mper, 1976; Morga.ne et al., 1978, 1992, 
1993; Lewis et al., 1979; Karz and Davies, 1982, 1983; Kacz 
et al., 1982; Ahmed et al., 1987; Paula-Barbosa et al., 1989; 
Cimra ec al., 1990, 1997; Díaz-Cinrra et al., 1991, 1994; 
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Bedi. \ ')'Jl: Garcia-Ruiz -e .d , : ')') 5J.b: DeBa~sio et JI.. 1994. 
1 ·)IJ(i ' - '~Cth prcdom1n,.inrl~- po,macal mJlnutrmon, Ahmed -:e al. 

; .' n-: have found an aitered ,rnap~eldencate granule cdl ratio in 
rhe molecular laver of che dencace gyrus. Th1s rano was not 
;tJll,tlcalk d1tforenc trorn conrrols ar P 2 1 bue was significandy 
Jecrcased on p-~ and 11gnific.rnd~· increased on P 150. Paula
Barbosa et al. 1 1989) scudicd thc etfect of an 8º a casein dier from 
the e1ghr posma.cal wcek uncil rhe 6th. t 2th. and 18th posmacal 
monrh .-\r ali rhree Jg,s rhere was J ,ignific;mc decrease 1n che 
width of che dencace gyrus granule cell !ayer and in rhe w1dch of 
che CA3 pyramidal layer. and rhere was a s1gn1ficanc decrease m 
cell packmg densiry in rhe denrate granule cdl layer and in 

pnam1dal cells in area CA3. They mcerprered chis decreased 
neuronal dens1ry as evidence of cell loss in che prorein-deprived 
raes. Several srudies have emphasized che imporcance of prenatal 
rnalnurrinon on che anacomical development of rhe hippocampal 
format1on. In raes provided w1ch one-half cheir usual Food mrake 
from E6, Lewis et al. í 1979) ,cudied cell cycle rime in che germinal 
zone of che den tate granule cells on P l. PG, and P 12. These 
aurhors found chat the cell cycle time was prolonged ac ali rhree 
posma tal a ges, wich che mase marked etfecr occurnng on P 12. 
Based on che labding index and cell cycle rime, chey concluded 
char undernumcion markedly diminished che rate of denme 
granule cell acquisicion. Karz and Dav1es ( 1983) measured che 
widch of che hippocampus in raes fed one-half cheir usual diet 
during the penad of gestation and lactation, during lactacion 
alone, or duríng laccacion and rhe posr-weaning period. They 
observed a sigmficant dc:crcase in width only in rats in which 
undernucririon includc:d che period of gescacion. 

SeveraJ of che m1dies on che dfcct of che prenatal malnurricion on 
hippocampaJ neurons have u.sed che same para.digm of prenara.l procem 
deprívation u.sed in che presenc srudy, DeBassio et al. (1994) have 
shown wich prenatal malnumuon alone chat chere is a dccn:ase m 
dencace granule ceU neurogenesis ar birth, w1ch no ~gnificanr etfect on 
P}Tam1dal ceil neurogenesis. This decrcase in granule ceU genests 
persiscs m che posmacal penad <lespHe rehabiliracion at birth up to P8, 
is nor presenc at PI 5, and by P30 is replaced by increasc:d neurogenests 
(DeBassio ec al., 19%), In a morphometric Golgi scudy of den tate 
gyrus granule cells on PI 5. P30, P90, and P220, Díaz-Cintra et al. 
( 199 t) showed rhat prenatal protein deprivacion affecced che 
complexicy of dendricic branching and che spine density in rhe 
o u ter cwo-chirds of che molecular !ayer ar ali four ages. The mossy 
fiber plexus, che axonal plexus of che dentate gyrus granule cells, 
¡was found by Cintra et al. ( 1997) to be decreased in che prenacally 

1
malnourished raes in boch its rostrocaudal t-n"nt and vol:.une on 
P 15. P90, and P220. withouc a significant diet effect on P30. CA3 
pyramidal cells have shown significant effects of prenatal procein 
restrimon on ceH me, dendmic branching, and spine density 
lÜiaz-Cincra t:t al.. ! 994). These cwo cdls, che granule cdl of che 
denme gyrus and che CA.3 pyramidal cell, are key neurons in che 
hippocampal crisynapcic cirrnir, a circuir chought to play a critica! 
role in memory function (Barnes 1983: Eichenbaum and Cohen 
l 988; Lynch et al., 1988: Teyler and Discenna 1984). 

The present scudy was undertaken to determine: the effecc of 
renaca.l procein deprivation on che postnatal developmem of che: 
ippocampal CA 1 pyram1dal cell. che last of thc: chree key nc:urons 

in rht: hippocampal ms,,napnc urcuit . .1nd to .:omp:ire rhese 
d-fccrs w1ch che previouslv dt:cermined ch.inges :n rhr ochrr r\'.'O 

cdls in the hippocampa.l msynapnc circuir. 

MATERIALS ANO METHODS 

Thirry fernale ,rnd ren male Sprague-Oawley VAF plus iv1ral 
.rnd anubod:,- free) raes were used for brec:ding. The temalr ms 
weighed berween 175 and 200 g on amval at 80-90 dan ot Jge. 
AJ! raes were mflntained under idenr1caJ condirions of che 
lighc-dark cycle ( 12: 12 h). c-emperarure (22-24 ºC). and hum1diry 
(40-50%), w1ch free access ro food and water. 

