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Efecto de la Desnutricion Oculta Prenatal
Sobre la Histologia del Esplenio Callosal

Effect of Mild Protein Prenatal Malnutrition in the Callosal Splenium Histology
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RESUMEN: Ratas malnutridas prenatalmente con una dieta isocalérica y baja en proteinas, presentaron un menor didmetro axonal
promedio en el esplenio callosal que los animales control, tanto de las fibras mielinicas como amielinicas. También se observé una mayor
densidad axonal promedio, con respecto a los controles. Estas observaciones sugieren que: 1) las conexiones cortico-corticales (interhemisféricas)
son vulnerables a la malnutricién proteica; y 2) lo anterior tendria incidencia en la velocidad de conduccion interhemisférica, en particular con

lo que dice relacion con las conexiones visuales.
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INTRODUCCION

En ratas, la llamada desnutricién oculta prenatal es
producida por una reduccién de los contenidos de proteina
en la dieta de las madres prefiadas, desde un 25% a un 8%
de caseina. Esta reduccién es compensada caléricamente con
un incremento de carbohidratos y grasa, lo cual produce
pesos corporales y cerebrales normales en el neonato
(Morgane et al., 1978; Resnick et al., 1982). Sin embargo, a
largo plazo, esta condiciéon produce alteraciones
conductuales y en los desarrollos celular, neuroquimico y
electrofisioldgico, tales como reduccién de la excitabilidad
cortical producida por estimulacién callosa, reduccién en la
capacidad de las sinapsis callosas para desarrollar
sumaciones temporales, alteraciones en los niveles y libera-
cion de noradrenalina cortical y déficit en pruebas de baja
complejidad (Stern et al., 1975; Stern et al., 1976; Soto-
Moyano et al., 1998; Soto-Moyano et al., 1999). La rehabi-
litacién postnatal con una dieta alta en proteina restaura al-
gunos de estos déficits (Soto-Moyano et al., 1998; Soto-
Moyano et al., 1999).

Estudios previos han demostrado que a los 45 a 52
dias de edad, ratas malnutridas prenatalmente y durante la
lactancia con una dieta isocaldrica e hipoproteica, presenta-

ron un cuerpo calloso mds pequefio que las ratas control. En
cambio aquellos animales rehabilitados durante la lactancia
con una dieta alta en proteinas, mostraron normalidad en el
peso cerebral y en el desarrollo de los tercios medio y poste-
rior del cuerpo calloso. Sin embargo, el tercio anterior del
calloso, que conecta dreas frontales, es particularmente afec-
tado por este tipo de malnutricidn, a pesar de una rehabilita-
cion dietaria durante la vida postnatal (Olivares et al.,2002).

Dada la importancia de este tracto en las conexiones
cortico-corticales (interhemisféricas) y la evidencia anterior-
mente sefalada, se consideré de interés el estudiar los posi-
bles efectos de una desnutricién oculta prenatal sobre la
histologia del cuerpo calloso (densidad y didmetros
fibrilares). Aunque las regiones posteriores del cuerpo ca-
lloso parecen conservar su morfologia gruesa en condicio-
nes de desnutriciéon oculta, es posible que existan alteracio-
nes microscopicas que escapan a un andlisis macroscopico.
Por esta razén, hemos decidido estudiar el quinto posterior
del cuerpo calloso (esplenio). En el humano y en el macaco,
este segmento calloso contiene, en el extremo posterior, fi-
bras visuales provenientes de la corteza occipital (Pandya &
Seltzer 1986; Witelson, 1989; Aboitiz et al., 1992).
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron tres ratas adultas (60-62 dias de edad),
de la cepa Sprague-Dawley, provenientes de camadas ajus-
tadas a 8 crias (4 machos y 4 hembras), cuyas madres reci-
bieron durante la gestacion una dieta hipoproteica-isocalérica
(8% de caseina), y después del nacimiento fueron criadas
por nodrizas controles hasta el destete. Como controles se
utilizaron tres ratas, cuyas madres recibieron durante la ges-
tacion y hasta el destete de las crias, una dieta isoproteica-
isocaldrica (25% de caseina).

Los animales fueron anestesiados con uretano (1.5g/
Kg i.p.) y perfundidos transcardialmente con solucién de
Karnovsky (glutaraldehido 1.5% y paraformolaldehido
0.8%) para, posteriormente, extraer los encéfalos y disecar
los esplenios callosales (quinto posterior del cuerpo callo-
s0). Estos ultimos fueron fijados en glutaraldehido al 2.5%
por 8 horas, a 4°C, luego lavados en buffer fosfato de sodio
0.1M pH 7.3, postfijados en tetr6xido de osmio al 1%, por 1
hora a temperatura ambiente y, finalmente, fueron incluidos
en epon 812.

Se realizaron cortes semifinos de 1mm, tefiidos con
azul de toluidina en borato de sodio al 1%, para precisar la
zona del esplenio (regién posterior) donde se realizaria el
conteo (expresado en ndmero de axones por mm?) y la me-
dicién de los didmetros de las fibras callosales mielinicas y
amielinicas (expresado en m). Luego de esto, se realizaron
cortes finos de 60nm montados en grillas de 200Mesh, los
que fueron contrastados con acetato de uranilo en metanol
al 4%, por 1 minuto y citrato de plomo, por 5 minutos, para
su visualizacién a microscopia electrénica de transmision
(MET, Zeiss Modelo EM 109). La observacion se realizé a
una magnificacion adecuada para una clara visualizacién de
los axones mielinicos y amielinicos (7.000X).

