:;_.. “ - 5
2%

Unidad Académics de los Ciclos Profesional y de Posgradd’&“zuéf‘.
“l o

" del Colegio de Ciencias y Humanidades
CENTRO DE NEUROBIOLOGIA

DENSIOAD DE LAS GELULAS GABAdraicas EN 1A
FORMACION HIPOCAMPICA DE LA RATA
DESNUTRIDA

T E S ! S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA  EN  GIENCIAS  FISIOLOGICAS

1 R 3 8 E N T Az

ANGELICA GONZALEZ MACIEL

MEXICO, D. Fs 1998



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



. %

El presente trabajo de tesis fue realizado bajo ia direccién de los DRS.
SOFIA DIAZ- CINTRA Y MIGUEL ANGEL MORALES MENDOZA, en los
laboratorios de Morfometria (Centro de Neuroblologia) y de Biologia Celular
dsl Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM asi como en el
iaboratorio de Microscopia Electrénica del insiliuto Nacional de Pediatria

deia S.S.



AGRADECIMIENTOS:

Mi més sincero agradecimiento a la Dra. Sofia Diaz-Cintra coordinadora del
proyecto de maestria y doctorado en ciencias fisioldgicas por su apoyo y asesoria
en el desarrollo de esta tesis.

Al Dr. Miguel Angel Morales M. por su asesorfa y entusiasta participacion
en el desarrollo de este trabajo, asi como por las criticas y la cuidadosa revision
del manuscrito.

A los sinodales que revisaron esta tesis: Dr. Manuel Salas Alvarado
Dr. Raul Mena Lopez
Dr. Alfredo I. Feria Velasco



INDICE

L- RESUMEN
SUMMARY
IL.- INTRODUCCION
Ili.- HIPOTESIS
IV.- BATERIAL Y METODOS
Animales
Tratamiento nutricional
Dietas y condiciones de crianza
Reproduccién
Formacién de grupos
Perfusion y fijacion
Proceso inmunohistoquimico
Parametros celulares evaluados
Andlisis estadistico
V.- RESULTADOS
Densidad de neuronas con inmunopositividad parecida a GAD
en la condicion control de nutricion (25/25%), a los 30y 90
dfas de edad
Densidad de neuronas positivas a GAD en las diferentes
condiciones experimentales de nutricion a los 30 y 80 dias
de edad
Desnutricién postnatal (25/6%)
Desnutricion prenatal y rehabilitacion nutricional postnatal
(6/25%)
Desnutricion pre y postnatal (6/6%)
Comparacién de la densidad de células GABAérgicas en las
diferentes condiciones de nutricion
Hipocampo
Giro dentado
Vi.- DISCUSION
Reduccién de Ia densidad de células GABAérgicas por
malnutricién proteinica
Aumento de {a densidad de células GABAérgicas por
malnutricién protelnica
Dario en la funcién hipocampica por malnutricion proteinica
Vil.- CONCLUSIONES
Vill.- APENDICE
Hipocampo
Estructura
Elementos neuronales
Aferencias, eferencias y circuito basico
Actividad eléctrica
Hipocampo y desnutricion
IX.- REFERENCIAS

17

18
21

23
25

28
28
30
32

34



. RESUMEN

La imposicion de una dieta hipoproteinica a ratas durante los
periodos pre gestacional y gestacional, altera el desarrollc y los pairones
de maduracion de su cerebro, particularmente del hipocampo y el giro
dentado. Se ha encontrado que ademas de inducir cambios en la
citoarquitectura de estas estructuras, también afecta los sistemas de
modulacién de la excitabilidad de las células granulares del giro dentado,
por aumento en los niveles de inhibicién. Nosotros estudiamos el efecto de
la malnutricién hipoproteinica, sobre la densidad de células GABAérgicas
del hipocampo y del giro dentado de ratas de 30 y 90 dias de edad, por
medio de marcaje inmunocitoquimico de Ia enzima glutamato
descarboxilasa (GAD). Mientras que las ratas control fueron alimentadas
con un dieta con 25% de caseina, las experimentales fueron alimentadas
con una dieta conteniendo 6% de caseina , desde 5§ somanas antes del
apareamiento, durante la gestacién (desnutricion prenatal; 6/25) en los
periodos pre y postnatal (desnutricion crénica; 6/6) y sole durante el
periodo postnatal (25/6). A los 30 dias de edad, el grupe malnutrido
crénicamente {6/6) mostré una disminucion significativa en la densidad de
las células GABAérgicas, tanto en el hipocampo (31%; p<0.0008) como en
el giro dentado (39%; p<o.0001). De manera contraria, a la misma edad, en
el giro dentado del grupo 6/25 se encontré un aumento significativo
(p<0.01) del 27% en la densidad de éstas mismas células, A los 80 dias de
cdad, ia densidad de células GABAérgicas en los grupos 6/25 y 25/6, no
mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control, sin
embargo, el grupo con desnutricién crénica presentd un aumento
significativo (p< 0.0001) del 19% en la densidad de células inmunopositivas
a GAD. Los resultados indican que la desnutricion afecta la densidad de las
células GABAérgicas de manera diferente en las dos regiones estudiadas.
El aumento o la disminucion en la densidad encontrado a los 30 dias de
edad en los grupos 6/25 y 6/6 respectivamente, probablemente indican
retraso en Ia integracion neuronal del circuito inhibitorio hipocampal. E!
aumento en la densidad de células GABAérgicas encontrado en el grupo de
desnutricion crénica a los 90 dias de edad, probablemente indica efectos
mas severos e irreversibles. Los aumentos en la densidad antes
mencionados podrian explicar al menos en parte, el aumento en la funcién
inhibitoria del hipocampo encontrada en ratas malnutridas.



SUMMARY

The hippocampus and dentate gyrus deveiopment and their
maturation patterns are altered by a low protein diet imposed on pre
gestation and gestational periods in the rat. Is well known that protein
malnutrition induces changes in the hippocampal neuroanatomy as well, in
its excitability modulation system from the granule cells of the dentate
gyrus. We studied in protein malnourished rats at 30 and 90 days old the
density of GABAergic cells from hippocampus and fascia dentata, by
inmunccitochemical Iabeling of anti-glutamate decarboxylase (GAD).
Female rats from all groups were fed five weeks prior to mating and during
gestation with two isocaloric diets. Control group was fed with a 25%
casein diet, and three malnourished groups with a 6% casein diet. Two
malnourished groups were obfained by cross-foster between litters born
from malnourished and control mothers. Thus, one group was rehabilitated
at birth (prenatal malnutrition 6/25), and the other to produce postnatal
malnutrition (25/6). The last group was maintained with their malnourished
mother to produce, chronic malnutrition (6/6). This group show significant
raductions of GABAergic cell density in the hippocampus (31% p< 0.0008)
and dentate gyrus (39% p< 0.001) at 30 days of age. Conversely, in this age,
the 6/25 group showed a 27% significant (p< 0.01) increase in the dentate
gyrus. No significant differences were found at 50 days of age in 6/25 or
25/6 groups. However, the 6/6 group showed a 19% significant (p< 0.0001)
increase in the fascia dentata GABAergic cell density. These data suggest
that malnutrition had differential effects on the hippocampal formation. The
increase or decrease at 30 days in 6/25 and 6/6 groups may reflect a delay
in the maturation of hippocampal formation inhibitory circuitry. The
increase in GABAergic cell density found in /6 at 90 days of age may show
irroversible and more severe effects. The increment in GABAergic cells
could explain the increase of inhibition proposed as the substrate of either
behavioral or electrophysiological alterations found in malnourished rats.



11. INTRODUCCION

El desarrollo cerebral de los mamiferos es susceptible a dafios por
factores ambientales nocivos como la desnutricion, el alcoholismo y la
drogadiccidn entre otros (Dyson y Jones 1976); ésto se debe a que durante el
desarrollo cerebral ocurren cambios secuenciales de importancia, tales como la
generacién neuronal {neurogénesis y gliogénesis), la migracion y la
diferenciacion neuronal, el crecimiento neuronal (de las arborizaciones
dendriticas y de la extension axonal), ia mieiinizacion, la sinaptogénesis y la
formacién de circuitos neurales (Angevine y Sidman, 1961; Altman y Das, 1965;
Altman, 1966; Maxwell 1979; Diaz-Cintra y Ortega,1991; Shatz 1992); por otra
parte, también se origina la sintesis y la liberacién de neurotransmisores y la
muerte celular selectiva (apoptbsis). Todos ellos, necesarios para la integracién
de las funciones neuronales, incluidas las superiores como el aprendizaje y la
memoria.

Aunque estos procesos son regulados genéticamente, muestran sin
embargo como ya se dijo, susceptibilidad a dafios por factores ambieniales
nocivos como la desnutricion (Fish y Winick, 1969; West y Kemper, 1976;
Morgane, La France, Bronzino, Tonkiss, Diaz-Cintra, Cintra, Kemper, Galler,
1993).

Se sabe que la desnutricion padecida durante distintas etapas del
desarrollo de los individuos, produce diferentes alteraciones en el organismo en
general y en el Sistema Nervioso Central (SNC) en particular. Ademas, de
acuerdo a la naturaleza de la deficiencia (proteinica o no) y a ia etapa durante el
desarrollo en la cual ésta se produce en el organismo, las secuelas en su
desarroilo conductual e intelectual seran de intensidad variable { Fish y Winick,
1969; Rodier, 1976; 1980; Dobbing, 1968a y b; 1970; 1972; 1979; 1990; Smart,
1990;1991).



Puesto que la desnutricién afecta de manera permanente funciones como
el aprendizaje y la memoria, una de las regiones del cerebro que ha sido
estudiada con mayor interés debido a su relacién con estas funciones es la
formacién hipocdmpica. Los dafios que produce la desnutricibn en esta
estructura cerebral se pueden detectar a nivel morfolégico, electrofisioldgico y
conductual. Se sabe en general que induce cambios en la citoarquitectura de la
formacion hipocdmpica, altera las caracteristicas eléctricas del ritmo theta y de la
potenciacién a largo plazo (LTP) y afecta la integracion de los procesos del
aprendizaje y la memoria.

Varios estudios sobre las caracteristicas del ritmo theta del EEG (Morgane
y col., 1993) y sobre la capacidad de presentar y mantener LTP indican que la
desnutricion ocurrida durante la gestacion al parecer provoca un aumento
significativo en los niveles de contro! inhibitorio ejercido sobre la actividad de las
céfulas granulares (Austin, Bronzino, Morgane, 1986; 1989; Austin, Beiswanger,
Bronzino, Austin-LaFrance, Galler y Morgane, 1992; Bronzino, Abu-Hasaballah,
Austin-LaFrance y Morgane,1894). La excitabilidad de las neuronas granulares
puede ser modulada por varios sistemas. Estos sistemas incluyen a las células
GABAérgicas presentes en el hipocampo y el giro dentado y a los de proyeccion
‘extrinseca como el serotoninérgico, que surge desde el rafe medio, el
noradrenérgico que se origina en el locus coeruleus y los suministros colinérgicos
y GABAérgicos desde el nicleo del septo medio. Ademas de modular a las células
granulares, estos sistemas extrinsecos pueden regular la inhibicién de la
poblacion intrinseca de células GABAérgicas del giro dentado (Morgane y col.,
1993). Estos trabajos se describen en detalle en e! apéndice.