Five weeks prior co macmg cen female raes wi.:re fed a 6°', ,.1se1n 
díer and 20 females a 25% case1n díet. The 5 week pr.:matmrnr 
allow~ che female nme to escablish merabolic adaprmon to :he 
d1et befo re mating (A.llison and Wannemachrr, 1 %5: :1h1:bmk 
and Hill. l 9'"4). A deta1led descnprion of che numc1onal. manng, 
and fosreríng procedures is g1ven in a previous amele , Gailer and 
Tonkiss. 1991 ). Males were placed on e1rher a 6 or 25º'º .:ase1n d1<:t 
1 week prior co breeding wtth rheir respective d1ec-fed tema.les For 
breeding. one male rat was placed in a cage c:ontarn1ng chn:e 
fema!es. Vaginal smears were obcained each morning ro decermtnt: 
the onset of pregnancy. One week prior co che expected part'.lr:· 
cion, all sperm-positive females were placed in plamc nest1ng cagcs 
(48 X 27 X 16 cm) with adequace clean nesring mar..-rul Thc 
pups from each diet group rhar were born che ;ame da1· werc 
weighed and sexed, w1ch four males and four fernalt:s tosr.:n:d .i; 
whole !ictcrs co dams fed a 25% casem diet, g1vmg J rorai ot ,1 5nr 
lim:rs i:ach of cross-fom:red control and proce1n-depmd rae,. 
The cross-foscered protein-depríved raes w1!l be reterred ro 1, rhc: 
G/ 25 raes and che controls as rhe 2512 5 rars. Afo:r wean1ng rhc: rac1 
wen:: cont1nued on the 25% casem diet and hous,:d 1n gmup5 ot 
four in same-sc::x colony cages. Thi::: body we1ghcs ot pups from 
both díec groups were measured on che day of dehvc::ry. anJ brain 
and body weighrs were measured in boch groups on r: ,;, P30. 
P90, and P220. 

Ac l 5. 30. 90, inct 220 days of age one male pup pc:r :imr was 
randomly selectec. from boch díet groups for hiscological studv. S 1:< 

pups per dice group vere used ar each age, for a coca! of -í8 pups. 
The raes were aneHhetized with pemobarbital and pt:rfused 
chrough che heart wiih l 0% neutral buffered formalin. From each 
br~in a 4 m,u wiJc: block, comaimng the hippocampal formarion 
at che midpoint of its septo•cemporal excem, was removed and 
impregnaced wich che rapid-Golgi mechod following che modifica
tions of Díaz.Cinrra et al. (1991 ). The blocks were embedded in 
low-víscosity nicrocellulose, and six sections were cut serial!y and 
moumed in che frontal plane ac a chickness of 120 µm. Each slide 
was assigned a random numbcr to ensure chat observations were 
blind with respect to diec and age. 

A coral of 288 well-impregnated CAl pyramídal cells from boch 
groups were selected for study. From each histological section, che 
first completely impregnated cell was selecced from che deep part 
of che pyramidal cell !ayer ac rhe mid-part of area CA!. 



4 CI:'\'TRA ET AL. 

orphomt:tnc analym w.15 pcrformed ming a compurer-assisted A 
1ag1ng sysrem (Hisro 2000, B1ocom, Corkidi, 1989) as dc-
:1bed dscwhrn.: (García-Ruiz ct al., 1993a). For each ccll, che 
llowing measuremt.:ncs were madc: 

Thc are;1 and thc m,tjor .rnd m1nor .1x1s of che cell body ar their 
a.xunum extent ( Fig. l A). 

The length of che apical dendrice from cell body to che 
terface of thc scr.uum rad1acum ,md scracum moleculare (Fig. l B). 
The w1dth of tht.: stratum r,1diatum from che interface of the 

ratum pyramid.dc with che stratum radiatum to the interface 
:tween che srratum radiarum ,111d stracum molecubre (Fig. l B). 

The width of die stramrn mo!eculare from rhe interface of che 
racum radiarum .md srrarum mo!eculare to thc hippocampal 
,rnre (Fig. 1 B). 

The number of apical dcndritcs crossing ten equally spaced 
mcenrric rings 38 µm apare according co che method of Sholl 
953) and Díaz-Cintra er al. (1991) (Fig. 1 C). To ensure 
mpling of the majar part of each dendritic tree, only cdls wich 
ss chan 20% of ics dcndritcs transecred by che microcome were 
;ed for this analysis. In borh dice groups che length of the apical 
:ndrite was less at P 15 than at P30, P90, and P220. Beca use of 
lis diffcrencc in dendricic lengrh at PI 5, to compare apical 
:ndriric density and spine number on P 15 with P30, P90, or 
220, four rings wen: sdecced ar rhe same anacomical level relarive 
1 che srratum radiacum and smnurn mol!.!culare in rhe PI 5 group 
1d che three older groups. Therefore, in che stratum radiacum, 
ngs 4 and 5 on P 15 were considered to be comparable to rings 6 
nd 7 on P30, P90, and P220; in che stracum molecularc, rings 6 
nd 7 on PI 5 were considered comparable ro rings 9 and 10 011 

30, P90, and P220 . 
. The apical dr.:ndritic spines pcr SO µm were counted from the 
1iddle pare of the scracum radiarum and from rhe middle part of 
1e stratum moleculare. Far chese measuremems che largest 
iamerer dendricc parallcl ro rhe plane of scction .. was selecced (Fig. 
). Correcrion focrors for che effect of differences in dendritic 
iamecer on spine coums were made for che rhicker apical 
endrites in rhe stracum radiatum according to che mechad of 
'eldman and Pr.:ters ( 1979). For rhese correccions che lengrh of rhe 
pines and che thickness of che dendritic segments were measured 
e l ,OOOX wirh an ocular recicle calibrated to a stage micrometer. 

Two-way analysis of variance (ANOVA) was applied to che data 
Age X Dice group). When significant interactions were found, 
,ost hoc analysis with che Tukey rest was used. Scatiscical 
ignificance was accepted if P < O.OS. 