Del esplenio correspondiente a cada animal, se foto-
grafiaron 5 campos (27.000 x 23.000 um), los que fueron
revelados en papel (9 x 11cm), digitalizados y analizados
con el programa Scion Image, a una magnificacién total de
8.800X. El conteo fibrilar se realiz6 excluyendo los axones
que tocaban los bordes inferior e izquierdo de la fotografia
(Gundersen, 1977). Se contabilizaron un promedio de 184
fibras por campo. Con respecto a las fibras mielinicas, se
consider$ el didmetro interno (excluyendo la vaina de
mielina).

Los valores de densidad y didmetro fibrilar prome-
dios de las fibras mielinicas y amielinicas, fueron compara-
dos entre los animales tratados y controles mediante la prueba
de t de Student.
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RESULTADOS

Diametro fibrilar promedio (Fig. 1). El grupo des-
nutrido (n=3), presentd un didmetro promedio menor de fi-
bras mielinicas que el grupo control (n=3) (0.40 = 0.04um
vs. 0.52 £ 0.04pum; p<0.05).

El grupo desnutrido también presenté un didmetro
promedio menor de fibras amielinicas que el grupo control
(0.17 £0.02um vs. 0.22 £ 0.03pum; p<0.05).

Densidad fibrilar promedio (Fig. 2). El grupo des-
nutrido presentd una mayor densidad de fibras mielinicas
que el grupo control (0.16 £ 0.04 axones/mm? vs. 0.1 +
0.02 axones/mm?). El grupo desnutrido también presentd una
mayor densidad de fibras amielinicas (0.20 + 0.08 axones/
mm? vs. 0.13 £0.03 axones/mm?). Sin embargo, estas dife-
rencias no alcanzaron significancia estadistica.

Las Figs. 3 y 4 muestran las fibras mielinicas y
amielinicas del esplenio callosal de animales de los grupos
control y desnutrido.
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DISCUSION

El modelo de la desnutricion
oculta prenatal fue originalmente
descrito en ratas (Morgane et al.;
Resnick et al.) y es de gran interés
porque no produce diferencias en los
pesos corporales y cerebrales al na-
cimiento, al compararlo con ratas
normales. Sin embargo, subsisten di-
ferencias, en los desarrollos neuronal
y electrofisiolégico, entre los anima-
les controles y los malnutridos. En
particular en estas ratas, los eleva-
dos niveles de noradrenalina y la li-
beracion de noradrenalina inducida
por potasio (Stern et al., 1975;
Resnick et al.; Soto-Moyano et al.,
1998), pueden afectar fenémenos ta-
les, como sinaptogénesis, muerte ce-
lular y retraccién sindptica durante
el desarrollo cerebral temprano.

Fig. 3. Microfotografia de esplenio callosal de animal control (barra = 1um). fm = fibra
mielinica; fa = fibra amielinica.

Ratas de 8 dias de edad, hijas
de madres sometidas a desnutricién
oculta prenatal, presentaron una den-
sidad tres veces mayor de adreno-
receptores a2c en la neocorteza, que
las ratas control. A los 60 dias de
edad, la densidad de estos recepto-
res ain se mantuvo elevada, los ani-
males no fueron capaces de mante-
ner una potenciacion de largo plazo
en la neocorteza y presentaron un
bajo rendimiento en pruebas de me-
moria visoespacial (Soto-Moyano et
al., 2005). Ademas, las dendritas
apicales de las células piramidales
son mds cortas y sus espinas
dendriticas menos densas, en estos
animales que en los controles (West
& Kemper, 1976), particularmente
en células ubicadas en las capas II,
Il y V (Diaz-Cintra et al., 1990).
Electrofisiolégicamente, se ha obser-
vado una reduccién en la actividad
espontdnea neuronal cortical (Stern
et al., 1983) y en la excitabilidad
neuronal cortical (Soto-Moyano et
al., 1981 and 1998), a pesar de una

Fig. 4. Microfotografia de esplenio callosal de animal desnutrido (barra =1um). fm = fibra oL 4 )5 )
mielinica; fa = fibra amielinica. rehabilitacién nutricional postnaci-

miento.
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Se ha evidenciado que la transmisién callosal en el
recién nacido se ve afectada por este tipo de malnutricion,
produciendo un aumento en la latencia de la respuesta evo-
cada transcallosal, la cual tiende a desaparecer después del
destete (Morgane et al., 1978) y una alteracién en los meca-
nismos sindpticos de la conexiones callosales (Soto-Moyano
etal., 1999).

Aunque en roedores no se ha desarrollado un mapa tan
exhaustivo, evidencias sugieren que el calloso posterior aloja
fibras visuales, las cuales no obstante se distribuyen en forma
mas dispersa que en el macaco (Kim et al., 1996).

Los resultados del presente trabajo indican que la ve-
locidad de transmision interhemisférica debe estar afectada
por la desnutricién oculta, en particular lo que dice relacién
con las conexiones visuales, lo cual apoya los resultados pre-
vios de Soto-Moyano er al. (1998). Para determinar si existe
una diferencia en el nimero de axones callosos, es necesario
realizar un muestreo mas amplio, como también medir las res-
pectivas dreas del cuerpo calloso.
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SUMMARY: Adult rats malnourished prenatally with a low-protein, isocaloric diet showed smaller median fiber diameter of
myelinated and unmyelinated fibers and a higher axonal density in the callosal splenium than controls. These findings suggest (i) that
cortico-cortical (interhemispheric) connections are vulnerable to protein malnutrition; and (ii) this may affect interhemispheric conduction

velocity, particularly in visual connections.
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