Se ha mostrado que l2 activacibn de cada nicleo extrinseco modifica ia
actividad eléctrica de la poblacion de las células granulares. De tal manera que se

han desarrollado algunas hipétesis evaluables concernientes a la manera en que



una desnutricién gestacional podria ;;rovocar aumento de los niveles de inhibicion
a las células granulares y a las células GABAérgicas mismas: i) la desnutricién
puede provocar un aumento en ia sensibilidad a la inhibicién tanto del suministro
como de fa retroalimentacién de la poblaciéon de células granulares; i) puede
dafiar los mecanismos de recaptura de GABA, proporcionando asi una inhibicion
efectiva de larga duracién, i) se puede dafiar la actividad de sistemas
moduladores extrinsecos, incluidos la proyeccion GABAérgica del septo medio,
los sistemas serotonérgicos o norepinefrinicos que surgen desde el tallo cerebral
e inervan a las neuronas GABAérgicas locales, esta reduccién de inhibicién sobre
células inhibitorias conduce a un mayor efecto inhibitorio final sobre las células
granulares (Austin-La France y col. 1986; 1991; Morgane y col., 1993).

Con base en lo anterior, en este trabajo se realizé un estudio
inmunohistoquimico y morfométrico de las células GABAérgicas de la formacion
hipocampica (neuronas locales) en ratas desnutridas pre, posnhatal o
cronicamente, en las edades postnatales de 30 y 90 dias, con la finalidad de
determinar los dafios ocurridos al sistema GABAérgico a causa de la
desnutricién hipoproteinica. Debido a que las. poblaciones celulares de la
formacién hipocampica se originan a diferentes tiempos, y a que fa distribucién
de las células GABAérgicas varia dentro de la estructura, las células se
identificaron en dos regiones: en el Cornus Ammonis (CA) considerando CA1,
CA3 y CA4, donde la neurogénesis ocurre en etapa prenatal y en el giro dentado
(GD), en el que ocurre en periodo postnatal. Se analizé el efecto de tres
diferentes esquemas de desnutricién; prenatal J) con (6/25) o ii) sin rehabilitacién
nutricional postnatal (6/6) y /i) con periodo prenatal normal y desnutricién
postnatal (25/6). Comparandose con el grupo controf (25/25),

En consideracion de ser este un estudio morfoldgico del hipocampo y en

funcién de no extender esta introduccion, esta tesis ileva anexo un Apéndice en



donde se revisa en detalle la estructura, organizacion y funcién de esta estructura

cerebral.

1. HIPOTESIS

Segun lo mencionado en la introduccion se plantea la siguiente hipttesis:
Si consideramos que {a desnutricién puede causar retardo en los procesos
del desarrollo y maduracién del hipocampo, y dado que las Interneuronas
GABAérgicas son las principales responsables del efecto inhibitorio
hipoEampal el cual se encuentra aumentado en animales desnutridos, es
vélido suponer que un aumento en la densidad poblaciona! de estas

nauronas, pudiera explicar este aumento de inhibicién,



- IV. MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utllizaron ratas de la variedad Sprague Dawley en etapa reproductiva

(80-90 dias de edad), 30 hembras y 10 machos, las cuales se mantuvieron bajo

idénticas condiciones de luz obscuridad (12:12 hrs), temperatura (22-24 °C),

humedad (40-50%) y con libre acceso al alimento (dieta para roedores con un

contenido del 25% de casefna) y al agua.

Tratamiento nutricional

La desnutricion se realizé de acuerdo al método empleado previamente

por Morgane y cols. (1978), mediante e! uso de dos dietas, adquiridas de la

compaiiia Teklad-Harlan de Madison, Wisconsin, EUA (Tabla 1).

Tabla I. COMPOSICION NUTRICIONAL DE

LAS DIETAS™.

COMPONENTES 25% de 6% de

caselna caseina
Proteinas (caseina) 21.8 53
Grasas 15.4 15.0
Carbohidratos 50.9 68.9
Sales minerales™* 4.7 4.7
Vitaminas 1.0 1.0
Agua 22 1.2
Componentes no nutritivos 4.2 4.2
Kcallg 4.3 4.3

*Complementadas con L-Metionina ( 0.4% ) debido a Ila
ausencia de este aminoacido esencial en la caseina, ** Sc
Iz5 sdicioid con fosfato de calcio monobasico ( 0.6%) y

carbonato de zinc (0.001%).
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Dietas y condiciones de crianza

El contenido de las dietas empleadas en el estudio se seiiala en la Tabla
|, donde se pueden apreciar algunas de ias caracteristicas mas sobresalientes:
por ejemplo, ia fuente de proteina para ambas dietas fue la caseina, una tuvo un
contenido del 25% (grupo control) y la otra uno del 6% (grupo desnutrido). La
dieta con menor porcentaje de caseina tuvo una mayor canfidad de
carbohidratos para compensar la posible deficiencia en calorias, ambas dietas
contienen mayor canfidad de grasa en relacién a una dieta comércia! y ademas
debido al bajo contenido en aminoacidos sulfurados en la caselna la dieta fue
suplementada con L-metionina.

El tota! de ratas hembras fue dividido en dos lotes, cada uno con igual
namero de sujetos. Asi, durante § semanas antes del apareamiento se alimenté
a quince hembras con la dieta que contenia 6% de caseina, para obtener a las
madres desnutridas y a 15 hembras con Ia dieta al 25%, para obtener a las
madres controles (10) y nodrizas (5). Los machos se mantuvieron en las
condiciones nomales antes descritas .

Reproduccion

Después de las cinco semanas con este régimen nutricional, las hembras
de ambos grupos fueron apareadas con machos alimentados normalmente, Para
ello se colocé en cajas familiares a 1 macho con 2 6 3 hembras; se marcé con
violeta de cresilo a1 6 2 de las hembras para llevar un registro individual. El dia
1 de gestacién se determind por medio de Ia presencia de espermatozoides en
frotis vaginales, los cuales se realizaron cada mafiana. De acuerdo a los datos
registrados, las hembras que presentaron frotis positivos se separaron en cajas
de plastico (48 x 27 x 16 cm) de acuerdo a la dieta comespondiente. Durante ¢l
periodo de gestacién los animales fueron mantenidos bajo las mismas

condiciones descritas. Al momento del parto, las camadas nacidas en el mismo
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dia y de la misma condicién nutricional fueron pesadas y sexadas, y se
mezclaron entre si con el fin de obtener camadas genéticamente heterogéneas.

Cada camada se ajusté con 8 crias.

Formacién de grupos

De las crias descendientes de madres desnutridas, unas fueron
asignadas a madres nodrizas bien nutridas (dieta 25%) para obtener a los
animales rehabilitados nutricionalmente (6/25%), y otras permanecieron con sus
madres desnutridas para obtener a los animales desnutridos (6/6%). ,

En cuanto a los animales descendientes de hembras bien nutridas (25%),

" unos permanecieron en las mismas condiciones para asi obtener a los animales
control (25/25%) y otros fueron asignados a nodrizas desnhutridas lo que
proporciond animales con desnutricién postnatal (25/6%).

De esta manera, se obtuvieron cuatro grupos de animales: bien nutridos
25/25% o control y tres grupos, desnutridos pre y posnataimente o 6/6%,
rehabilitados nutricionaimente al nacer o 6/25% vy desnutridos al nacer o 25/6%.
A los 21 dlas, después del destete, se colocé) a 3 animales en cada caja
considerando su sexo y condicién nutricional (Fig. 1).

En el el estudio se utilizaron animales macho de 30 y 90 dias de edad,
con la idea de obtener informacién de un estadio temprano (30 dias) en el cual
se sabe que ya estd presente el 100% de las células GABAérgicas, e
informacion de probables cambios en la poblacién de estas células a un plazo

mayor (90 dias).
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30 HEMBRAS
{SPRAGUE/DAWLEY)

15 HEMBRAS

15 HEMBRAS

DIETA 25% DIETA 6%
7
LAPAREAMIENTOI
15 HEMBRAS 15 HEMBRAS
GESTANTES GESTANTES
CONT. Y EXP. CONT. Y EXP.
[ParTO ] [PAaRTO]
HOMOGENIZADO DE CRIAS l l HOMOGENIZADO DE CRIA;I
~ L T T
) - 11 | 1

SCAMADAS| | 5CAMADAS| | 5 CAMADAS | | § CAMADAS
conscrias| | conscrias| | conscriast [con s crias

25/25 CIU 6/25% C/U | | 6/6% CIU 25/6% CIU
1 1 X -
[ 30 DiAS l l 90 DIAS l

Fig. 1. Se muestra de manera resumida la obtencién de los animales para el
estudio (dietas, las condiciones de crianza, reproduccién y formacién de
grupos).

Perfusion y fijacién

Se utilizaron 3 animales en cada condicién nutricionatl (6/6%, 6/25,
25/25% y 25/6%), y en cada edad ( 30 y 90 dfas ), por lo tanto, el estudio se
realizd con 3 X 4 X 2 = 24 animales. Las ratas se perfundieron por via
intracardiaca con amortiguadorv de fosfatos (PB) 0.1M, pH 7.4; seguido de un
fijador compuesto de paraformaldehido al 4% preparado en el mismo
amortiguador. Al terminar la perfusion, se extrajeron los encéfalos de los
animales para procesarlos por inmunohistoquimica. El tejido se colocd en el

mismo fijador durante una hora; después de este tiempo se transfirié a PB con
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sacarosa al 10% donde se mantuvo hasta que el tejido dejé de flotar y se fue al
fondo del recipiente. Subsecuentemente y con el mismo criterio se colocé en
sacarosa al 20 y al 30%.

En cada encéfalo se realizaron cortes seriados de 30 pm en direccion
rostro-caudal de los cuales se recuperaron 4 uno cada 300 um, representativos
de los primeros 1320 pm de la formacién hipocampica (Fig. 2). Estos-coﬁes
corresponden aproximadamente a los campos 34, 36, 38 y 39 del atlas

estereotaxico del cerebro de la rata de Konig y Kiippel, 1967.

Proceso inmunohistoquimico

Para marcar a las células GABAérgicas se utilizé un anticuerpo policlonal
de oveja anti -glutamato descarboxilasa (anti-GAD 1440, donado por e Dr. I
Kopin del NLI.H.). Este anticuerpo fue purificado parcialmente de cerebros de rata
‘(preparacién sinaptosomal) y se ha usado para detectar células GABAérgicas en
cerebelo (Oertel y col. 1981),y aferentes GABAérgicas en sustancia nigra y de
pituitaria después de cortar el tallo cerebral (Oertel y col. 1981; 1982).

El proceso inmunohistoquimico de los corles de tejido se realizé por
flotacién y siempre dentro de una camara himeda. Los cortes se incubaron con
el anticuerpo primario anti-GAD antes mencionado a una difucién de 1:500
durante 24 horas a 4°C, seguido de un anticuerpo secundario biotinilado contra
oveja (1:100 durante thora a temperatura ambiente) y del complejo avidina -
biotina - peroxidasa ( KIT ABC Vectastin). Al terminar el proceso
inmunocitoguimico los cortes fueron adheridos a laminillas gelatinizadas, se
deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol y lJuego de montarlas en
resina sintética se observaron en un microscopio fotonico Nikon Optiphot,

acoplado a un sistema digital procesador de imagenes .



Como control de los experimentos de inmunocitoquimica se utilizaron
cortes en los que se siguié el mismo proceso pero substituyendo el anticuerpo

primario con suero preinmune.

Fig. 2. Esquemas de cortes de hipccampo en direccion antero-posterior.
Cada corte esta separado 300 .m de! cotro, por (anto, iepresenian ias
primeras 1320 .m de [a region hipocampica.
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Pariametros celulares evaluados
Las mediciones se realizaron con el programa de procesamiento digital de
imagenes Histo 2000. En cada corte se delimit6 el area del hipocampo y del giro
dentado, se marcaron las células inmunoreactivas a GAD y se calculd su

densidad.