RESULTS 

IJrain and Body Weights 

Body weighrs at birch and body and brain weights ar Pl 5, P30, 
J90, and P220 are: shown in Table I for boch diet groups. Two way 
I\.NOVA (Age X Oiet) for chis informacion is shown in Table 2. 
Because che brain and body weighcs for che same animals were not 
1vailable ar birth, a Scudent's r test was used for birth body weight 

FIGURE l. Diagram showing the parametcrs analyied for cach 
CAl pyramidal cd.l. A: Surfu:e arca (outlined) and major {ma} and minnr 
(mij axe.,; l X400). B: Apical dendritic length (AD), width of the 
stratum radiatum (SR), stratum lacunosum moleculare (SLM), and 
stratum pyramidal (SP), and hippocampal 6ssure (HF) (X 100), C: 
Mask with ten concentric ring, in which dendritic intersection.s wen: 
counted in apical dendritk fieldii (X 100). X = original rnagnification. 

comparison, and rhere was no difference berween the díec groups. 
There were age-relaced but no diec-relacc:d significant differences 
in body weights or brain weights at any age. 

Histological Measurements 

The results of the rwo-way ANOVA (Agc: X Diet) for rhc: 
hiscological measures are shown in Table 3, che: age-relaced 
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HF 

FIGURE 2. Right, photomkrcgraph showlu15 a CAl pyramidai 
cell impregnated by che rapid-Golgi technique. Lefti camera lucida 
drawing from the same pyramidal cell showing the dendritic seg-

changes are shown in Table 4, and the data and significam 
differences at each agc berween diet groups are indicated by an 
ascerisk in Figures 3 to 6. 

Cell size 
The ccll body showcd significam age effects on the surface :irea 

and major axis (P < O.O 1) and on the minor axis (P < 0.00 l) and 

HF 
'\ 

menu in which numbers of spines were counted, M, midclle and D, 
distal segmenu. SO, stratum oriens1 SR, stratum radiatum¡ SLM, 
stratum lacunosum moleculare; HF, hippocampal fissure. 

significam interaction effeccs on the surface arca and minor axis 

(P < 0.001) and on the major axis (P < O.O!). ANOVA indi

cared significant Age X Diet inreractions, and pose hoc analys1s 

showed significant diet effects only on P220. with che 25/25 

animals showing a larger cell surface arca and a longer ma¡or axis 

compared wich che 6/25 animals. The 25/25 r:its .1:so ,howcd .1 

significanc age-related decrease in surface a rea from P 15 ro P 30 
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TABLE 1. 

Body and Brain l\'eights (,\tean :!: SE) at Differrnt Ages in 
Both Diet Groups in Grams (11 = 8) 

25/25 6/2.5 

Body 
Birth 7.02 :': 0.14 5 61 :: 0.95 
P15 34 03 :: 1 61 34 6b :: O 31 
P30 n6.35 :: 2 65 13U 47 :: 4 84 
P90 556.42 :<:: 18.35 551.94 :: 15.01 
r2::.o 877.50 :': 23.70 802.38:: 17.16 

Brain 

Pl5 127 :': O 06 1.23:.: O 04 
P30 1.47 =. O 08 1.38 :: 0.14 
P90 2.28 =. 0.12 2.17::: 0.13 
P220 2.40 ::': 0.31 2.20:::: 0.20 

and Pl 5 to P220 and in che 6/25 raes a significan e decrease in rhe 
minor axis from P 15 to P30 and P90 to P220. There werc 
significant inm:ases in che lengrh of che minor axis in che 25/25 
raes from P 15 to P30 and P 15 to P220 and in the 6/25 raes from 
P30 to P220. 

Apical dendritic length and width of the stratum 
radiatum and moleculare 

The lengrh of che apical dendrire and width of che macum 
radiacum boch showed significan e dice (P < 0.001), age 
(P < 0.001), and imeracdon effecrs (P< 0.001), and the widrh 
of the macum molcculare showed significam dice (P < 0.001) 
and imeraccion dfec:es (P < O.O l ). Wirh post hoc analysis, 
significam deficics were seen in the apical dendricic lengrh on P30 
and PZ20, in the widrh of che strarum radiarum on P30 and P220, 
and in che widch of rhe scrarum molt!culare on P30 and P220 in 
che 6/25 racs compared wirh che 25/25 raes. The lengch of che 
apical dendrite in boch diec groups showed significanc increases 
from P 15 ro P30, P l 5 ro P90, and P 15 ro P220. The widch of che 
scracum radiarum in both dier groups showed significanr increases 
from P l 5 ro P 30 and P l 5 ro P90, and in che 25/25 raes, bue not 
the 6/25 raes, from P 15 to P220. There were no significant 
age-relared changes in either dier gro1;1p in che macum moleculare. 

TABLE 2. 

St .. tistiLul Analysis o¡ Brain and Body Weights1 

Brain 
Body 

Diet 
(df2 1,61) 

1.10 
1.54 

ITwo-way ANOVA with Diet x Age. 
2df, degrees of freedom. 
... p < 0.001-

F value 

Age 
(df 3,61) 

187.6 .. . 

913.3 .. . 

Interaction 
(df 3,61) 

1.8 
457.4 ... 

TABLE 3. 

Statistical Analysis o/ Effect o/ Prenatal Protein ,\folnutritioi 
on CAl Pyramidal Cclls 1 

F values 

D1et Age lnteractío 

(df 1,286) (df 3,234) (df 3.284 

Penkarya 
A.rea (µm:) O 69 \:S 4 ¡),}·· 8 n0···· 
M-,¡or axi?Jµm) 078NS 4 15•• 4.~--

!'vtinor ax.is (µm) 0.26 :-.:s 9 q5••11- 4.s: ...... 
Length of ap1Cal d<.!nd.rite (µm) 21.30 ... 19C :s••• 8 t"2" ... 

Stratum radiatum ,,.,,-jdth (µm) 24.14 ••• 2~4 Y)··· 9.::2 ..... 

Stratum molecuJare width (µm) 26.37··· o.-n ;-,.;s 3 47' .. 

