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RESUMEN

La subnutricién proteinica en el periodo perinatal produce alteraciones en la
morfologia del hipocampo y deterioro de las habilidades cognitivas en ratas
adultas. En el presente trabajo se estimé el tiempo y errores cometidos en un
laberinto por ratas Wistar, macho de 365 dias de edad, que nacieron de madres
nutridas con una dieta ad libitum o subnutridas con una restriccidon del 50% del
alimento ad libitum durante la gestacion.

Al nacimiento todas las madres pasaron a comer ad libitum, pero a los nacidos
de madres tratadas con subnutricion en la gestacion, lactaron en camadas mas
grandes para que el tratamiento de penuria alimenticia se mantenga durante la
lactacidon. Mediante tincidn con hematoxilina y eosina se evalud el espesor y
longitud de distintas regiones hipocampales sin ver efectos significativos por el
tratamiento en las mediciones comportamentales ni histolédgicas; sin embargo,
en la region CA1 hay una tendencia a aumentar el espesor de esta regidén en
ratas tratadas.
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ABSTRACT

Protein undernutrition during the perinatal period produces morphological alterations in the hippocampus and cognitive
decline in adult rats. In the present study, we assessed the time spent and the number of errors made in a maze by 365-day-
old male Wistar rats born to dams fed ad libitum or subjected to a 50% food restriction during pregnancy. At birth, all dams
were fed ad libitum; however, the offspring of malnourished dams were assigned to larger litters in order to maintain the
nutritional deprivation during lactation. Hematoxylin and Eosin staining was used to evaluate the thickness and length of
different hippocampal regions. No significant treatment effects were observed in either behavioral or histological measures.
However, in the CAl region, a trend toward increased thickness was noted in treated rats.

RESUMO

A subnutricdo proteica no periodo perinatal produz alteragdes na morfologia do hipocampo e prejuizos nas habilidades
cognitivas em ratos adultos. No presente estudo, foram estimados o tempo e os erros cometidos em um labirinto por ratos
Wistar machos, com 365 dias de idade, nascidos de maes alimentadas com dieta ad libitum ou submetidas a subnutricdo por
meio de uma restricdo de 50% do alimento ad libitum durante a gestagdo. Apds o nascimento, todas as maes passaram a
receber alimentagdo ad libitum; contudo, os filhotes provenientes de maes submetidas a subnutricdo gestacional foram
amamentados em ninhadas maiores, de modo a manter a condi¢cdo de penuria nutricional durante a lactacdo. Por meio de
coloragdao com hematoxilina e eosina, foram avaliados a espessura e o comprimento de diferentes regides hipocampais, ndo
sendo observados efeitos significativos do tratamento nas medidas comportamentais ou histoldgicas. Entretanto, na regido
CA1 verificou-se uma tendéncia ao aumento da espessura nessa regido em ratos tratados.

El estatus nutricional de las hembras de diferentes especies incluyendo los humanos y las ratas durante la prefiez tiene
gran importancia para el crecimiento postnatal y el desarrollo de sus crias, y determina efectos permanentes en ellas
(revision: Desai y Hales., 1997). El concepto programacion fetal abarca, entre otros, los efectos de la malnutricién fetal o
neonatal sobre el desarrollo pre y postnatal y hasta la vida adulta (Engelbregt et al., 2000; Barker et al., 2004). Una de las
adaptaciones del feto del mamifero a la falta de nutrientes u oxigeno es la disminucidn de la tasa mitética, especialmente en
aquellos tejidos que estan en rapida division celular en el momento de la carencia del nutriente (Cooper et al., 2002). En este
sentido, el status nutricional de la madre puede generar alteraciones estables de la expresion genética del genoma fetal, lo
que seria un mecanismo molecular por el cual la nutricién materna influiria en la programacién fetal (Wu et al., 2006). Se
sabe que la dieta hipoproteica materna durante la gestacion causa alteraciones en el desarrollo del hipocampo, incluyendo la
cronologia de la formacion del giro dentado y la morfologia de las células hipocampales (Morgane et al., 2002; Alamy y
Bengelloun, 2012).