Analisis Estadistico
Se realizaron comparaciones estadisticas de la densidad de células
inmunoreactivas en H y GD de los animales control y experimentales a la misma
edad y entre Ias dos edades; para ello se aplico el analisis de varianza anidado
(Méndez, 1993). Con este andlisis, e! parametro a medir es la densidad y las
variables son el nivel del corte a lo largo del hipocampo, las condiciones

nutricionales, la edad y la variabilidad intra-animal.



V. RESULTADOS

La inmunopositividad parecida a GAD se identifico6 como un precipitado
café-rojizo en el soma y en algunos procesos proximales al soma. Las neuronas
inmunopositivas a GAD se encontraron tanto en el hipocampo como en giro
dentado de todos los animales estudiados (Fig. 3, 4). Segtn su morfologia se
distinguieron tres tipos: piramidal, multipolar y fusiforme.

Los cortes incubados con suero preinmune, fueron inmunonegativos.

Densidad de neuronas con inmunopositividad parecida a GAD en la
condicion control de nutricion (25/25%), a los 30 y 90 dias de edad.

En el hipocampo de ratas de 30 y 90 dias de edad, las neuronas
GABAérgicas se encontraron distribuidas en todos sus estratos, es decir, en el
polimérfico, piramidal y molecular de los campos CA1 al CA4 (Fig. 3, 4a). En el
giro dentado, las neuronas positivas a GAD se distribuyeron en la capa de
células granulares, en los estratos molecular dorsal y ventral y en la regién hilar
(Fig. 3, 4b). ’

En la Tabla Il y las figuras 5, 6, 7 y 8 se presentan los datos
correspondientes a la densidad de células inmunopositivas a GAD encontradas
en el hipocampo y en el giro dentado en los cortes de los diferentes niveles del
eje rostro-caudal de ratas de 30 y 90 dias de edad del grupo control.

Se encontrd una disminucion estadisticamente significativa de la densidad
de células GABAérgicas de los 30 a los 90 dias de edad en los cortes del nivel 1
en e! hipccaimpo y de ios niveles 1y 3 en el giro dentado (p<0.007) y un aumento

significativo en el corte del cuarto nivel del hipocampo (p<0.b1 ).



TABLA Il. DENSIDAD ((ceymm?2) DE CELULAS GABAERGICAS EN CORTES
SERIADOS+ DE HIPOCAMPO Y GIRO DENTADO DE RATAS DE 30 Y 90 DIAS DE
EDAD DE LA CONDICION NUTRICIONAL CONTROL (25/25%).

Hipocampo Giro deqtado
Cortes+ .
30d 90d % de cambio ++ 30d 80d % de cambio ++

1 42 1 34+ 2 19+ 90 + 22 72 + 16 -20"*

2 35+ 3 33+ 5 -6 84+ 9 72+ 6 -14

3 335§ 29+ 5 -12 77+ 6 65 + 7 -16***

4 22+6 27+ 6§ 23" 59+ 9 58 7 -2
A+ 3313 31+ 2 -6 78+ 5 67 + 3 -14

Se expresan el promedio * el error estindar (n=3)

+Los cortes son muestras de los primeros 1320 um de la formacién hipocampica en
direccion rostro caudal. ++como cambia la densidad en S0 dias con respecto a 30
dias. +++Promedio de los 12 cortes (n = 3, 4 cortes por rata). significancia
estadistica: ** p< 0.01, *** p< 0.007

Cuando se comparo el promedio de células GABAérgicas de los 30 dias,

contra la densidad alos 90 dias de edad de los 4 cortes, tanto en hipocampo

como en giro dentado (Tabla II), solo se encontré una tendencia de disminucién

no significativa (Fig. 9 y 10).

Densidad de neuronas positivas a GAD en las diferentes condiciones

experimentales de nutricién, a los 30 y 90 dias de edad.

La distribucién general de las neuronas inmunopositivas a GAD para las

diferentes condiciones de nutricién (25/6, 6/25 y 6/6%) fue semejante a la

observada en el grupo 25/25. Asl, en el hipocampo se encontraron distribuidas

en los estratos polimoérfico, piramidal y molecular de CA1 a CA4, tanto a los 30

como a los 90 dias de edad; y en el giro dentado en la capa de células

granulares, en el estrato molecular dorsal y ventral y en la region hilar.
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Flg. 3. Distribucion de interneuronas con inmunopositividad parecida a
GAD. Regiones CA1 y CA3 del hipocampo y en hilum (H), capa granular
(CG) y Iamina molecular (LM} del giro dentado (GD), 140X.

a) Fotomicrografia y b) Esquema realizado en el sistema procesador
digital de iméigenes, Jas cruces indican los somas inmunoreactivos a
GAD.




Fig. 4 Microfotografias de cortes de 30 um de la formacion hipocampica
mostrando células inmunopositivas a GAD. a) Células positivas a GAD
en CA1 del Cornus Ammonis (flechas). En el inset se muestra la
ampliacién de unas de las células  inmunopositivas b) Células
Inmunopositivas en el giro dentado (flechas). CG, capa granuiar; H,
region hilar. En el inset se muestra la ampliacién de una de éstas
células. Calibracién de la barra=25 um, inset 10 um,
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Desnutricién postnatal (25/6%)
En la Tabla Il y las figuras 5, 6, 7 y 8 se presentan los datos de la
densidad promedio y el error esiéndar, de las células inmunopositivas a GAD

encontradas en hipocampo y giro dentado de ratas de 30 y 90.dias de edad, del
grupo con desnutricion postnatal ( 25/6%).
TABLA Hlll. DENSIDAD (cel/mm2) DE CELULAS GABAERGICAS EN CORTES

SERIADOS+ DE HIPOCAMPO Y GIRO DENTADO DE RATAS DE 30 Y 90 DIAS
DE EDAD DE LA CONDICION DE DESNUTRICION POSTNATAL (25/6%).

Hipocampo Giro dentado
Cortes+
30d 20d % de cambio++ 30d 90d % de cambio++
1 3312 3947 +18** 845  79% 7 6™
2 9a7 215 +10 968 73 9 24*
3 2%z:s5 26 +8 0 8814 71 14 1%
4 20zt3 2217 +10 8010 69 + 7 4™
A o732 30+3 +11 905 73 +3 19**

Se expresan el promedio £ el error estindar (n=3)
+Lo3 cortes son muestras de los primeros 1320 um de la formacién hipocampica en
direccion rostro caudal. ++comoc cambia la densidad en 90 dias con respecto a 30
dias. +++Promedio de los 12 cortes {n = 3, 4 corles por rata); significancia
estadistica: ** p< 0.05
Como puede observarse, los cambios en la densidad en las diferentes
edades fue opuesto entre giro dentado e hipocampo. Al comparar ef grupo de 30
dias con el de 90, la densidad de células GABAérgicas se encontré disminuida
significativamente (p<0.05), en todos los niveles de corte evaluados en giro
dentado; en el hipocampo sin embargo, la densidad aumenté en tres de los 4
niveles estudiadas, con significancia estadistica solo en el primer nivel.
En cuanto a la densidad promedio de células inmunopasitivas a GAD en
hipocampo, considerando los 4 niveles a los 30 y 90 dias no se encontré cambio
significativo. De manera contraria en el giro dentado se encontré disminucion

significativa de la densidad celular (Tabla iti).
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HIPOCAMPO

Control
Desnutricié n postnatal

Desnutricié n prenatal utricidn crénica

@
S

Densidad de cé lulas GABAé rgicas (cel/ mm?)

30

Fig. 5.- Densidad promedio de neuronas inmunopositivas a GAD en cortes
seriados (1-4) frontales en direccion rostro caudal, de hipocampo de ratas de 30
dias de edad que fueron sometidas a diferentes condiciones de nutricion.”
*diferencia significativa con p<0.05.
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Desnutricién prenatal y rehabilitacion nutricional postnatal (6/25%).

En la Tabla IV y las figuras 5, 6, 7 y 8 se presentan los datos de la
densidad de las células inmunopositivas a GAD encontradas en los cuatro
niveles de corte en el hipocampo y en el giro dentado de ratas de 30 y 90 dias
de edad, del grupo desnutrido prenatalmente y rehabilitado nutricionalmente en
el primer dia de nacimiento ( 6/25%).

En esta condicién se encontré algo similar que en el grupo anterior
(25/6%) ya que en el giro dentado ocurrié una &isminucién significativa (p<0.05)
de la densidad de células GABAérgicas, de los 30 a los 90 dias de edad en
todos los niveles de corte evaluados, mientras que en hipocampo la densidad fue
semejante de los 30 a los 80 dias en tres de los niveles, presentandose aumento
significativo solo en el cuarto nivel.

En cuanto a la densidad promedio de células inmunopositivas a GAD en
el hipocampo, considerando los 4 niveles de corte de los 30 y 90 dias, no se
encontrd disminucion significativa en el hipocampo, y si en el giro dentado.

TABLA V. DENSIDAD DE CELULAS GABAERGICAS (ce/mm2)EN CORTES
SERIADOS+ DE HIPOCAMPO Y GIRO DENTADO DE RATAS DE 30 Y 90 DIAS DE
EDAD DE LA CONDICION DE DESNUTRICION PRENATAL, CON REHABILITACION
NUTRICIONAL AL NACER (6/25%).

Hipocampo Gire dentado
Cortes+
304d 80d % de cambio++ 3o0d ao0d % de cambio++
1 39 = 1 40 £ 1 +2 13243 66t 6 -50**
2 3414 32 3 9225 65+ 6 2g*
3 28:3 2945 +3 10431 60+ 2 -42*
4 2412 28 + 2 +16"  75%7 57 + 4 24"
Xt gp 42 33 +2 +3 99+ 10 62 £24 37**

Se expresan el promedio + el error estindar (n=3)

+Los corles son muesiras de los primeros 1320 um de la farmacién hipocdmpica en
direccién rostro caudal. ++como cambia la densidad en S0 dias con respecto a 30
dias. +++Promedio de los 12 cortes (n = 3, 4, cortes por rata); significancia
estadistica: ** p< 0.05.
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HIPOCAMPO

Control Deenutricié n postnatal

Desnutricld n prenatal Oesnutriclén crénica

Densidad de cé lulas GABAé rgicas (cel/mm 2)

Fig. 6- Densidad promedio de neuronas inmunopositivas a GAD en cortes
seriados (1-4) frontales en direccién rostro caudal, de hipocampo de ratas de 90
dias de edad que fueron sometidas a diferentes condiciones de nutricion.
*diferencia significativa con p<C.05.
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Desnutricién pre y postnatal ( 6/6%).

En la Tabla V y las figuras 5, 6, 7 y 8 se presentan los datos de la
densidad promedio y su error estandar, de las células inmunopositivas a GAD
encontradas en hipocampo y giro dentado de ratas de 30 y 90 dias de edad, del
grupo desnutrido prenatal y postnatalmente ( 6/6%).

En esta condicion a diferencia de las dos anteriores, se encontré un
ahmento significativo (p< 0.05) tanto en hipocampo como en giro dentado de la
densidad de células GABAérgicas, de los 30 a los 90 dfas de edad en todos los
niveles de corte evaluados.

£n consecuencia, también se encontré aumento en la densidad promedio
de celulas inmunopositivas a GAD en el hipocampo y en el giro dentado, cuando

se consideraron los 4 niveles de corte a fos 30 y 90 dlas de edad.

TABLA V. DENSIDAD DE CELULAS GABAERGICAS (ce/mm2)EN CORTES
SERIADOS+ DE HIPOCAMPO Y GIRO DENTADO DE RATAS DE 30 Y 90 DIAS
DE EDAD DE LA CONDICION DE DESNUTRICION CRONICA (6/6%).