Spine/50 (µm) 
Stratum radiatum 36 75•·• 3184'" 67.89"' 
Stratum molecu.lare 92.52··· 108.37"'' 6c 14 ... 

lntersections2 

Stratum radiatum 
152 µm (P15) 0.23 NS 3.sr· l 05 :---:s 
228 µm (P30, 90, 220) 
190 µm (PlS) 0.04 NS 7.34··· 0.19 NS 
266 µm (P30, 90, 220) 

Stratum moleculare 
228 µm (P15) 0.29 NS 17.W-· 1.54NS 
342 µrn.(P30, 90, 220) 
266 µm (PlS) l.27NS 1289"' 1.32NS 
380 µm (P30, 90, 220) 

1Two-way analysJS of vanance (ANOVA) w1th nutnnona! st~tus anc 
age as the two factors. df, degrees of freedom. 
2Comparison between comparable lacatians in the stratum radiatun 
and moleculare (see text). 
••p < 0.01. 
... P < 0.001. 

Spine density 

· The densicy of spines on dendrices in che scrarum radiacum ai 
in che scratum moleculare boch showed sign íficant di 
(P< 0.001), age (P< 0.001), and imeracrion (P< 0.001) et 
fecrs. With post hoc analysis, in thi: scrarum r2di.amm 6/25 vs 
25/25 raes showed a significanc increase in densicy of spines or 
P30 followed by signíficanr deficirs on P90 and P220. T n th! 
scrarum moieculare, 6/25 vs. 25/25 raes showed significanr deficit! 
in spine densicy on Pl 5, P30, and P220. In the marum radiaturr 
che control raes showed significam age-relaccd increascs in spim 
densicy from Pl 5 to P90, PI 5 ro P220, P30 to P90, P30 to P220 
and P90 to P220. Prcnatally malnourished r.m showed a signifi
canc age-rdated increasc in spine densicy from PI 5 to P3C 
followed by significanc decreases from P30 to P90 and P30 to 
P220. In che srrarum moleculare, both comrol .and prenarally 
protein-deprived raes showed a significa.nt increase in spíne 
densicy from Pl 5 ro P90, P30 to P90, and P30 to P220, followccl 
by a significanc decrease from P90 ro P220. Control raes also 
showcd a significanr increasc in spine densicy from P 15 to P220 . 
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TABLE --l. 

:\ge-Rt'l,1terl Clianges 1~"! 111 CU Py1·,m11ri,1i Cel/s 

1")1 -
L t :'."' \ ,;" P30 vs ['90 vs · 

PW ['GO r220 rqo P220 r220 

2~ 1 25 f, / ,-_) ..,-n-_j _:, 6 .,-~:i 25/25 6125 25/25 6 ,-_:, 25 1::!5 "l/23 ;-_:, ~-_:, 61 23 

!'e• r: K,1 í\ ,1 

-\ rea , .,irn: 1 \,S - 12· '\S \:S + ]6· -12 \:S '\S ,.. 1 -l. ,s - 1,;• :--,;s 
\l,1,l1r.1,b 1um1 \,S -·r -...:s -9• \:S -IP '.\:S \:S \:S '\S '\S \.S 
\l1rn1r .,-..:~ rum1 + ~· '\'S '.\:S '\S + 1-1· '.\S '.\:S :-..s \:S 

, ,. 
.... ~ L.· '\.S '-.S 

L.:n:;th C1i ap1cJI .iendntes (µmi ... 33• + 3 ¡. ... so• + 38· ~ 51 • + 31 • \:5 \:S '.\.S :-.:s :--..s :-.:s 
Stratum rad1atum w:dth luml - 53• -35• --1-1· ... 32· -36· '.\."S :,...;s :--.:s :-,..;s '-.:S :,...;5 \:S 
Stratum moleculare \vtdth (µm) :--.:s :--.:s :-,..;5 :\S :--.;s :\S NS :-..;s :--.:s '\S \:S \:S 
Sp1r.es:3u um 

Stratum r<1d1atum '.;5 -19• + 17• :-,.,;s ++O• \iS ..- ]7' -12• +40• - !6~ -r-20" '\.':i 
Stratum rnol~cu!are \iS '.\:S + 25• + 32· ,_ t6· :--:s - 10· + 39• + 21 • + 10· -· -i, ... , 

lntersect1ons: 
Stratum rad1atum 

l:;2 µrn IP15\ ¡-· - I ,s :-,..;5 '.\:S '\S ,s :---:s :--.:s :\'S :--..s '-.S ,-s 
228 um iP'.\O, 90, 2281 
190 µm 1P:S) \:S :\'S -16' :\'S :-,.;5 :-,:5 :,.;5 :--:s :-.:s :,..:s \:S V, 
266 um [P30. 90. 220) 

Stratum moleculare 
228 µm (PIS) -22· :\íS -2s· -20· -22· NS \:S :-,..;s :-,..;s :,..:s :-,..;5 '\,'C, 

342 um (P30, 90. 220) 
266 µm (Pl5) -2.:1· '.\.'S -2g• -18· -11· \:S :---:s :--.:s :--.:s '-.'S '\:S '.S 
380 um I PJO. 90, 2:W) 

\torphOme.'tnc analyses we.'rt' c.imed out on 2S8 neurons A:--.OVA/ Tukey r.rn,;;es. •r < O 05 
:c0mp.1nsons betwe.-n comparable locat10m 1n the stratum rad1atum and molt'cul.ire [see text) 

.. 
Apical dendritic intersections 

The ,kns1tv of dendr1t1c 1nn::rseccwns ac comparable !evels of 
¡he srratum rad1acum and ~tratum moleculare showed a significanc 
.1ge dfrcr r /l < O.O l ro /l < O 001). withouc significanc diec or 
inceraccion dfeccs. 'X'1th post hoc analys1s, che number of 
,kndricic intersccc1ons 1n the scrarum rad1atum of control raes 
;ho\,,:d a ~1gnitic.inc decrease from Pl 5 ro P30 in one ser of nngs 
.ind trom P l 5 to P90 1n che orher set of nngs. In che stratum 
moleculare of conrrol r:m, boch sets of comparable rings showed a 
,1gniticanc decrease in number of íntersecnons from P 15 co P30, 
P ~ 5 ca ["JO. and l' 15 to P220. Prenatally protein-depríved raes 
showed a signilicam decrease 1n number ofintersections from Pl 5 
co P90 1n rhe ,rracum rnolecu!are in both secs af comparable rings. 