El hipocampo se encuentra situado en el sistema limbico, relacionado tanto con la memoria como con los procesos
cognitivos que tienen que ver con la produccion y regulacion de estados emocionales, ademas de intervenir en la navegacion
espacial. Se subdivide en tres regiones, las cortezas de Ammon 1, 2, 3 (CA1, CA2 Y CA3). Todas las areas del hipocampo
comparten como caracteristica una organizacion cortical simplificada en tres capas (Lammers, 1972; Stephan, 1975).

Existen diversas clasificaciones de memoria segln se atienda a su contenido declarativo o procedimental, su duracion (a
corto plazo o a largo plazo) o a su naturaleza, es decir aquellas que se mantienen a lo largo del tiempo frente a las que son
transitorias (memoria de trabajo) (Deiana et al., 2011). Dentro de la memoria a largo plazo se distingue entre memoria
explicita y la memoria implicita (Dew y Cabeza., 2011; Mulligan., 2012).

La memoria explicita o declarativa es el almacenamiento cerebral de hechos (memoria semantica) y sucesos
(Tulving., 2002). Se expresa conscientemente, es flexible y cambiante. La memoria episddica resulta del aprendizaje
relacional, que consiste en analizar, comparar y contrastar diferentes tipos de informacidn (Crystal., 2010; Ferbinteanu et al.,
2006; Morris., 2001). Un ejemplo es el aprendizaje que permite orientarnos en el espacio circundante, esta presente en
humanos y también en otros animales, lo que nos permite estudiar el aprendizaje espacial en modelos experimentales
(Deiana et al., 2011). Por lo tanto, la memoria espacial se clasifica como declarativa a largo plazo y es el modo en el que se
percibe el espacio tridimensional a través del cual nos movemos, teniendo en cuenta sus volumenes y referencias. Dentro del
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hipocampo se encuentran células llamadas “de lugar” que trabajan como un verdadero GPS cerebral (Olivares y col., 2015).
La orientacion y exploracion en espacios nuevos o desconocidos son una de las facultades cognitivas mas usadas y que
postula la idea de que la representacion de nuestro entorno se genera en el hipocampo como un “mapa cognitivo” (Olivares
et al.,, 2015).

Por otra parte, es bien sabido que la desnutricion precoz genera un déficit sobre la capacidad de aprendizaje en la rata
adulta (Soares et al., 2017). Sin embargo, recientemente se encontrd que el enriquecimiento ambiental modifica los efectos
de la desnutricidon prenatal y postnatal a nivel de la expresion de receptores para BNDF en el hipocampo y sobre la memoria
espacial en las ratas macho adultas jovenes (Faria et al., 2024). Nuestro equipo ya habia encontrado de forma preliminar que
las ratas macho adultas jévenes subnutridas durante la toda la gestacion y la lactacién presentaban un desempefio peor en el
Water Morris Maze (MWM) (Ruiz et al., 2013). Por lo que el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la subnutricén
durante la gestacion y la lactacidon sobre la memoria espacial y la morfologia del hipocampo en ratas machos adultas de 365
dias de vida, es decir a largo plazo en la vida.

MATERIALES Y METODOS

Disefo experimental

El experimento abarcé la restriccion alimentaria de las crias durante la gestacion (limitando la alimentacién materna) y la
lactacidon (aumentando el nimero de crias lactantes por camada). Se llevd a cabo en el laboratorio de experimentacion
animal de la Facultad de Veterinaria (UdelaR). Los animales fueron alojados con 12 hs de luz diarias y a 22°C. Se utilizd
siempre el mismo tipo de racién balanceada (23% proteina; 8% fibra; 2,5% calcio: 1,25 % fdsforo).

Se utilizaron 16 ratas Wistar primiparas, servidas por el mismo macho, con pesos corporales de 232,5 + 10,5 gramos, y
tres meses de vida al inicio del experimento.

Se diagnosticé gestacidn por frotis vaginal diario (Marcondes et al., 2002) y se determiné como dia 1 al dia de la aparicién
de espermatozoides en el frotis.