Hipocampo Giro dentado
Cortes+
- 30d 90d  %decambio++  30d s0d % de cambio++
T 21:a 3922 +85** 46t9 776 +67"
2 2:4 37:4 +68"* §7+8 753 +30
3 q9:3  34#1 79" 0+7 85:5 +112%
4 2113 321 +52%* 56+ 9 84 4 + 50*
Xt 2249 3421 +54** 48 £ 3 80 +2 + 67"

Se expresan ¢l promedio + el error estandar (n=3)

+Los cortes son muestras de los primeros 1320 um de la formacién hipocampica en
direccion rostro caudal. ++como cambia la densidad en 90 dias con respecto a 30
dias. +++Promedio de los 12 cortes (n = 3, 4 cortes por rata); significancia
estadistica: ** p< 0.05.
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Densidad da cé lulas GABA rgicas (celimm2)

GIRO DENTADO

Controf ’ Desnutrieid n postnatat

Desnutricis n pres
prenatal Desnutricién crénica

Fig. 7.- Densidad promedic de neuronas inmunopositivas a GAD en cortes
seriados frontales (1-4) en direccié n rostro caudal, de giro dentado de ratas
de 30 di as de edad que fueron sometidas a diferentes condiciones de nutricié n.
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Densidad de ¢é lulas GABAé rgicas (cel/mi)

GIRO DENTADO

Control

Desnutricls n postnatal

Desnutricié n prenatat Desnutriclén erénica

© o o
25.
a
1 2

Fig. 8.- Densidad promedio de neuronas inmunopositivas a GAD en cortes
seriados frontales (1-4) en direccié n rostro caudal, de giro dentado de
ratas de 90 di as de edad que fueron sometidas a diferentes condiciones de
nutrlcié n.

27



Comparacidn de la densidad de células GABA¢érgicas en las
diferentes condiciones de nutricién

Hipocampo

La comparacién de la densidad entre ef grupo control y los experimentales
a los 30 dias de edad, indica una disminucién significativa (p<0.0008) en el grupo
desnutrido cronicamente (6/6%) (Fig. 9). A los 90 dias en cambio no se
encontraron diferencias significativas de fos tres grupos experimentales con el
control (Tabla Vi) .

TABLA VI. DENSIDAD PROMEDIO DE CELULAS INMUNOPOSITIVAS A GAD
EN HIPOCAMPO DE RATAS DE 30 Y 90 DIAS DE EDAD SOMETIDAS A
DIFERENTES CONDICIONES DE NUTRICION.

30d % de cambio 90d % de cambio

Condiciones de

nutricién

25/25% 32+ 2 31+ 2

25/6% 27+ 2 -16 32+ 3 +3
6/25% 2+ 2 0 33+ 2 +6
6/6% 2+ 1 31 % 35+ 1 +12

Se expresan el promedio * el error estindar (n=3)
EL % DE CAMBIO ES EN RELACION AL GRUPO CONTROL (25/25).

* disrninucion significativa con una p< 0.0008.

En general, se puede decir que a excepcion del grupo 6/6% en el que se
encontrd una disminucién del 31% en la densidad solo a los 30 dias, la
densidad de células GABAé&rgicas en hipocampo es semejante a la edad de 80
dias en los animales de las diferentes condiciones nutricionales (25/25%, 6/25%,
25/6% y 6/6%). Con base en lo anterior podria decirse que a los 30 dias sélo con
desnutricién crénica se encuentran cambios mientras que a jos 90 dias la
densidad de células inmunopositivas a GAD en esta estructura nc sc ve afectada
por la desnutricién establecida prenataimente, postnatalmente o bien de manera

crénica.
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Fig.9.- Densidad promedio de neuronas GABAérgicas en hipocampo de ratas de
30 y 90 dias de edad sometidas a diferentes condiciones de nutricién. * diferencia
significativa con p<0.008.
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Giro dentado .
La densidad de células GABAérgicas en los animales de 30 dias presentd

cambibs significativos en los grupos desnutridos, ast, e! grupo 5/25 aumenté en
27% en tanto que el grupo 6/6, disminuyé en un 39% (Tabla VIl y Fig. 10).

En los animales de 90 dias de edad fa densidad de célutas inmunopositivas
a GAD de los grupos 25/25, 25/6 y 6/25‘%: no presenté diferencia significativa, por
el contrario en la condicion 6/6% se encontré un aumento significativo del 19%
(Tabla VIl y Fig. 10).
TABLA VI . DENSIDAD PROMEDIO DE CELULAS INMUNOREACTIVAS

A GAD EN GIRO DENTADO DE RATAS DE 30 Y 90 DIAS DE EDAD
SOMETIDAS A DIFERENTES CONDICIONES DE NUTRICION.

Condiciones de nutricién 30d 90d
% de cambio : % de cambio
25/25% 78+ 5 67 + 3
25/6% 0+ 5 +14 733 +9
6/25% 99 x 11 H27* 62t 2 -7
6/6% 48+ 3 -39* 80 + 2 +]9%*
Se expresan el pr dio * ¢l error estindar (n=3)

EL % DE CAMBIO ES EN RELACION AL GRUPO CONTROL (25/25).
* disminucién significativa con una p< 0.001
** aumento significativo p<0.01

El giro dentado presentd el mayor niimero de cambios en la densidad de
células GABAérgicas en los animales de 30 dias. Por otra parte, fas dos edades
en los grupos desnutridos de 25/6 y 6/25, no registro diferencias significativas
entre estos grupos y el control (25/25%); a los 80 dias, 1o anterior no se cumpliv
para el grupc §/8, en &l cual se enconird disminucién a tos 30 y aumento a los 80

dias de edad (Tabla VIt; Fig. 10).
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Fig. 10.- Densidad promedio de neuronas GABAérgicas en giro dentado de ratas
de 30 y 90 dias de edad sometidas a diferentes condiciones de nutricién. * La
disminucién (£<0.001) o el aumenio (p<0.01) es con respecto al grupo control.
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V1. DISCUSION

Se encontraron células inmunoreactivas a GAD tanto en ef hipocampo
como en el giro dentado de las ratas somefidas a maln'utricién protelnica durante
Ia-etapa pre o postnatal, asf como con o sin rehabilitaciéon nutricional a partir del
primer dia del nacimiento. La densidad de células inmunopositivas a GAD fue de
casi un 50% mayor en el giro dentado que en el hipocampo, en las dos edades
estudiadas (30 y 90 dias).

La especificidad de la marca obtenida indica, por lo tanto, la presencia de
células productoras del GABA en estas regiones. Las células marcadas se
encontraron en todos los niveles del hipocampo y giro dentado explorados, en
algunos casos la marca permitio realizar ademas del analisis cuantitativo de
densidades, observaciones de la morfologia y localizacion de estas neuronas.
Las células inmunopositivas a GAD enconiradas en la regidn hilar, asi como en
el borde de la capa de células granulares o bien incluidas en ésta, coresponden
a los tipos descritos por Seress y Ribak (1983; 1988) y Ribak y Seress (1983).

Las comparaciones realizadas en cuanto a la densidad de céfulas
positivas a GAD, entre el grupo control y las tres condiciones experimentales de
nutricion, mostraron diferencias entre el hipocampo y el giro dentado, lo cual
indica que la desnutricibn afecta a la densidad de células GABAérgicas de
manera diferente en las dos regiones estudiadas.

A los 30 dias de edad, en el hipocampo se encontré una tendencia de
reduccion en la densidad de células positivas a GAD en los grupos
- experimentales en relacién al grupo 25/25%. En el grupo 25/6%, la disminucién
fue de un 18%, y e &} grupo 6i25% del 3%, lo que indicaria clerta reversibilidad
del efecto, de tal manera que parece haber una recuperacion casi completa en la

densidad celutar, con respecto al grupo bien nutrido, sin embargo, la dnica
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diferencia significativa se encontré en ef caso mas severo de desnutricién, es
decir, en el grupo 6/6%, en este caso la reduccién fue de un 31%. Estos cambios
encontrados a los 30 dias se perdieron en los animales de 90 dias; al parecer
hasta esa edad se recupera la poblacion de células GABA¢rgicas del
hipocampo.

En el giro dentado se encontré una combinacién de efectos; hubo tanto
aumento como disminucién de la densidad. A los 30 dias de edad en la
condicién en fa cual se combiné buena nutricibn con el establecimiento de la
desnutricién en etapa prenatal (6/25%), se observé un aumento significativo con
respecto al grupo control, en la densidad de células GABAérgicas. La reduccion
significativa de la densidad, se observ6 al igual que en el hipocampo, en el grupo
en el cual la desnutricién abarcé las etapas pre y postnatal. A los 90 dias de
edad de manera parecida a lo encontrado en hipocampo la condicion de
desnutricion 6/25% se recuperd pero no asl en la desnutricion crénica (6/6%) en
" la que se encontrd un aumento significativo.

La interpretacion de los resultados en cuanto at efecto de las diferentes
condiciones de nutricibn sobre la densidad de células GABAérgicas en el
hipocampo y en el giro dentado, debe realizarse teniendo en mente que el
desarrollo y maduracién del cerebro depende de tres factores esenciales: el
genético, los estimulos o complejidad del medio ambiente y el consumo

adecuado de nutrimentos.
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Reduccién de la densidad de células GABAérgicas por malnutricién
proteinica.

Con respecto al consumo de nutrimentos, es necesario tomar en cuenta
principalmente 4 factores para evaiuar los efectos de la mala nutricién. El primer
factor es el tipo de desnutricion, esto es, si la privacién es de proteinas, calorias,
vitaminas, elementos traza, etc., o es una combinacion de éstos. El segundo
aspecto es el tiempo en el cual se establece la desnutricin, esto es, el tiempo
en el que el organismo se desarrolla, ya sea durante el periodo gestacional,
postnatal o ambos. El tercer factor es la duracién del periodo de deshutricion yei
cuarto la severidad de ésta (Morgane y col., 1993). Si se considera lo anterior es
posible realizar propuestas para explicar los resultados cbtenidos en este
estudio.

Las células piramidales del hipocampo, entre ias que se cuentan las
GABAérgicas, se originan antes del nacimiento. Asl, la disminucion de la
densidad de células GABAérgicas encontrada en hipocampo y giro dentado a los
30 dias de edad, en el grupo desnutrido cronicamente ocurrié probablemente
debido a la falta de proteinas (“elementos de contruccion'), durante la etapa
prenatal, afectandose asi la neurogénesis y quizas todos los eventos que se
realizan durante el desarrollo y maduracion del cerebro (Morgane y col., 1993).
Se sabe por ofra parte que la desnutricion materna incluye insuficiencia
placentaria, la cual, al parecer es uno de los principales factores que perturban el
desarrollo del cerebro del feto, ya que se requiere de un suministro apropiado de
nutrimentos para mantener el crecimiento. Considerando a éste, no s6lo como el
aumento de Iz madida ¢ el peso, sino considerando ademas aspectos
interdependientes del desarrollo, tales como la proliferacion localizada de células

en las diferentes regiones cerebrales, la migracién de céluias desde la region

'
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donde se generan hasta los lugares donde finalmente residen, la agregacion de
células para formar las partes identificables del cerebro, la diferenciacién de las
neuronas inmaduras, la formacién de conexiones con otras neuronas, la muerte
selectiva de ciertas células y la eliminacion de algunas de las conexiones
formadas inicialmente y ia estabilizacién de otras, todos ellos programados
genéticamente y que conducen finalmente al desarrollo normal de todas las
funciones neuronales (Maxwell, 1979; Shatz, 1992). Lo anterior es apoyado, por
estudios previos en los que se ha mostrado que la desnutricién durante la
prefiez, puede afectar gran variedad de procesos celulares. En estos. se incluye
la reduccién del numero de células formadas, debido a que la desnutricion
perturba y/o desincroniza la migracion celular desde las zonas de origen hacia su
zona blanco; de tal manera que las neuronas no reciben las sefales necesarias
para su crecimiento y diferenciacion, y por lo tanto estos procesos pueden ser
bloqueados o retardados provocandose asi un aumento de la muerte celular
(Morgane y col, 1983). Se ha mostrado que en el giro dentado de ratas
desnutridas aurnenta Ya duracion del ciclo celular, por prolongacion de la fase de
sintesis de ADN, produciendo ademas una marcada reduccién de la fase G1 del
ciclo y del grado mitotico, lo que provoca finalmente una severa disminucién del
nimero de células granulares (Leuba y Rabinowicz, 1979; Lewis, Patel y Balazs,
1979; Bedi, 1987).