OISCUSSJON 

There was a ddference· in body weighrs at birth of 20% becween 
che 25125 and 6/25 raes. Although chis was nor scaristically 
significant. ir was af che same arder as observed in previous 

experiments u,1ng che ,Jrne <:'<.per1ment.il parad:grn :n ·., h.,r. :ne 

d1tferencc .:lid achievr.: 1iar1,t1ca.l s1gn1ficanc<: · r,rnk," ,t ,,; . ; •l'!(i 

There wa; no ,1gniticar.t Jdforenct: bc('.-vecn u1i:t group, ,n t-irJ:n 
or body wc1ght at P l 5. r 30. P90. ar P220 

[n control raes, the ,crarum rJd1arum ,howed 11~n dic.1nr 

increases in w1dch from P l 5 co P30 and 1n ,p1ne Jer.rnv from r _W 

co P220 and rhe srracurn rnoleculan: 1howeJ no age-relH,J ,hangt' 
in w1drh and a significlnt 1ncrease 1n spim: .:lenmy frorn i' 30 to 

P90 followed by a ,1gn1ficanc decrease in dcnmy frarn :-'90 t0 

P220. Th1s more prolanged penad of growrh and maruracior. 1n 
che strarum rad1atum than 1n che srraturn rno\ecuiare 1n the 
conrrol raes is in agreement wirh che srudy of Pokorny and 
Yamamoco ( 1981 ). In chc:ir quancitmve eleccron rnicrascopy 
( EM) scudy of normal ontageny from P5 ro P<JO in che Wiscar rae, 
rhey found an adule densicy of axon termina[s in che matum 
radiarum an P24 and of ax~dendrinc spines on P48. The 
comparable times for the marum moleculare were PI 5 and P24. 
They also reponed a decrease in spme densiry 1n che stratum 
moleculare fram P48 to P90. The differences in che cirne course of 
synapnc development berween che EM and che Galgi scudies may 
be relaced to a difference in techniques used, to che riming of che 
age-relared changes, or ro che use af differenr srrains of raes. Alsa 1n 
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l?r<:em..:nt w1th th..: prot::nt Hudv :s th.: tind1ng ot '-.rewJrd Jnd 
F1ik 'l 'J9l 1 1n rhe Sprague-Dawli:v rat nt" rn n,"he .n "".t 
combin~·d w1drh of the ,rrarum rad1Jtum .inJ ~a:ec..i:.ire trorn 

;':"' to r 28, toi;owed bv .1icde ,han ge In w1dth. Th IS measun::menr 
11 bas1caHy rhe ,ame as our m<.:asurement ot the ~xteH ot' rh.,:: JpÍ,a; 
,frnJrm: 

There was no diec etf.:ct on che n..imber of denctrmc 1ncen..:c
tiom ac 1nv age. and cdl s1ze was atfeued ,:¡n'.v or. ;'220. ;½e 
rcrr.J1ning tive rnnrphometric ¡,.iramr:en ,,ne .1f.,,red .H rwo .,, 
mor, .q;c:s ..., 1th J 01modJJ J1,tnbur1"11 ,,t dk.t "·rh :r, t~1<>,r 

rn.irkd ditferenc,;:s ,K..:umng on P ,r¡ .1rcj :-' 2 20 ( )'.', '.': ; :h...:rr "-ll 

a ,,gn,h,Jnt decr..:ase :n numbl'f 0r· .tp1(.l; ,.kn0.r1t,, ,pines ,n rne 
scrarum moleculue. On P30 lpu:.l! dt'ndrn1c :engrh. \\1dth or· rht 
strarum radiatum and stratum mo:cculare. rnd nJmb<:r ,ir· Jp:cii 
di:ndm1c sp1nes 1n the ,cratum moie(üllre w<c'n: Ji1 ,,gn1hcJnrJv 
d..:crea~ed, Jnd thc: numbcr ot ,pines in the ,trJrnm rid,Jtum "1, 

rncn:ased. On P<JO rherc w;is a decreisrJ numb.:r ,,t' ,p.n..:, ,,r¡ 

.i.pic.tl dendntes in che stracum radiarum. On P 220 rht're ,1 .is a 
dt:crease in w1dth of rhe stramm r:id1arnm Jnd t'1e ,tr1rum 
moleculare md in thc: number at' 1p1nrs on Jp1c1: Jc:r:Jr::,, :n :he 
,tratum radiatum and srrarum moiecuian:. Svnapuc ,pin, Jt'n11rv 

1 n the ,rratum rad1arum .ind mo!eculare ,hnwed the rnost mJrked 
d1et ctfc:ct. with sign1ficant dic::t etfect, norej ,11 borh l! ,:i.n:e ot rhe 
four ages. In the srratum ractiatum. ,pine, wc::re uná1angc:ct on 
P l 5. s1gnificanclv 1ncreased on P ,O. md sign 1ticant'.1 ,k, r,:J,.:d ,in 

P90 .ind P220. ln the stratum molecu:1r.:. ,p1r.n -.,~re ,.gniti
.:amly decreased on Pl 5 and P30. unciunged on ;100. 1nd 
sign1ficant!y decreasc:d on P220. 