Las hembras positivas fueron alojadas en jaulas individuales y se organizaron los siguientes grupos experimentales:

Grupo control (grupo C, n= 8): alimentados ad libitum con agua y racién. Grupo restringido o tratado (grupo T, n=8):
alimentado durante toda la gestacion y hasta el parto con 50% del consumo ad libitum diario materno (obtenidos en un
experimento preliminar en el que se determind el consumo ad libitum dia a dia a lo largo de toda la gestacion en 6 hembras
gestantes de la misma cepa).

En ambos grupos se tomé diariamente el peso corporal materno y se establecié como criterio de punto final experimental
de las hembras tratadas la pérdida de mas del 10% del peso corporal al inicio del experimento (ningun animal llegd a esa
pérdida de peso final).

Desde el dia del parto ambos grupos de madres pasaron a tener alimento y agua ad libitum. Las camadas del grupo C
fueron constituidas con 8 crias (retirando o agregando crias marcadas de otras madres si fuera necesario) hasta el destete,
mientras que en el grupo T tuvieron 14 crias por camada durante la lactacidn. Los cachorros fueron identificados de manera
individual y permanente por perforaciones en el pabellén auricular, se seleccioné un macho al azar por camada/madre,
fueron destetados a los 25 dias de vida post natal y alojados en grupos de a 5 animales. Entre el dia del destete y los 365 dias
de vida fueron alimentados ad libitum.
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Laberinto en multiples T para medir memoria espacial.

A cada una de las ratas macho, se las hizo pasar por un laberinto de multiple T durante 6 dias consecutivos, con 16 horas
de ayuno previo, registrando sus performances en video, para luego determinar por dos observadores a ciegas las siguientes
variables:

Tiempo total: tiempo en segundos que demora cada individuo desde que se lo coloca adentro del laberinto hasta que
llegan a la meta (lugar del laberinto al cual se llega a través de un camino sinuoso en ddénde esta la racién que utilizamos
como recompensa). Si a los 300 segundos dentro del circuito los animales no llegaron a la meta, damos por finalizado el
intento llevandolo al destino final (ver fig. 1).

Tiempo distante (Td): tiempo en segundos en que cada rata se encuentra dentro de la parte del laberinto que forma la
“T” mas distante al punto de partida (ver fig. 1).

Tiempo plaza (Tp): tiempo en segundos en que cada rata se encuentra dentro de la parte del laberinto llamado “plaza”
que se localiza mas o menos equidistante entre el punto de partida y la meta (ver fig. 1).

Tiempo objetivo (To): tiempo en segundos en que cada rata se encuentra dentro de la parte del laberinto que conforma la
“T” donde estd el destino (ver fig. 1).

Errores: se entiende como “error” a la opciéon de camino que tome la rata en el trayecto hacia la meta que la desvie del
objetivo (ver fig. 1).

Figura 1:
Laberinto en multiple T utilizado. La X verde indica zona de ingreso del animal y la X roja el destino. Las T marcadas de
verde indican los brazos distantes, mientras que la marcada de rojo indica la T objetivo. La zona indicada de plaza estd
marcada de violeta.
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Muestreo, procesamiento histolégico y morfometria.

Finalizado el pasaje de todos los animales por el laberinto los animales fueron pesados y anestesiados con Ketamina y
Xilacina intraperotoneal (70 mg/kg de Ket. + 10ml/kg de Xil.) previo a la decapitacidn. Sus encéfalos fueron pesados y fijados
por inmersién con solucién buffer de paraformaldehido al 4%. Posteriormente, se diseco el cerebro de los animales, se pesdy
se calculd el indice cerebro somatico (ICS). Los hemisferios cerebrales izquierdos fueron procesados con pasajes en
concentraciones crecientes de etanol, impregnados en cloroformo y finalmente parafina liquida para confeccionar bloques
que luego se cortaron en secciones de 5 micrometros de espesor, en sentido longitudinal, parasagital.

Dos observadores a ciegas sobre un juego de cortes histoldgicos (un corte por cada animal) tratados con Hematoxilina y
Eosina tomaron fotografias con un sistema de analisis de imagenes: microscopio éptico Olympus BX50 (Olympus, Tokio,
Japon), video camara (SSC-C158P; Sony, Tokio, Japdn) y computadora personal con el programa Image Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MA, USA) a un aumento final de 400 x en el monitor de la PC. Se midié el espesor de cada capa de
la corteza del hipocampo: espesor de la capa granular (o principal) del asta de Ammon: regiones ECA1, ECA2, ECA3; espesor
de la capa granular o principal del Giro Dentado en su rama dorsal (EGDD), ventral (EGDV) y en el vértice del mismo (EGDVE),
asi como también la longitud de las ramas ventrales y dorsales del GD que luego se sumaron, obteniendo la longitud total del

giro dentado (LTGD) para hacer los célculos estadisticos (ver fig. 2).