Aumento de 1a densidad de células GABAérgicas por malnutricién
proteinica
Oiro de nuestros datos relevantes es. el aumento en la densidad de
células GABAérgicas encontrado a los 90 dias de edad en el grupo 6/6. Puesto

que a estos animales no se les sometié a ningun periodo de rehabiiitacién resuilta
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dificil entender esta recuperacién, sin embargo, una posible explicacién puede
ser que el aumento en la densidad solo sea aparente,

Se sabe que el desarrollo normal del cerebro incluye una fase de
crecimiento répido, en el que ocurre la generacién y diferenciaciéon de la
oligodendroglia y la mielinizacién (Diaz y col. 1991; Morgane y col.,, 1993),
ambas involucrados directamente con el crecimiento cerebral, después de este
periodo aunque existe crecimiento del cerebro, éste se da en menor grado.

En este estudio se comprobé este crecimiento en todas las condiciones
de nutricion porque el drea a los 90 dias de edad fue mayor que a los 30, sin
embargo es importante mencionar que en el grupo con desnutricién cronica se
encontré aunque sin significado estadistico, una disminucién del area a los 90
dias de edad, la cual puede haber influido en algo para el aumento en la
densidad de células GABAérgicas en este grupo.

Por otro lado, el aumento en la densidad de células GABAérgicas
encontrado a los 30 dias en el giro dentado, de los grupos en los que se
combinaron periodos de buena nutricion con desnutricion establecida
prenatalmente (6/25), puede ser debido a una combinacién de retrasos, tanto de
los eventos del desarrollo como los de la maduracién del cerebro, ambos
programados genéticamente. En afios recientes se ha propuesto que la
desnutricion  puede retardar la maduracion del cerebro o impedir
pemmanentemente su desarrollo. En relacion al término retardo, se ha sugerido
que éste puede ser engafioso, puesto que sugiere una patologia en un proceso
que contintia pero de manera lenta y que de este modo, el desarrollo puede ser
tardio pero normal, cn esie seiiiido se sugiere que existe un potencial de
recuperacién ("catch-up") (Morgane y col., 1983 ). Asi, un proceso que se

defiene y a cierta edad es deficiente, quizas a ofra edad puede llegar a ser
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normal. Con base en lo anterior podriamos pensar que aunque la &ieta
hipoproteinica suministrada durante la gestacion retardé los eventos de
generacién y maduracion neuronal (igual que en el grupo 6/6), el suministro de
una dieta adecuada al nacer puede haberlos reactivado de tal manera que el
aumento de células GABAérgicas encontrado a los 30 dias en este grupo,
probablemente es el resultado tanto de la continuacién de los eventos de
neurogénesis lentificados por la dieta hipoproteinica como del retraso en la
muerte de neuronas como consecuencia de lo mismo. El retraso en la. muerte
natural de neuronas se sugiere debido a que el nimero de neuronas
GABAérgicas a los 30 dias es mayor al encontrado a los 90 dias de ed'ad.
Posteriormiente la disminucién natural de neuronas, aunada a la disminucion en
el drea de la formacion hipocampica en éstos grupos {aungue sin significancia
estadistica), puede haber dado como resultado la semejanza en la densidad de
células GABAérgicas, con respecto al grupo control, encontrada en estos grupos
alos 90 dias.

Los hallazgos antes mencionados concuerdan con la propuesta de la
existencia de un potencial de recuperacién (6/25). Sin embargo no debemos
olvidar que también existe la idea de que la desnutricién prenatal puede ser de
mayor importancia para la funcién cerebral subsecuente debido a que en ésta
etapa de manera heterocrdnica en cada una de las estructuras cerebrales,
ocurren los periodos de neurogénesis maxima, asl como los periodos de
migracién neuronal (Herschkowitz, 1972; Rodier, 1976; 1980; Scoft, 1978;
Colombo, 1982; Smart, 1991; Morgane y col., 1993).
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Daiio en la funcién hipocampica por mainutricién proteinica

Con base en lo gue se conoce acerca del desarrollo normal del cerebro,
se han dgdo diversas explicaciones para ia variacion en la densidad encontradas
a causa de la desnutricion hipoproteinica. En lo que sigue se tratara de analizar
como fa disminucién (en el grupo 6/6), el aumento (en los grupos 6/6, 25/6 y
6/25), asf como la aparente recuperacion en la densidad de células GABAérgicas
pueden afectar la integridad funcional del hipocampo en las dos edades
estudiadas.

Con respecto a la conectividad neuronal y circuiteria, es dificil imaginar que
éstas pudiéran ser normales cuando la poblacién de células GABAérgicas de la
formacién hipocadmpica ha disminuido o bien ha aumentado, a causa de un
retraso en los procesos de su desarrollo y maduracién programados
genéticamente. Con base en lo anterior se puede suponer que ademas de existir
un retraso en la maduracion funcional de la estructura, pueden también haber
ocurrido cambios en las relaciones normales de aferencias y eferencias de la
estructura, alterando asi su funcionalidad. Un ejemplo de esto se muestra en los
estudios electrofisiologicos realizados en ratas desnutridas, con el esquema de
desnutricion utilizado en este trabajo {Austin y col, 1986;1889; 1992; Morgane y
col., 1993; Bronzino y col. 1994).

En esos estudios se evalué la capacidad de las ratas desnutridas
prenatalmente (6/25) para establecer y mantener la potenciacion a largo plazo
(LTP) de Ia sinapsis de la via perforante hacia ¢! giro dentado, se encontré que si
bien ocurrié fortalecimiento del componente de los potenciales postsinapticos
sxdiiaiorios (EPSP) del potencialde campo, no ccurrié sin embargo un aumenta
en la descarga de las células granulares como lo indicé el registro de la poblacion

de espigas. Es decir, el sistema mostré aumento de la actividad sinaptica como lo
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indicé la potenciacién del componente EPSP sin aumento subsecuente de la
descarga de las células granulares, lo cual sugiere una hiperpolarizacion basal de
las células granulares,

Se sabe que aunque las interneuronas GABAérgicas representan solo de
un § a un 11% de Ia poblacién neuronal total.del Asta de Ammon y el giro
dentado, ellas son capaces de controlar el disparo de Ia poblacién de células
principales de estas regiones (neuronas piramidales y granulares), gracias a sus
extensas arborizaciones axonales (Freund y Antal, 1988; Freund, 1992). Estas
interneuronas hacen conexiones sinapticas con los somas, los segmentos
axonales iniciales y las dendritas de las células granulalres, de tal modo que si se
toma como base que la glutamato descarboxilasa asi como el GABA estan
presentes a los niveles encontrados en los adultos desde los 18 dias de edad, se
puede suponer que las neuronas GABAérgicas de los animales de 30 dias
denutridos pre o postnatalmente son capaces de liberar GABA a esta edad, asi
que &l aumento en la densidad de estas células en los grupos 25/6 y 6/25 podria
explicar, al menos en parte, la hiperpolarizacién encontrada en los estudios
electrofisiolégicos. Por otro lado, deben considerarse dos hechos importantes:
uno, que el umbral de las interneuronas GABAérgicas es menor que el de
descarga de las células granulares (Austin y col,1986; 1989; 1992; Morgane y col.,
1993) y otro, que en estudios del desarrollo postnatal de la inhibicién sinaptica
mediada por GABA en el hipocampo de la rata, se ha encontrado por un lado, que
la maduracién del sistema inhibitorio ocurre a diferentes tiempos postnatales en
las diferentes regiones del hipocampo, y por ofro que entre los 10 y 11 dias de
edad ocurre un aumento significativo de la inhibicion (Swann, Brady y Martin,
1989). Aunque hasta el momento no se conoce ia causa del aumento de la

eficacia sinéptica de las interneuronas en edades postnatales ternpranas, podria
_J
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pensarse gue quizds este evento puede aln estar presente en las ratas
desnutridas también por retraso, de tal manera que un estimulo pudiera ser capaz
de afectar en mayor grado la excitabilidad de las interneuronas GABAérgicas que
lade las celulas granulares, explicandose de esta manera también el aumento de
inhibicién.

Asl mismo, no debe descartarse que en general la desnutricion pudo
haber variado las relaciones normales de aferencias y eferencias de Ia estructura
hipocampica, alterando asi su funcionalidad, de tal manera que la semejanza en
la densidad de células GABAérgicas encontrada en las diferentes condiciones de
nutricién a los 90 dias de edad, tanto en hipocampo como giro dentade de las
ratas desnutridas, no garantizan una funcién adecuada, como lo muestran
también los estudios electrofisiolégicos de la LTP y actividad theta hipocampal
estudiados en animales de 90 dias de edad (Morgane y col., 1993).

Es importante mencionar que aunque ios resultados encontrados en este
estudio confirman la propuesta de dafio en el sistema GABAérgico modulador de
la formacidn hipocampica, sugerida a partir de estudios electrofisiolégicos, no se
debe descartar que la malnutricién proteinica también puede haber afectado a los
suministros inhibitorios extrinsecos GABAérgicos (Freund y Antal, 1988),
serotoninérgicos (Freund, 1992), colinérgicos y noradrenérgicos( Shepehred,
1990) provenientes del septo medio y del tallo cerebral ‘(ver apéndice).

Las aferentes GABAérgicas hacia el hipocampo que se originan de
neuronas de proyeccion en el septo medio, terminan predominantemente sobre
interneuronas GABAérgicas en CA3 y en el giro dentado. Se ha sugerido que la
activacién de oste sistema GABAéigico desde el septo, puede conducir a
desinhibicién de las células granulares del giro dentado por inhibicion de las

interneuronas  GABAérgicas. Se cree que la desinhibicion de las células
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granulares por éste medio, puede ser crucial en la induccion de los patrones de
actividad hipocampal tales como la sincronizacién ritmica de Ias neuronas durante
Ia actividad theta (Freund y Antal, 1988).

En esludios de analisis de saturacion de los sitios de unisn a GABA
utiizando [°H J-GABA en homogenados de la corteza cerebral y la formacion
hipocampica, se encontré que aunque las ratas adultas normales como las
malnutridas, presentan receptores de alta y baja afinidad a GABA, las ratas
malnutridas presentan sin embargo, un aumento significativo de sitios de baja
afinidad. Por otro lado, debido a que los sitios de alta afinidad pudieron ser
detectados solo después de tratar a las membranas con detergentes, se ha
sugerido que éstos sitios de manera normal, son ocupados por inhibidores
endégenos.(Bonanno y Raiteri, 1987). Se ha sugerido que de fas vias por la que
la malnutricién puede haber modificado la transmisién sinaptica mediada por
GABA, una puede ser por reduccién de!l contenido de inhibidores endégenos que
se unen a los sitios de alta afinidad y otra por modificacién de las caracteristicas
de los receptores a GABA (Telang, Fuiler, Wiiggins, Enna, 1984). Si consideramos
lo anterior podriamos sugerir que aun cuando la poblacién de células
GABAérgicas del septo medio no sufra cambios a causa de la malnutricién, su
transmision hacia las células inhibitorias de la formaciéon hipocdmpica puede
modificarse.