[n addition to this srudy on C,\ l pyrlm1dal et:;¡,. r;:e , am:nr 

t:xperimental paradigm of prenacal prott·in malnütr1cnrn 1ncl 
posma tal rehabd1tat1on has also been useJ to JSsc:s, d1et c:tfc:cr, o n 
che granule cells of the fascia dencata and C.-\3 pyram1da: ,,:!, it 
would be useful to compare ihe prcsrnc scudy w1th rhne other 
studies. AJ! thc:sc: srudic:s are of pamcuLu interese ;mee ches<: cdls 
ue key components in che hippocampal rrisynapnc c,rcuit. wh1ch 
is chought to play a rnajor role rn memory funcuon (Barnes. 1988; 
Eichenbaum and Cohen. 1988; Lynch c:c al., 1988; Tevler and 
Discenna, 1984). Thc: inicial limb of che circuir is che .:ntorhinal 
cortical pro¡c:crion co che oucer cwo-chirds of che molecular layc:r 
of che fascia den cara. The inccrmediace limb is che fama den taca 
granule cdl mosS)'. tiber axonal projecnon to che thorny excrcs
cences on thc: apical dendrites of CA3 pyramidal cdls m the 
macum lucidum. Thc: final limb of che circuir is che C.,U 

pyramidal cell Sch.úfer collaceral axonal pro¡ection to che stratum 
radiacum of che CA\ pyramids, The etfecr nf pren:i.d malm:cn
cion on che neurons in che encorhinal cortex and its afferenc plexus 
co che hippocampal complex is unknown. Howevc:r, che diet 
effects on granule cell dendrires and axons, CA3 pyram1dal cells. 
and che area of CA3 projectíon vía Schaffer collacerals to CA! 
dendrites in stratum radiatum have ali been studied. 

The encorhinal cortical projeccion to che hippocampa.l complc:x 
is to che macum molecularc: of ali hippocampal arcas, ,nduding 

FIGURE J. Effect of prenatal protein deprivation on cell sizc. 
San = mean ± std error. •, P < 0.05. 
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C.\J. C:.\ l. rnd thc ,Ju ter r-.,a-:h,ds 1• -~, "'''-<", 4 .Jr . .1, ,r :, :r~, 
'.H(:J J,~:Jt.1 R,h<:n<: .1nJ \'.1n Honc·n, : ,p., - ; 'l "~<' ': !!·:~ 

~¡):l.·~u.,tr.: 11t [h~· e\: pvrJmiú.11 ... elh. ~h~ .ipi .. .1'. J¡:::J;:: ... ·t' .-~o;,: 

J,:n,1rv ,n(rcHed '-''th .1ge :n ':)o,h ,:Le: -;fJ 4 p,, ::i~t :~e " ~; 
,1n1mJl1 .:o,np.ired ,-,:h ::-ie 2'i 2'i .1ni~.1;s nJd ,,e,nih(.1nr:, 
_\,Cí,:.ls.:ct ,n1ne J,:n,lCl<.:S 00 í' l 'i r 30 •n,< fl' 'f) rLi,, j ,,._; r · . ..i.u~_ ... l~i..~, ... .1.; •• ..:-:, 

wcre .1smc1.1ccd w1rh ,1g;n1hc.1nr dccre.1,,:s :n ,:r.,r~~ ~u:c·,.,:.1re 
w1dth on P30 and P220 Dendrn1c number wJ, nor .1:fecrcJ nv 
the J;c:r_ :--..1~tn rogc:chcr. rf1e\c ub\ervarinn., ~ue:~c.·,r J ~t.'r,1 <-~·:>.í 

,urtaiimt·nt ot norrn.1i scrarum moi<·.:ul.irc .i,,-~-~•',r'"','!'.: :· 1-,- 1 

C.\ l ,n tbe? r,n.1t.1lll :-na:r.nur;~hd :.1t,. 

fhe o:tfec:, ot prcn.itaí m.11numcwn un rn, ,knarito ,n :he 

mukcular i.1vcr ot' C.\.3 pvr.1m1J.1l ~dl, ir.J -,n ~r1n·":r .,-.: 
Jendnrcs 1n thi: oucl:'r :.vo-rh1rd, of :!.t: ~u:i:c~:Jr '..i· . .:r .it ::~e· 
t.J.Kia drnuta nave aho been dm.umentcd on ;, : 'i, ;, -~•l. ;"HJ .. 1nd. 

P220. The C:.\3 pvr.1m1dai ceib. l1ke rhe C\ ! .,1 •.1:11:J,. h 1,,. 1i", 
ta1led to ,how l ,1gn1hCJnt diet t'tfrct on ¡h.: numbcr 1' j,:".,!~:,,, 

1nrcr5t:Ction, D1az-C,nrra c:t Jl., : ')')"I, :n t!',;, ,tuJ,. J.::cc:.::;c 
,pin,\ ,n rh1, rnne wcre nor meJsureJ P1e dfc:ct 11t •!1e Jtc, ,., 

granule ,o:11 d<·ndmes tn rhe rr.olecular :avrr of :h: ~-1,. 1 j,:r:1:J 

Diaz-Cintra c·t al.. : ')() i: wa; Jit-fen:nt from :hJt ,e,·r. n l -.\ . .1;1,.; 

C\3 pvramidal ,eils. In rhc: outcr rwo-third, ut rn,· m,>,nJ.Jr 

larcr, thc: dendmes of ~ranuk ,<:lis have ,hm,n ,kh,.:, n 

dc:ndmtc number and :n ,~·napr1c ,p,ne, un thesc: Jc:ndntc·; ~:~,: 
former was lc:asr ev1dent on P30 .rnd che iam:r on ~<JO. Thnc 
ddic1ts on granule cdl dendmes werc: most markcd on r:::o. 

The size of rhe rnossy ·fi.ber plexus (Cintra c:r aL, : 9cr:. the 
plexus of che granule cdl axons, showed a pamrn of dice e.:tfecr 
from prenatal rnalnutrítion Similar to that shown bv che granule 
cell dendrires ( Díaz-Cintra et al.. 1991). The volume and extent of 
chis plexus was signifi.candy decrc:ased on PI 5. P90, and P220, 
withouc a signifi.cant diet effc:ct on P,30. Thesc: diet eífects in the 
morphometric measurements on che granule cdls are associau:d 
with a delayed posmatal neurogenesis of che granule cdls in che 
prenacally rnalnourished rats (DeBassio et al,. 1994, 1996). a delay 
not seen in pyramidal cdl neurogc:nesis (DeBassio <:t al.. 1994). 