Figura 2:
Fotografia de hipocampo de ratas de 365 dias de vida. Coloreado con hematoxilina y eosina. La linea roja representa la
longitud del giro dentado (LTG). Entre las flechas negras se observa el espesor del hipocampo a nivel de la region CA1l.
Con letras amarillas se marcan las regiones del hipocampo. Imagen obtenida a 40x.
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Andlisis estadistico

Todas las variables cuantitativas fueron expresadas como medias * ds. Se determind normalidad por test de Shapiro-Wilk.
Se estudio los efectos de grupo e individuo dentro de grupo. La variacion entre ratas dentro de un mismo tratamiento fue
considerada como parte del error experimental cuando se analizaron las diferencias entre tratamientos. Tanto las diferencias
entre grupos en las variables histoldgicas cuantitativas, asi como el peso encefalico y las variables comportamentales fueron
comparadas por entre grupos a través de ANOVA de una via, y la comparacién entre sesiones de comportamiento a través de
ANOVA de medidas repetidas. Los valores fueron considerados significativamente diferentes con p<0.05 y se estudiaron las
diferencias post hoc entre grupos con test de Tukey.

Apartado bioético

Todas las maniobras que se realizaron sobre los animales para este experimento fueron informadas previamente y
aprobado por el comité de ética en el uso de animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria (UdelaR) (protocolo: 573/17).

RESULTADOS

Resultados del laberinto en multiple T

No encontramos diferencias en las variables comportamentales (nimero de errores, tiempo por zonas y tiempo total)
dentro del laberinto y a lo largo de los sucesivos dias entre el grupo control y el grupo tratado nen ninguna de las variables
estudiadas en el laberinto (Ver gréficos 1y 2).
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Encontramos diferencias en los pesos: corporal, encefalico y cerebral, aunque no se vieron diferencias en el indice

encéfalo/somatico (Ver tabla 1).

Tabla 1.

Medias y desvios del peso corporal, encefélico, cerebral e indice encéfalo/somatico a los 365 dias de vida en los grupos Cy T.
*: P<0.05; *™*: 0.001<P<0.05 comparados con el grupo control.

Peso encefalico )
Grupos Peso corporal (g) Peso cerebral (g) | Indice encéfalo/somatico
(9
Controles 579,9 + 34,1* 2,3+0,1* 1,61 £ 0,06* 0,004 + 0,0002
Tratados 532,8 + 25,5 2,1+0,08 1,5+0,09 0,004 + 0,0001

Resultados histologicos

De las variables estudiadas encontramos diferencias tnicamente en el espesor de la regidn del hipocampo CA1 donde el

grupo tratado presento mayor espesor (ver tabla 2).

Tabla 2.

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

Variables Grupo Control (C) Grupo Tratado (T)
ECAl 181,7 + 15,0 239,0 £22,5*
ECA2 79,8 £5,2 86,7+3,8
ECA3 304,8 +13,6 326,0 + 25,9
EGDD 104,9+12,0 120,3+12,3
EGDV 76,4+ 8,4 91,3+ 10,1
EGDVE 128,5+24,3 143,4+ 24,1
LTGD 4152,4 +103,3 4253,3 +142,9

: P<0.05 comparados con el grupo control.
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DISCUSION