Otros sistemas inhibitorios hacia el hipocampo son las aferentes
serotoninérgicas (5-HT) que se originan en el nucleo rafe medio y las
noradrenérgicas desde el locus coeruleus (Lidow, Goldman-Rakie, Gallager,
Rakie, 1989).

En estudios recientes se ha encontrado que en ratas malnutridas

prenataimente y rehabilitadas nutricionalmente al nacer existe una disminucién del
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plexo de aferentes a 5-HT en el giro dentado, una disminucion del 15 al 25% de
sitios de captura de 5-HT en el subcampo CA3, ¥ una disminucion del 20% de
receptores a 5-HT en CA1. Lo anterior puede resultar en una disminucién de la
inhibicion (esto es desinhibicion ) sobre las interneuronas GABA¢rgicas del
circuito local del hipocampo (Blatt, Chen, Rosene, Volicer y Galler, 1 994).

Como una respuesta a denervacion de la fimbria-fornix se ha demostrado
crecimiento de axones colaterales tanto colinérgicos como noradrenérgicos
extrinsecos en el hipacampo, (Blatt, Rosene, Rhodes y Virga, 1991). Aunque no
se ha realizado nada al respecto en animales malnutridos, si consideramos lo
anterior se podria suponer que dado que existe disminucion del plexo
serotonérgico en ratas malnutridas, semejando tal vez Ia denervacion, podriamos
encontrar entonces una alteracion en la densidad de fibras y terminales
inmunoreactivas a acetilcolina transferasa (CHAT) en el giro dentado u otras
partes de la formacion hipocampica en ratas malnutridas como compensacion a la
disminucion del plexo serotonérgico. Si lo anterior es cierto, podria ayudar a
explicar las variaciones en la actividad theta encontradas en ratas mainutridas
proteinicamente (Bilkey y Goddard, 1985; 1987; Morgane y col., 1993).

Por otra parte y en relacion al EEG se ha propuesto que la primera
aparicion del ritmo theta en la rata esta altamente correlacionada con la
iniciacién de! comportamiento exploratorio basico y la apertura de los ojos, lo que
sugiere que la actividad theta juega un papel critico en el ingreso de informacion
medioambiental en una etapa muy temprana del desarrollo. Se ha propuesto que
el ritmo theta hipocampal podria ser considerado una sefal de atencion en
esiados de vigilia, enfocando asi la atencién del animal en estimulos
bioltgicamente relevantes dentro del medio ambiente y que durante estados de

suefio (MOR) puede estar ingresando informacion a través del tricircuito
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hipocampal el cual probablemente juega un papel en Ia consolidacién de |a
memoria (Morgane, 1993). En estudios del EEG en ratas mainutridas pre y
postnatalmente (desnutricién crénica) dsi como solo prenatalmente (rehabilitadas
nutricionalmente desde el primer dia de nacimiento) a los 14, 18, 22 y 30 dfas de
edad se ha encontrado retardo de la maduracion funcional de los sistemas
involucrados en la generacion y o modulacion de la actividad theta hipocampal
{Morgane y col. 1983).

En cuanto al suministro noradrenérgico, en ratas mainutridas prenatalmente
se encontré una elevacion significativa tanto de norepinefrina como de
fenilalanina, en el tallo cerebral y ofras regiones de! cerebro. Tambien se encontré
que aunque tanto fa fenilalanina como la tirosina son utilizadas para la sintésis de
norepinefrina, esta dltima no mostré aumento (Morgane, 1993). Aungue en
hipocampo de ratas malnutridas no se han realizado determinaciones como las
anteriores, podriamos considerar que si el sistema norepinefrinico responde a la
malnutricion igual que el sistema 5-HT, se podria esperar entonces, una
disminucion en el plexo norepinefrinico hacia la formacion hipocampica. De este
modo, si se sabe que uno de los efectos de la norepinefrina en el hipocampo es
un efecto inhibitorio sobre las interneuronas inhibitorias de la formacién
hipocampica (Madison y Nicoll, 1988), ésto podria explicar también el aumento en
la inhibicién encontrada en ratas malnutridas.

Finalmente, los cambios encontrados en la desnutricion pudieran
explicarse por variaciones bioquimicas o por alteraciones de posibles efectos
neuromoduladores, como los que ejercen los diversos péptidos que se han
encontrado colocalizados en diferentes terminaciones inhibitorias extrinsecas
(Schwerdtfeger, 1986; Leranth y Frotscher, 1987; Freund y Antal, 1988; Gulyas,
Gores y Freund, 1990).
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VH.CONCLUSIONES

1. Existen neuronas GABAérgicas en el hipocampo y el gire dentado de ia
rata, que pueden ser detectadas inmunoreactivamente utilizando

anticuerpos contra la enzima glutamato descarboxilasa,

2. la desnutricién hipoprotéica afecta la densidad de estas células, de

manera diferente en las dos regiones del hipocampo.

3. El dafio es evidente cuando la denutricion abarca el periodo pre y

postnatal.

4, Existe la posibilidad de que al suministrar los nutrimentos adecuados
después del periodo prenatal de desnutricion, el organismo sea capaz de
revertir el daiio causado por ésta, al menos en cuanto a la poblacion de

células GABAérgicas .

5.- El aumento en la densidad de células GABAérgicas encontrado en este
estudio explica al menos en parte, el aumento en la inhibicién encontrado en

los estudios electrofisiolégicos.



VIIl. APENDICE
Hipocampo
Estructura

El hipocampo es una estructura cilindrica curvada cuyo eje ventro-dorsal
forma un semicirculo alrededor del talamo; forma parte del sistema limbico y su
estudio se considera de importancia por ser uno de los probables sitios de
asiento de la memoria (Mc. Naughton y Morris, 1987; Wyss y Groen, 1989). La
ontogenia del hipocampo es particular debido a que sus poblaciones celulares
presentan heterocronia, es decir, las células son generadas en distintos
momentos del desarrollo, por lo que resulta un modelo ideal para demostrar los
efectos de la desnutricion y de la rehabilitacién nutricional sobre estas
poblaciones celulares.

Desde las descripciones de Cajal, el hipocampo se divide en cuatro
regiones (Fig. A.1), que han sido designadas tradicionalmente como CA1 - CA4
(del latin Cornu Ammon, o Ammon's hom). Las regiones del giro dentado (GD),
el subfculum (8) y la corteza entorrinal (CE) completan la regién conocida como
hipocampica. El hipocampo esta formado basicamente por las regiones CA1,
CA3 y CA4. En los roedores, la region CA2 es pequefia e indistinta por lo que
frecuentemente es ignorada; la CA4 también es llamada de células polimérficas.
E! drea entre el giro dentado y el stratum granulosum de la regién CA3 se
denomina region polimorfica o hiliar o simplemente hilum (Shepehred, 1990;
Bravo, 1991). Toda la regién hipocampica estd formada por tres capas o
léminas, estas son: la polimérfica (e/ stratum oriens), la piramidal (el stratum
piramidale), y la molecular, (el stratum radiatum y stratum lacunosum-.
molecufars). En &l GD se distinguen estas tres capas, polimorfica (e! hilus),
granular (stratum granulosum), y la molecular (CM), (stratum moleculare), que a

su vez se divide en dorsal y ventral (Shepehred, 1990).
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Elementes neuronales

Los tipos celulares en Ia formacion hipocémpica Son basicamente tres

L las

células piramidales, las granulares (Fig. A1) y las interneuronas

Flg. A1, Regiones principales de la formacién hipocimpica de la rata. Giro dentado
D) e hipocampo. En el giro dentado (GD) se muestra la capa de células
granulares (CG)yla regién hiliar (H). Del hipocampo se muestran las zonas CA1,
CA3 y cad, asi como las capas que las forman: stratum oriens (1), stratum
Plramidale (2), stratum radjatum (3) y stratum lacunosum-moleculare (4). 1200X,



Las células piramidales en la rata se generan prenatalmente entre los
dias embrionarios 14 al 18 (Altman y Bayer 1 990); forman una franja entre los
campos del 1 al 4 del Comus Ammonis (CA1 a CA4) del hipocampo, Tienen
somas en forma de piramides con base de 20 a 40 um y de 40 a 60 um de
altura; se identifican 2 tipos: a) neuronas de arbol dendritico corto que tienden a
ubicarse en la parte superior de la capa, con una dendrita apical corta, un gran
nimero de espinas dendriticas y arborizacién apical y basal muy ramificada y b)
neuronas de arbol dendritico largo, ubicadas en la parte inferior de Ia capa, con
una dendrita apical larga, un nimero pequefio de espinas y arborizacién apical y
basal menos ramificada (Shepehred, 1990).

Las células granulares (CG) forman la principal poblacion del giro
dentado. En la rata, se generan principalmente en el periodo postnatal (P) entre
el dia PO al P18. De cada célula surgen una o varias dendritas; sus axones
forman haces denominados fibras musgosas (Shepehred, 1990) y el tamaiio de!
soma se encuentra entre 10 -15 pm.

Las interneuronas se encueniran diseminadas por toda la formacion
hipocdmpica; se han descrito varios tipos: Cajal en 1911 y Lorente de N6 en
1934 describieron dos tipos de células en cesta en el giro dentado. Sus somas
se encuentran al margen de la regi6n hiliar con la capa de células granulares
(células en cesta fusiformes) o bien incluidos en esta Gltima (células
piramidales), miden de 15 a 30 pm, tienen dendritas cortas de 3 a 6 pm y con
pocas espinas; ambas envian sus axones dentro de la capa de células
granulares para formar un plexo en cesta con los somas de estas células;
ademds, ’tienen una dendrita apical que asciende hacia la capa de CG y
dendritas basales que corren a lo largo del borde hiliar o penetran al hilum.
Existen otros fipos de interneurcnas que forman circuitos locales en el giro

dentado (Shepehred, 1990) con somas dentro de la capa de CG y el tercero con
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sus somas en la capa molecular. Este tltimo tipo de células se encuentra en Ia
rggién dorsal y ventral de la capa molecular, adyacente a la capa de CG y fiene
un campo dendritico multipolar. Las interneuronas GABAérgicas de la region
hilar de! GD y de la capa molecular dentada, se generan en Ia etapa embrionaria
entre los dias 15 al 19 (Shepehred, 1890)..

El hilum tiene un circuito local complejo, con aproximadamente 21 tipos
diferentes de interneuronas incluyendo los tipos morfoldgicamente distinguibles
de células en cesta antes mencionados (Ribak y Seress, 1983; Seress y Ribak,
1983; 1988; Shepehred, 1990). Por estudios de inmunohistoquimica se sabe que
muchas de las interneuronas son inmunopositivas a glutamato descarboxilasa
{(GAD), la enzima que cataliza el Unico paso de sintesis del &cido gama-
aminobutiico (GABA), el mayor neurotransmisor inhibidor del SNC de
mamiferos; por tal razon, a estas células se les puede considerar GABAérgicas.

Aunque las células GABAérgicas estan diseminadas por toda la formacion
hipocémpica, su densidad es mayor en el GD, donde se localizan subyacentes o
dentro de la capa de células granulares y en la region molecular dorsal. En el
hilum, el 60% de neuronas polimorfas son positivas a GAD (Seress y Ribak,
1983). En el GD, las terminales de las diferentes clases de interneuronas
GABAérgicas hacen sinapsis de tipo inhibitorio sobre los somas y dendritas de
las células granulares (Seress y Ribak, 1983; Kosaka, Hama y Yen Wu, 1984;
Seress y Ribak, 1988; Ammassari - Teule, Pavone, Castellano y McGaugh,
1991).