For granule cdl dc:vdopmenr, mme of che effecc of diec may be: 
amibutable co their ddayed nc:urogenesis. 

The dic:t dfects in che macum radiatum of che CA I pyram1dal 
cells found in che: currcnt study showed a difforem pattc:m ot age
.ind dic:t-rdated changc:s than that seen in che dc:ndntc:s of granule 
cells in che: outr:r two-th1rds of the stratum molc:culare of the fascia 
dentara. The apical dendritic branches of CAi pyram1dal cdls 1n 
the scratum radiarum in rhe control raes showed a s1gnincam 
increase in spine densiry bc:rween P:,O and P220, ;;.nd d,c: 
malnourished rats showed a signincant increase in sp1ne densiry 
becween P 15 and P30. However, the malnourished raes faded to 

maintain rhc: increase seen in comrols becween P30 and P90; rh1s 
manifesred as a significant decreasc: in densiry from P30 ro P90. In 
associacion wirh chese differing agc:-relatc:d changes in the rwo d1et 
groups, rhc: malnourishc:d raes showed a s1gnincandy increased 

o i....,.~--...... -------r--
15 30 90 220 

AGE IN DAYS 
FIGURE 4. Effect of prenatal protein deprívation on the apical 
dc:ndritic length and width of the stratum radiatum and stratum 
molecuJarc:. Ban = mean ::!: std error. •, P < O.OS. 



200 Cl.\TR.-l ET lL. 

!00 
(f) 

z 
o BO a: 
ü * -
2 60 

o o 
LO 40 '-., 
(f) 
w 
z 20 

a... 
(j) 

o 
1 

15 30 

S!ía/um íaoíalum 

o-

* 

1 

90 

----

25/25 

-o 
6/25 
* 

1 

220 

AGE 

V""t't .. 

so 

60 

40 

20 

o 

IN 

S!ía/um 

º-o,,. 
* * 

1 

15 30 

DAYS 

90 

,77 e/e e uí'a í 5l 

25/25 

-o 
6/25 

* 

220 

FIGCRE 5, Etfect of prenatal protein deprivation on the spine density in suatum radiatum and 
straturn moleculare. Bars = mean :!: std error. •, P < 0.05. 

~pme denmy on P.30. followed by a decreasc:d densicy on P90 and 
P220. Deficm wm: presenc in che widch of che scracum radiatum 
1n the malnourished rars on P30 and P220. In concrasc to chese 
d1ec etfects on che macum radiacum of che CA l pyramidal cells, 
D1az.C1mra et al. ( l 994} found no dfecr of prenatal procein 
depnvacion on che area of che chomy excr~cences on che CA3 
pnamidal ce lis ar P l 5, P 30, P90, or P220. Thus, in chese 
morphometric Go \gi ,cudies, diecary deficits in multiple param
ecers of granule cdl morphology are noc reflected in a diec effect on 
che developmem of CA3 pyramidal cell thomy excrescences. In 
norm.11 devdopmenc. che thorny excrescences are firsr nmed wirh 
the Golgi min on P9 [Amara\ and Denc, 1981 ). Amaral and Dent 
11981) felt chac che thorny excrescences might be induced by che 
mo;,v tiber input and wondered whecher the chomy excrescences 
wauld Jevdop propedv if deprived of mossy fiber input. One 
rn1ghr anncipare from chis rhar the decreased size of the mossy 
tiber plexus on P l; in rhe malnourished racs would be associared 
"1d1 ,1 deiay 1n che iormanon of rhese chorny excrescences in che 
malnourishcd rars. This was noc seen. Ir is possíble chat che Golgi 
measun:ments are noc precise enough to reflecr che mossy fiber 
Jelicm as ddays in thomy excrescence developmenr. Alterna· 
tivdv, ,he amounc of mossy fiber input to maintain chorny 
cxcrescence developmenc may nor be a precise function of mossy 
liber pk:rns sizc. 

lr 1s pomble that che defirns in che scracum radiarum of rhe 
CA l pvram1dal cells are rdaced ro the diet etfecc on che granule 
~ell. and ch.u rhe measuremenc of che 1ncermediary part of che 
i;ircuit in the thorny cxc:rcscences 1s noc sufficiendy precise to 

reflecc che diet effect of che mossy fiber plexus. This also seems 
unlikely since there were deficirs in man y differenc morphometric 
paramerers of granule cell development on Pl 5 wirhout a smg!e 
deficit noted on CAi cells in che scracum radiacum at chis nme. 
The only s1gníficanc diet dfect on CAl pyramidal cells on P 15 was 
a decrease in synaptic spine densiry in the scratum moleculare. 

le can be seen from this analysis of rhe effeccs of malnucrmon on 
the various componencs of che crisynapcic circuir chat there are no 
maighrfor.vard prediccable relacionships becween diet effern on 
granule cells and diet dfects on CA3 and CA 1 pyramidal cells. lt 
seems likely rhat postnacal developmenc of che CA l, CA.3, and 
h1ppocampal granule cells depends on mulriple facrors rhac were 
not anal}"Zed in che current Golgi scudies. In rhis regard. Sreward 
and Falk ( 1991) suggesred thac ceil developrnenc as mernrn:d bv 
srnapcogenesis is decermmed by the ;me of rc-adiness of the 
poscsynapnc neurons and ihe availabiliry of presynapric input. 
Furcherrnore, Eckenhotf and R~k-1,: ( 199 ! ) :ir¡;ud cha, ,n thc 

prenatal penod synapcogenesis may depend on an I ncri ns1c 
cyrochemical specificicy rather chan on afferent mput. 