Variables de comportamiento

En nuestro trabajo, el estudio comportamental en ratas macho de 365 dias de vida que fueron sometidas a subnutricién
en el periodo perinatal (gestacion y lactacidén) T y sus ratas controles C, no mostraron respuesta diferencial. Estos resultados
abarcan tanto el tiempo de ejecucidn del laberinto como el nimero de errores que cometieron en el transcurso del mismo.
Estos resultados que difieren con los de (Sanchez Turet y Gonzalez Sastre, 1975), quienes bajo condiciones de trabajo muy
similares a las nuestras (tipo de restriccion, periodo de restriccidon) encuentran que en ratas Sprague Dawley a las 15 semanas
de edad (105 dias de vida) exhiben diferencias muy significativas entre los grupos T y C de su modelo. Tal vez la diferencia
entre ambos experimentos sea la edad a la que se midieron las variables comportamentales. Esta diferencia nos hace pensar
que el crecimiento compensatorio que ocurre en las etapas desde neonato hasta adulto se vid afectada y es posible que sea
continua a largo plazo. En este sentido, el crecimiento pos natal después de la restriccion del crecimiento intra uterino es
fundamental para la consolidacion de la memoria en modelos animales (Duran et al., 2017; Caldwell et al., 2017). Es
importante tener en cuenta que en nuestro disefio experimental subnutrimos disminuyendo proporcionalmente todos los
nutrientes de igual forma, sin embargo, la mayoria de los modelos experimentales de subnutricidon perinatal se basan en la
restriccién de proteinas en las dietas, siendo esta el componente principal neurotréfico. Lo esperable es que nuestros
resultados no sean tan drasticos en comparacion con otros estudios. En este sentido, la subnutriciones proteicas en torno al
8% en edad perinatal induce déficit en la navegacién eficiente del lugar en ratas adultas (Cordoba et al., 1994). Este efecto
también es mencionado por varios autores en diferentes regiones del hipocampo, por un lado, estudiaron los efectos de la
subnutricién proteica prenatal y estudiaron su impacto sobre las células piramidales CA1 en ratas de edades 15, 30, 90y 220
dias de vida (Cintra et al., 1997). Por otro lado, estudiaron el efecto de la subnutricién proteica prenatal y la rehabilitacion
nutricional pos natal sobre las células piramidales del hipocampo en la regiéon CA3 en ratas de 15, 30, 90 y 220 dias de vida
(Diaz-Cintra et al., 1994). Y por ultimo, estudiaron los efectos de la privacidon prenatal de proteinas en el desarrollo posnatal
de células granulares en el giro dentado del hipocampo, también en las mismas cuatro edades 15, 30, 90 y 220 dias (Diaz-
Cintra et al., 1994). Lo interesante es que los tres trabajos mencionados anteriormente concluyen en que existe una
distribucion bimodal de cambios en la plasticidad neuronal con un periodo aparente de “rehabilitacion” en el dia 90, ya que
se observa menos escasez en los componentes citoarquitectdnicos de las distintas regiones en un intento de recuperacion o
de adaptacion cerebral a la desnutricion pero queda sin efecto mas adelante ya que se generd un déficit metabdlico celular
para seguir el ritmo de desarrollo neural normal a los 220 dias. Esto podria explicar por qué nosotros no encontramos
diferencias en nuestras variables con nuestras condiciones experimentales. Entendemos que es necesario seguir estudiando
mas variables de este experimento para entender el efecto cruzado entre edad y el tipo de subnutricion temprana, a largo
plazo en la memoria en este modelo animal.

Peso corporal y encefalico

En cuanto al resultado del peso corporal, encontramos que la subnutricién durante la gestacidn y la lactacion afectan el
peso corporal (Gonzélez-Cossio et al., 1998). Incluso en un modelo similar en ratas ya se verificd que este tratamiento afecta
el peso corporal y el testicular (Genovese et al., 2010, 2019). Encontramos que el tratamiento afecta el peso cerebral de igual
forma que el peso corporal, pero no afecta el indice peso encefélico / peso somatico es la estrategia de adaptacion a la
subnutricidn intrauterina. Es decir que animales mas chicos y mas livianos tienen cerebros mas livianos pero en proporcién
con el tamafio corporal. Por otra parte, el efecto provoca retardo en el crecimiento, parece estar asociada a una
redistribucion del gasto cardiaco y a la priorizacidn de los érganos centrales (cerebro, miocardio y glandulas suprarrenales) en
detrimento de érganos periféricos, es el llamado efecto de conservacion del cerebro (Pérez-Clariget et al., 2015). En nuestro
caso, no hay dudas de que los animales gestaron en un ambiente uterino negativo en cuanto a los nutrientes disponibles
para el desarrollo fetal. Esto queda claro al analizar el comportamiento de las madres durante la gestacidn. En nuestro
trabajo, las madres del grupo T perdieron peso y las del grupo C ganaron peso al final de la gestacién. Por lo tanto, los fetos
del grupo T tuvieron que adaptarse a la falta de nutrientes y seguramente priorizaron las necesidades de los 6rganos
centrales que se mantuvieron mds o menos estables con relacién a su peso corporal por lo que podemos asumir que existio
efecto de conservacion del cerebro que se pudo observar aun muchos meses después.
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Aspectos histoldgicos