Como ya se indico, las células piramidales del hipocampo se originan
antes del nacimiento, y cerca del 85% de las células granulares lo hacen (en la
rata) durante el periodo postnatal, € inclusive se ha encontrado que estas células
continuan produciéndose en el giro dentado de la rata durante toda su vida

(Wyss y Groen, 1989; Diaz- Cintra y Ortega., 1991). Las neuronas GABAérgicas
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de la formacion hipocampica de Ia rata al igual que las piramidales se generan
prenatalmente. Por métodos bioquimicos se ha medido la actividad de Ia GAD
necesdria para la sintesis de GABA y el contenido de GABA ai nacer. Asi, se ha
determinado que en esta etapa se encuentra el 50% de GABA y 10% de GAD en
relacion a la cantidad encontrada en adultog (Seress y Riibak, 1983; 1988:
Shepehred, 1990). .

Como un medio para obtener datos sobre el desarrollo de las neuronas
GABAérgicas, se ha determinado por medio de técnicas inmunocitoquimicas la
aparicién de neuronas con inmunoreactividad positiva parecida a GABA y a
GAD; se ha encontrado que estas neurcnas aparecen en el dia 4 y 6 postnatal,
respectivamente. Durante los periodos postnatales P4-P8 y P12-P16, se produce
un gran aumento en el nimero de neuronas positivas a GAD y GABA y antes del
dia postnatal P18 alcanzan el 90% de! nimero total de neuronas que presentan
la inmunoreactividad-positiva, encontrada en adultos (Kosaka y col., 1984;
Shepehred, 1990).

Aferencias, eferencias y circuito basico

La formacién hipocdmpica es un componente clave de los circuitos
telencefalicos ya que conecta formaciones neocorticales con areas bajas del
sistema cerebral, por lo que su localizacion resulta estratégica para procesar y
redistribuir informacion derivada de la asociacién de dreas polimodales,
incluyendo, Ia neocortical y las subcorticales. Las principales aferencias hacia el
hipocampo y el GD surgen desde la corteza entorrinal, la region septal y el
hipocampo contralateral. También hay aferencias importantes pero con
proyecciones menos numerosas desde algunas otras regiones, incluyendo el
hipotdlamo, el talamo v la aemigdalza. Sin ombargo, !a corieza entorrinal

7

proporciona el mayor componente de las aferencias sensoriales hacia el

49



' - ~~wws wet palon perforante, Hegando asi al giro
dentado y al subiculum (Shepehred, 1990; Bravo, 1991 ).

El circuito interno primario (circuito trisinéptico) esta formado por una via
monosinaptica excitatoria que va de la corteza entorrinal a las células granulares
del GD (primera sinapsis); estas células ademd&s forman un circuito de inhibicién
recurrente (Morgane y col,, 1993; Bravo, 1991) con las interneuronas inhibitorias,
A su vez, las fibras musgosas de las células granutares del GD son una eferencia
importante hacia la region CA3 del hipocampo, en donde forman sinapsis
excitatorias con las dendritas proximales de las células piramidales (segunda
sinapsis). Los axones de estas contribuyen a las proyecciones de asociacién en el
mismo carmpo CA3 pero ademas de éste salen fibras que son la mayor eferencia
hacia las neuronas piramidales de CA1(tercera sinapsis), las lamadas colaterales
de Schaffer (Seress y Ribak, 1983; 1988; Kosaka y col., 1984; Shepehred, 1990;
Ammassari - Teute y col., 1991, (Fig. A.2).

Zcién hipocampica. La secuencia
i 2. Circui isinaptico de (a formacion hipocampica. 1
f;i!gi'lng.;fticg":: l::%r:\rcl.» Isig':le: las fibras del patron p%rfo':‘:rxgo(gg% 'taerpmr;'r:laer:.
sobre las células gra:ula_res del gl\ro d‘erl_tfiicl !El-))',a so.;xones 251 )z céiuials
inapsis {1); da einansie {2} 5c forma Sntid 05 axonE ;
32311‘:181:6(;)’Jaﬁsb‘i'glsmmusgos';s (}n%) y las neuronas garalmldail;smggglgse 2
region CA3; y la tercera (3) entre los axones de las ge rt:)a; plas idales e
CA3, también llamadas colaterales de Schaffer (Sc

piramidales (P) de la region CA1.
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La actividad del circuito interno de Ia formacién hipocampica esta bajo Ia
modulacién de neuronas inhibitorias locales y de proyeccién, en sy mayor parte a
través de fibras GABAérgicas y colinérgicas desde el septo medio, por fibras
monoaminérgicas desde el rafe medio y vias noradrenérgicas desde el locus
coeruleus. En el esquema de la Fig. A.3 se muestran estas vias de suministro.

Existen proyecciones de neuronas GABAérgicas y colinérgicas desde el
grea del septo medio que hacen sinapsis directas sobre las interneuronas
inhibitorias del GD, de las cuales se sabe son ef mayor modulador de la actividad
theta hipocampal. Este complejo intemeuronal junto con la actividad celular de
modulacién de. monoaminas, es un factor integral en el mecanismo por el que Ia
formacién hipocampal puede recibir y procesar estimulos (Morgane y col., -1 993).
En el hipocampo se han encontrado un gran nimero de neurotransmisores y
neuromoduladores. El GABA, és el principal neurotransmisor inhibidor y los
neuromoduladores -como la noradrenalina y la acetilcolina se distribuyen de un
modo amplio; el glutamato por su parte es el neurotransmisor excitador mas
importante en la region (Shepehred, 1990).

Un neurotransmisor ejerce un efecto inhibidor cuando es capaz de deprimir
la excitabilidad neurcnal. La inhibicién se ha conceptualizado como el proceso
fisiclégico que tiende a disminuir la probabilidad de que una neurona genere
sefiales eléctricas. En el hipocampo, el GABA liberado por las interneuronas

inhibitorias actiz scbre & soma y dendriias de las neuronas piramidales y
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granulares donde puede ejercer su accion sobre los dos principales grupos

receplores que recanocen al GABA, los tipo-A (GABA,) y los tipo-B (GABA)
g).

SEPTO MEDIO
{fibras colinérpicas)

PR CORTEZA
ENTORRINAL

CELLAS EN CESTA
{nterneuronas GABA) GRANULARES

Fig. A3. Esquema del circuito basico del giro dentado. Se muestran las
principales vias de suministro (a través del patron perforante) desde la
corteza entorrinal hacia la capa molecular del giro dentado, donde forman
sinapsis en “passage"” sobre las dendritas apicales de las células granulares
y las dendritas de las células en cesta (interneuronas GABAérgicas), Se
indican los circuitos de inhibicion feed-forward y de feed-back. La actividad
de las interneuronas GABAérgicas es modulada por suministros extrinsecos
gge;ge el septo medio, rafe medio y locus coeruleus (tomado de Morgane, .
).

Con relacién a los receptores GABA, se ha demostrado que cuando el
GABA interactta con ellos, se acumulan iones con carga negativa en la cara

interna de la membrana neuronal. Este fenémeno se debe a que dicho receptor
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esté acoplado a un canal que pemmite el paso de iones cloro (CI) hacia el interior
de las células: Debido a que los iones CI se encuentran mucho mas concentrados
en el medio extracelular que en el interior de las células, una vez que se abren los
canales que estan acoplados a este receptor se desencadena Ia entrada de Cf y
las neuronas se hiperpolarizan (Garcla-Ugalde y Brailowsky, 1993 ).

El GABA puede activar a dos subtipos de receptores GABAg: uno de ellos
reduce el paso del calcio (Ca®*) hacia el medio intracelular debido a que inhibe a
los canales especificos para este catién. Los canales de Ca®* que estan
acoplados a este receptor se encuentran presentes en variog tipos de neuronas
como las del ganglio de la raiz dorsal y en las células bipolares de Ia retina. Este
grupo de receptores se localiza subcelularmente en terminales presinpticas de la
médula espinal asi como la retina; por esta ubicacion se ha encontrado que.tienen
la capacidad de modular la liberacién de neurctransmisores que es dependiente
de Ca®*. El segundo subtipo de este receptor activa una corriente saliente de
potasio (K') en neuronas de estructuras cerebrales como el hipocampo. Dicho
evento, dependiente de K*, da origen a los polenciales postsinapticos inhibitorios
tardfos que son blogueados por el antagonista especifico del receptor GABA;, el
baclofen; estos receptores GABAQ se localizan en la postsinapsis en areas como
el hipocampo y la neocorteza y se encargan de hiperpolarizar a las células
nerviosas susceptibles (Garcia-Ugalde y Brailowsky, 1993). En el hipocampo, las
neuronas tienen receptores con distribuciones espaciales diferentes, el GABA, se
encuentra en somas y el GABAg en dendritas (Shepehred, 1990).

Enel hipocarﬁpo, el GABA puede interactuar con otros neurotransmisores o
con sustancias neuromoduladoras, por ejemplo, se sabe que el glutamato
aumenta la respuesta de los receptores GABA, y que los receptores GABAg ¥ la
serotonina, pueden interactuar por medio de canales de potasio acoplados a la

misma proteina G. Ademas, los potenciales postsindpticos inhibitorios (IPSPs)
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provocados por los receptores GABA, y GABAg pueden ser blogueados por Un'
andlogo de la encefalina, aungue estos efectos pueden ser mediados por

interneuronas inhibitorias. El significado fisiologico de las interacciones antes

mencionadas no se conoce aun (Shepehred, 1990).

En el hipocampo, la acetilcolina (ACh) ejerce efectos neuromoduladores
sobre las células piramidales en lugares distales al soma. El 50% del suministro
colinérgico hacia el hipocampo se origina primariamente en el septo medio y en la
banda diagonal de Broca (Shepehred, 1990).

Las proyecciones noradrenérgicas hacia el hipocampo provienen del locus
coeruleus. La densidad de estos suministros hacia el hipocampo difieren en sus
diferentes regiones, de tal manera que son mas densos en el hilum del GD y én al
stratum lucidum de la regién CA3, y menos densos en el stratum radiatum de la
region CA1. Probablemente a causa de la distribucion diferencial de estos
suministros norepinefrinicos se ha encontrade que el sistema noradrenérgico
ejerce efectos inhibitorios por separado sobre las diferentes 'regiones del
hipocampo. La norepinefrina (NE) ap!icada‘a la vegibn CA1 puede disminuir la
inhibicion de las células piramidales de manera directa o bien puede disminuirla a

través de las interneuronas inhibitorias (Shepehred, 1990).

Actividad eléctrica
. El hipocampo procesa y almacena por un periodo de semanas o meses la
informacién recién adquirida y después la transfiere a éareas de la corteza
cerebral para un almacenamiento mas prolongado (Shatz, 1992).
La actividad eléctrica del hipocampo se analiza tanto con resgistros
intracelulares como poblacionales ‘en el EEG. En estudios de registro
intracelular, ya sea de las células granulares © piramidales, el incremento

sindptico se mide tanto por el aumento en la amplitud del potencial postsinéptico
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excitatorio (EPSP), o de la corriente Postsinéptica excitatoria, que aparece
* después de estimular con un solo pulso asi como por los potenciales en espiga

(SP)-(Bravo, 1991).
La actividad hipocampal se identifica en el EEG camo un fitmo lento o

ritmo theta, que consiste en ondas sinusoidales de § - 12 Hz. Se ha mostrado
que esta actividad eléctrica se genera tanto en la I3mina polimérfica de la
formacion hipocampica como en la molecular del giro dentado (Buzsdki, Czopf,
Kondakor y Kellényi, 1986; Konopacki, MacLver, Bland y Roth, 1987: Sainsbury,
Heynen y Montoya, 1987; Suzuki, Nishimura y Tonoue, 1991 ).