A.lchough a way can not be found ro link the diet ctfects on the 
granule cell with the h1ppocampal pyram1dal cdl componenrs of 
che hippocampal msynapnc circuir, ic is dear that chere is a 
perva~ive effect of prenatal protein deprivanon un chis circuH and 
that chis eifecc 1s mosc marked on the granule cells in rhe fascia 
demaca. Alceranons in che msynapt1c circu1t. which 15 thought to 

play a major role in memory funcrion, could plav a 1ignifionr role 
in che Jeveloprnenc of che behavioral deficm found ,n '.•v..Jr.1a:1 
malnutrnion. In human infancs che etfecrs ot· earlv ::oncurr,r.r 
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m.ilnumnon lncluJe 1p.1rhy. alrered morher-infanr inrerac[ions, 
Jdavs 1n !.rngu:igt: .1cqu1s1cion, and abnormal crying pamms. 
Long-[erm s..:quela of early childhood malnurrinon include 
Jecreased [Q seores, 1mpa1red imersensory inregr:Hion, poor 
school performance. low self-esteem. and a ma¡or increase in 
attenúon deficic disordcr in adolc:scrnce and early adulthood 
(Galler et al .. 1983. l 990; Galler and Ross, l 993). The more 
marked dfecc of rhe low prmein dier on rhe granule cdls is in 
accord wHh Alcman I l 98~). who rnggi:s[ed cha[ che response of 
hippocarnpal denrace granule cells co env1ronmenral scresses may 

be a sigmficant facror in chr: development ot' pmmaral d1,.1bdit1es. 
Our anaromical scud1es show rhat prenatal prore1n rnalnumtion 
also has a marked effect on poscnaca1 h1ppocampa1 developmenr oi 
CAI and CAJ pyram1dal cdls, and chis etfect 1s also 1ikdy ro pl.1v J 

role in developmental disabdines. 
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Effects of prenatal protein malnutrition in the total number of 
synapses in the CA3 hippocampal formation 

L Granados 1,2, S Díaz-Cintra2, L. Cintra2, G Gutiérrez-Ospina2, A Rondán3, A 
Aguilar2. y J Laniva-Sahd2 

11..Jnidad de Invcsugac1ón en Salud lnfanul, !nsututo Nacional de Pediatría S.A 04530. Mcx1co 
2ccntro de Ncurob1ologia, Uruverndad Nacional Autonorna de México :623ll. México 
1B1ologla Cel y Tis. facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoroa de México 76230. Mcx1~0 

l. lntroduction 

The quantification of synaptic ultrastructural features is of vital importance in 

neurobiology It is generally accepted that synaptic contacts zones are dynamic structures able to 

modífy their morfological, chemical, physiological and functional properties throughout the animal ~ 

lifespan Such changes are also accompained by alterations in the number of synapses The 

hippocampal fonnation is a structure thought to play a critica! role in spatial memory and learning 

abilities { 1). These behavioral features are altered in malnourished rats Thus this study goal v.as to 

quantify the number of synapses established between the granule cells axons (i e, mossy fibers l and 

the CA3 pyramidal cells dendritic excrescences (Mf-CAJ synapses) in adult rats (220 days old) 

following prenatal malnutrition. We have selected this relay because it is a maJor link in lhe 

hippocampal trysinaptic circuit and it displays notict:able plastic capabilities under d1ffercnt 

experimental conditions 

2. Materials and methods 

Sprague Dawley female rats were fed either with 6% or 25% casein diets 5 weeks 

before conception. Following delivery, litters bom from 6% and 25% caseín fed rats were randomly 

cross-fostered with 25% casein diet fed dams and maintained on this diet until sacrificed (220 days 

old) To estimate the total number of MF-CA3 synapses ir the hippocampal fonnation stra/um 

/uc1dum of control and prenatal malnourished rats, we carried out a two stage morpho!ogical 

analysis. 1n the first stage the reference volume {V{ref)) was estimated at the light microscope leve! 

using Timm-stained material. In the second stage, the numerical density (Nv) of MF-CA3 synapses 

was estimated at the electron microscopic leve!. Blocks of tissue containing the hipocampal 

formation stratum iuczdum, were thus processed for e\ectron microscopy according to standard 

procedures and epon embedded. 10-12 serial ultrathin sections were cut and collected on Formvar-
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coated grids for each block Micrographs were then obtained of the same area from eai:h set o f s, . .-riai 

ultrathin sections Pairs of micrographs taken from adJacents sect10ns were compared to quan11!v the 

\1F-CAJ synapses using the physical disector method (2) The total number of \!F-CAJ S\naps<s 

("'S(syn)) was calculated as the product of the total reference volume of h1ppocampal format1on 

,tratum Juc,dum and the numencal density per unit volume ~(syn) = \'(reí)·'\\ Statlst1cal 

significance (p < O OS) was deternuned using Student s t tests 

3. Results 

Qualitative observations. In accord to prev1ous studies (3), the bas1c orgamzat1on 

pattern of the !vtF-CAJ synapses in the hippocampal formation stratum luc,dum, was unaffected by 

the diet since it was similar in control and prenatal malnourished rats 

Quantitative observations. The total reference volume of the h.ippocampal formation 

stratum lucidum, in the Timm-stained material showed that prenatal protein malnutrition does not 

produce any significant effect on this parameter The numerical density per unit volume of MF-CAJ 

synapses in the structural study was however significantly reduced in prenatal malnourished rats 

when compared to control littermates (p < 0.001). Similarly. the absolute o total number ofMF-CAJ 

was significantly diminished in malnourished rats as compared to control animals (p < O 00 l) 

4. Comments 

Previous neuroanatomical studies conducted in malnourished rats have revealed 

significant alterations in the CA3 pyramidal cells dendritic excrescences (4), as well as in the granule 

cell mossy fibers terminal plexus (5). In the present, study we have demostrated, using electron 

microscopy and unbiased stereological method. a long-term decrease in the total number of MF-CA3 

synapses in prena~I malnourished rats. These results might explain the functional impairments 

observed in the neuronal trisynaptic circuit of the hippocampal formation, explainig thus the leaniing 

and memory changes documented in prenatal malnourished rats. 
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