Nuestro trabajo utilizé la técnica histoldgica como herramienta para evaluar distintas regiones del hipocampo, con el fin
de correlacionarlos con los efectos comportamentales. En el estudio histolégico encontramos una tendencia en el espesor de
la regién CA1 en donde detectamos que era mayor en animales del grupo T en comparacion con sus controles. En cuanto a
las variables histoldgicas medidas, nuestros resultados pueden deberse al las variables seleccionadas. Hemos encontrado
trabajos donde con una restriccidn alimentaria muy similar a la nuestra encontraron a nivel del hipocampo empobrecimiento
de los recursos neuronales con menor densidad de espinas dendriticas, arborizaciones dendriticas menos pobladas, menor
densidad de neuronas en algunas regiones, somas neuronales mas pequefos, disminucién del diametro de las fibras
mielinizadas y amielinizadas, menor proliferacién celular, disminucion en la plasticidad neuronal dependiente de BDNF
(factor neurotroéfico derivado del cerebro) por insuficiencias de los actores que participan en su dptimo desempefio y sinapsis
retardadas (Barra et al., 2019; Moody et al., 2017). Sin embargo, a pesar del tratamiento aplicado, los impactos en su gran
mayoria no se vieron reflejados en la performance de la memoria espacial o el aprendizaje en esas ratas.

Es complejo interpretar el resultado obtenido en la regidn del hipocampo CA1l. Algunos autores encontraron una
tendencia similar al aplicar distintos factores estresantes no nutricionales en la etapa final de la gestacidn. En un trabajo que
utilizdé factores estresantes que implicaron exceso de luz y aislamiento social durante el ultimo tercio de gestacion, se
encontré que los animales tienen alterada la morfologia dendritica y la conectividad sinaptica en la corteza prefrontal
(Mychasiuk et al., 2012) con una pérdida en el nimero de neuronas y el nUmero estimado de sinapsis en hipocampo a pesar
de exhibir una mayor densidad en el espesor de la regién CALl. Por otro lado, en un disefio de estrés materno por restriccion
de movimiento durante el Gltimo tercio de gestacidn encontraron que puede provocar disfunciones emocionales y cognitivas
en la descendencia (Bock et al., 2011). Mas especificamente en el antedicho experimento se sometieron a variados
estresores, y los resultados arrojaron que la regién CA1 del hipocampo en la descendencia estresada (grupo tratado)
aumento la densidad de las neuronas piramidales solo en los machos. Los resultados de estos autores sugieren que los
efectos estresantes pueden afectar el ciclo de maduracién y poda dendritica normal en CA1 durante el desarrollo, lo que
podria resultar en un exceso de sinapsis menos eficientes, lo que es posible que explique el aumento en el espesor de CA1.
Sin embargo, nuestras variables no se enfocaron en medir este ciclo. En este punto entendemos que es necesario continuar
los estudios sobre estas muestras con variables que ayuden a entender el origen del aumento del espesor de CA1l.

Podemos concluir que en nuestras condiciones experimentales los efectos de la subnutricion durante la gestacion y la
lactacién en las ratas macho, no altera la memoria espacial cuando los animales son adultos a los 365 dias de vida. Al igual
que diversos autores comprobamos que la subnutricién durante la gestacidn y la lactacion determina menor peso corporal,
pero no afecta el indice encéfalo/somatico. En nuestras condiciones no encontramos efecto del tratamiento sobre las
variables morfométricas estudiadas salvo en el espesor de la regién CA1 de los animales del grupo tratado que requiere de
futuros estudios para explicar el resultado obtenido.
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