El analisis electroencefalografico cuantitativo ha revelado que en realidad
se producen dos clases de ritmo theta que se definen con base en la frecuencia
dominante. Se ha observado que durante el comportamiento exploratorio
{locomocién), se produce espontaneamente un ritmo theta que tiene un rango de
frecuencia de 6-8 Hz, conocido como componente tdnico; en contraste, un
segundo ritmo o componente fasico, con frecuencias en el rango de 8-12 Hz
puede ser producido por estimulacion eléctrica del hipotdlamo dorsomedial
(Destrade y Oft, 1982; Buzsaki y col., 1986; Konopacki y col., 1987, Sainsbury y
col., 1987; Suzukiy col., 1991).

Por medio de manipulacién farmacoldgica se ha mostrado que la actividad
de los componentes ténico y fasico de este ritmo theta hipocampal, dependen de
diferentes neurotransmisores. El componente ténico o lento en el adulto, esta
asociado con el suefio MOR, y se caracteriza por un pico de frecuencia fija,
modulado por inervacién colinérgica de axones de células que surgen desde del
septo medio. La frecuencia pico del componente fasico de la actividad theta,
felacionado con la movilidad, es variable dependiendo del comportamiento
especifico y es como ya se dijo de mas aita frecuencia que el componente ténico,

no es colinérgico como lo ha indicado su resistencia a la atropina y existe
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evidencia que indica que esta porcion del ritmo theta es GABAérgica, también de
origen septal.

A un nivel mecanicista, una de las funciones conceptuales mas
interesantes sugeridas para ia actividad theta,

€S que sirve para ingresar la
informacion a través del flujo hipocampal. De esta manera, el ritmo theta podria
ser considerado como una sefial de atencién, en estados de vigilia, enfocando asi
la atencion del animal a estimulos biolégicamente relevantes dentro del medio
ambiente y durante el suefio (MOR), ingresando informacion al flujo de ésta a
través de los sistemas neurales hipocampales que juegan un papel en ia
consolidacién de la memoria (Morgane 1993).

En el hipocampo ocurre también un fenémeno relacionado con el
aprendizaje y la memoria conocido como potenciacién a largo plazo (LTP, por su
nombre en inglés long-term potentiation). La LTP consiste en un aumento
persistente en la magnitud de ia respuesta postsinaptica, provocada por una
estimulacién de frecuencia alta (400Hz) en la via aferente. El aumento o
potenciacion es inducido por un estimulo breve (8 - 10 segundos) y se mantiene
por un tiempo prolongado (hasta meses). La LTP se produce en el hipocampo,
en las tres sinépsis del circuito del hipocampo (Goodiett, 1986; Shepehred, 1990;
Bravo, 1991).

Un buen numero de estudios realizados en la preparacién in vitro de
rebanadas de hipocampo han encontrado que en el CA1 la induccién de LTP es
6ptima cuando el intervalo entre estimulos es de 200 ms. Este intervalo
corresponde a la frecuencia en la que de manera natural ocurre el ritmo theta
hipocampal (aproximadamente 5Hz), sugiriendo una posible relacién entre la

LTP y este ritmo (Smytthe, Colom, Bland, 1892).
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Hipocampo y desnutricion

La desnutricion en el hipocampo produce alteraciones anatémicag,
electrofisiolégicas y conductuales (Morgane y col., 1993; Leuba y Rabinowicg,
1979). De las anatdmicas se ha encontrado una reduccion en el grosor de la
capa de células granulares del giro dentado Yy un aumento en la duracién del
ciclo celular por prolongacion de la fase de sintesis de} DNA (Bedi, 1987). La
desnutricién produce ademas una marcada reduccién de Ja fase G1 del ciclo
celular (Leuba y Rabinowicz, 1978). E!l grado mitético en el giro dentado esti
reducido, lo que resulta en una severa disminucién del nimero de células
granulares para la segunda semana postnatal (Leuba y Rabinowicz, 1979; Lewis
y col., 1979; Bedi, 1987 ). En estudios donde se ha restringido Ila comida a ratas
desde el dia 16 de la gestacion, durante Ia lactancia y dentro del periodo post-
destete temprano, se ha observado en el GD una reduccion significativa en el
nimero de células granulares, ademas de una disminucién significativa del
grosor y area de las capas molecular, granular y polimorfa (Lewis y Rabinowicz ,
1979). Se ha encontrado taﬁbién que existe reduccién significativa del tamario
celular, la densidad sinéptica, el nimero de espinas y ramificaciones dendriticas
{Cintra, Diaz-Cintra, Galvan, Kemper y Morgane, 1990; Diaz-Cintra y Ortega,
1991). En estudios de conducta realizados para evaluar el aprendizaje y .Ia
memoria de animales desnutridos, se ha encontrado que éstos presentan
deficiencia tanto de la memoria espacial como de la capacidad de aprendizaje
{Mc Naughton y Morris 1987; ; Morgane y col., 1993).

Como se menciono, en estudios electrofisiolégicos realizados en animales
desnutridos prenatalmente, se han encontrado cambios en la actividad
hipocampal, y en la ontogenia del EEG, en particular en aspectos de maduracion
to de la

del ritmo theta (Morgane, 1993) asi como en el desarrollo y mantenimien

potenciacion a largo plazo, entre otras.
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Con respecto a la actividad theta, se ha encontrado que la desnutricién
proteinica concurrente (combinacion de desnutricisn Proteinica pre y postnatal)
en la que se emplea una dieta con un contenido de caselina del 8 6 6%, provoca
relardo en el patron de maduracion de los sistemag involucrados en Ia
generacién y/o modulacién de la actividad theta hipocampal generada en CA1 y
en GD registrada durante el suefio MOR, y que la duracién de este retardo es
dependiente de la severidad de la agresién nutricionai (6 u 8% de caseina). Por
otro fado, ratas que fueron desnutridas en la etapa prenatal con una dieta
conteniendo el 6% de caseina, y rehabilitadas nutricionalmente al nacer (por ser
dadas para su crianza a ratas nodrizas alimentadas con una dieta con un
contenido normal del proteina 25% de proteina), fueron similares a los descritos
anteriormente. Lo anterior sugiere que el dafio producido por la denutricién
hipoprotelnica sobre la actividad theta, ocurre en etapa prenatal y no es
suceptible de rehabilitacion (Morgane y col.,1993).

En la rata, la primera aparicion del ritmo theta estd correlacionado con la
iniciacién del comportamiento exploratorio basico y la apertura de los ojos, lo que
sugiere que la actividad theta juega algiin papel critico en el ingreso de
informacién medioambiental en una etapa muy temprana del desarrollo; de ta!
manera que aunque la medida de la frecuencia del pico theta en desnutridos,
alcanza valores equivalentes al de los controles a los 45 dias de edad, el cambio
en el desarrollo sincrénico entre la actividad theta, la experiencia temprana del
animal y la interaccién con el medio ambiente durante esta estado critico formativo
puede ser de considerable consecuencia para la manera en que el animal
interacttia con el medic ambiente en eiapa adulia, y quizas el retardo inducido
nutricionalmente en la maduracién de la frecuencia de la actividad theta MOR

puede provocar cambios en la funcion de ingresar la informacion ya sea
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interrumpiendo o alterando significativamente e pracesamiento de informacisn
durante periodos criticos del desarrollo.

En animales nutridos normalmente el componente pico de frecuencia de
esta actividad theta estd correlacionado con el estado de comportamiento
especifico y muestra un cambio de frecuencia distintiva entre comportamientos
activos y suefio MOR. En contraste, el componente pico de frecuencia theta
relacionado con movilidad registrado en desnutridas proteinicamente difiere
significativamente del observado durante e! suefio MOR, esto es, no hay cambio
de frecuencia lenta a rapida (Morgane y col.,1993). Estos resultados sugieren que
la agresién de la dieta prenatal, puede provocar alteraciones hacia los
mecanismos no colinérgicos que estan generando el ritmo theta, asociado con
movimientos voluntarios. Tales comportamientos necesariamente requieren que el
animal adquiera y procese informacion acerca de su interaccion con el medio
ambiente inmediato. Ef hecho de que estos resultados fueron obtenidos en
animales adultos después de un periodo de rehabilitacion proteinica indican un
impacio de larga duracion por la desnutricion durante el periodo prenatal.

Por otro lado, se sabe que la transmisién a través de foda la formacion
hipocampal depende de! estado de vigilia del animal; encontrandose elevada
durante el suefio de ondas lentas y disminuida durante la vigilia (Winson y Abzug,
1978). Tales hallazgos, han proporcionado las bases para las investigaciones
acerca del flujo de informacion mediado por el comportamiento a través de los
diferentes componentes del circuito trisindptico en animales desnutridos.

En investigaciones en las que se utilizo estimulacion de pulsos pareados de
la via perforante para elucidar los efectos de las influencias modulatorias netas
sobre el nivel de excitabilidad de las células granulares, se encontré un aumento
significativo en la magnitud y duracién de la fase inhibitoria temprana de las

células granulares (Austin y col., 1989, 1992). Estos estudios han revelado niveles
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" elevados de contra! inhibitorio de la actividad de las células granulares durante los
comportamientos theta de despertar activo Y suefio MOR. Lo anterior indica otra
vez, la vuinerabilidad de sistemas involucrados en [a generacion de la actividad
theta hipocampal, a las agresiones nutricionales.

El primer estudio de los efectos de la desnutricién sobre la LTP se realiz6
por restriccion de la dieta en un 50% a ratas durante la prefiez y Ila lactancia
(Jordan y Clark, 1983; Morgane y col., 1993). En estos trabajos se encontro que
los animales aduitos desnutridos fueron capaces de establecer potenciacion del
componente de potenciales de espigas, sin embargo, ia potenciacion decay6 a los
niveles de prepotenciacibn en 6 horas, mientras que los animales control la
mantuvieron mas alla de este periodo. En un estudio realizado con animales
adultos desnutridos prenatalmente y rehabilitados nutricionalmente desde el
primer dia de su nacimiento (6/25) se encontré que aunque la medida de!
potencial de campo del giro dentado mostré respuesta a ia tetanizacion de la via
perforante con un aumento significativo tanto de la poblacion de EPSP y del
componente potenciales de espigas, el componente EPSP de los animales
desnutridos estuvo por abajo del de los controles, en todos los periodos de tiempo
investigados esta medida decay6 a su nivel basal en los animales desnutridos en
comparacién con sus controles (Austin-La France y col. 1986; 1992). En otros
estudios se ha examinado la capacidad de sostener la LTP de ratas desnutridas y
durante su desarrollo. En estos estudios se aplicaron trenes tetanizantes hacia el
patron perforante v los potenciales de campo se registraron desde la lamina dorsal
del giro dentado ipsilateral al nivel del soma de las células granulares. Se encontro
que a los 30 dias de edad, los animales desnutridos mostraron un aumento
significativo de la poblacién de EPSP acompaiiado de una reduccién en la medida
de los potenciales de espigas, que fué matenida por 24 horas. En los animales de

80 dias la medida de la pendiente de EPSP estuvo aumentada significativamente
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en el grupo desnutrido, mientras que el aumento en los potenciales de espigas se
retardo por algunas horas y permanecit por abajo de los niveles de fos controles.
El aumento retardado (en los animales de 90 dias) y la reduccién (en los de 30
dias) de la medida de la poblacion de espigas obtenida de los animales
desnutridos prenatalmente y el aumento significativa de los EPSP, sugirié que fos
sistemas moduladores de fa excita_bilidad de las células granulares pueden estar
afectadas por la desnutricion de un modo diferenctal {(Austin-La France y col.

1986; 1992; Morgane y col., 1993; Bronzino y col. 1994},
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