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RESUMEN

El Cuerpo Calloso (CC), es la mayor comisura de sustancia blanca del encéfalo de los
mamiferos placentados, constituida por numerosos haces de fibras transversales que
conectan areas corticales de ambos hemisferios cerebrales. Por otro lado, el estrés se define
como una respuesta general del organismo ante demandas externas o internas, inicialmente
amenazantes, que consiste en movilizar recursos fisioldgicos y psicoldgicos para poderlas
afrontar. Dada la importancia del CC en las conexiones cortico-corticales, el objetivo de la
presente memoria de titulo fue evaluar el efecto en ratas, de un estrés prenatal crénico por
inmovilizacion, sobre la anatomia macroscopica del CC.

Se utilizaron seis ratas prefiadas de la cepa Wistar de 250g, de las cuales tres fueron
sometidas, a partir del octavo dia postconcepcion, a una restriccion de movimiento por diez
dias (2h/dia). Posteriormente, las madres prosiguieron su gestacion, parto y lactancia. Al
nacimiento, las camadas fueron ajustadas a seis crias machos por madre (n=36), las cuales
fueron pesadas al nacimiento, destete y sacrificio (45-52 dias de edad).

Los encéfalos fueron seccionados a través de la cisura interhemisférica y ambos
hemisferios fotografiados por su cara medial. Las imagenes fueron digitalizadas y
analizadas mediante el programa Scion Image®, para la medicion del area total, parciales
(tercio anterior, medio, posterior y quinto posterior) y perimetro callosal.

Es asi como, el estrés prenatal por inmovilizacion, afect6 significativamente (p<0,01), la
morfologia macroscépica del cuerpo calloso. Evidencidndose una disminucién del area
total, areas parciales y perimetro callosal, en los animales sometidos a restriccion.
Estableciendo, por trabajos previos, una relacion directa entre nimero de axones y area
callosal e inversa entre diametro y densidad axonal; lo observado podria tener incidencia en

la transferencia interhemisférica.

Palabras Clave: Cuerpo Calloso, Estrés Prenatal, Rata.



ABSTRACT

The Corpus Callosum (CC) is the largest commissure of white matter in the brain of
placental mammals, consisting of numerous transverse fiber bundles that connect cortical
areas of both cerebral hemispheres. On the other hand, stress is defined as a general
response of the organism to external or internal demands, initially threatening, which
consists of mobilizing physiological and psychological resources to be able to face them.
Given the importance of CC in cortico-cortical connections, the objective of this thesis was
to evaluate the effect in rats of chronic prenatal stress due to immobilization on the
macroscopic anatomy of CC. Six 250g pregnant rats of the Wistar strain were used, three of
which were subjected to movement restriction for ten days (2h/day) from the eighth day
post-conception. Subsequently, the mothers continued their gestation, birth and lactation.
At birth, litters were adjusted to six male offspring per mother (n=36), which were weighed
at birth, weaning and slaughter (45-52 days of age). The brains were fixed, to be later
sectioned through the interhemispheric fissure and both hemispheres photographed by their
medial aspect. The images were digitized and analyzed using the Scion Image® program,
for the measurement of the total, partial area (anterior third, middle, posterior, and posterior
fifth) and callosal perimeter. Thus, prenatal stress due to immobilization significantly
affected (p<0.01), the macroscopic morphology of the CC. Evidence shows a decrease in
the total area, partial areas and callosal perimeter in the animals subjected to restriction, as
compared to normal animals. Establishing, by previous Works, a direct relation between
number of axons and callosal area and inverse relation between diameter and axonal

density; what was observed could have an impact on interhemispheric transfer.

Key Words: Corpus Callosum, Prenatal Stress, Rat



INTRODUCCION

Estudios experimentales, fundamentalmente realizados en roedores, demuestran que la
organizacion final del sistema nervioso depende de factores no genéticos y que estresores
como la desnutricion, el deterioro del medioambiente o la supresion de estimulos visuales,
pueden provocar efectos deletéreos sobre la morfologia y funcion de diversas estructuras
del sistema nervioso central como el hipocampo, amigdala y corteza prefrontal.

El estrés es una reaccion fisiologica del organismo, en el que participan diversos
mecanismos de defensa para enfrentar una situacion que se percibe como amenazante,
siendo una respuesta natural y necesaria para la supervivencia; en la mayor parte de los
casos, el estrés se produce como respuesta a las grandes presiones que se le imponen al
organismo. El desequilibrio entre las demandas del organismo y la capacidad de éste para
sobrellevarlas, caracterizan una situacion estresante. Es asi, como al estrés se le considera
como un factor ambiental, que tiene un profundo efecto sobre la morfologia y funcion de
diversas estructuras del Sistema Nervioso Central (SNC).

Por otra parte, el Cuerpo Calloso (CC) es la mayor comisura de sustancia blanca del
encéfalo de los mamiferos placentados, constituida por numerosos haces de fibras
transversales que conectan areas corticales de ambos hemisferios cerebrales. Tal es asi, que
determinados segmentos del CC contienen preferentemente fibras que provienen de areas
especificas de la corteza cerebral, existiendo hoy en dia una activa investigacion sobre la
participacion de esta comisura en las capacidades cognitivas y organizacion cerebral. De
esta forma, se ha estudiado el efecto de diferentes estresores sobre la anatomia del CC,
como son las restricciones nutricionales, el estrés acustico, visual y la ingesta de alcohol,
entre otros.

Dada la importancia de CC en las conexiones cortico-corticales, el objetivo de esta
memoria de titulo fue evaluar el efecto en ratas, de un protocolo de estrés prenatal cronico
por inmovilizacion, con el propdsito de demostrar si este tipo de estrés puede modificar la

anatomia macroscopica del CC.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El sistema nervioso es el responsable de la interaccion estimulo-respuesta entre el ambiente
y el organismo, de la regulacion y coordinacion de los sistemas corporales, del control del
sistema endocrino e inmunolégico y de los 6rganos de los sentidos (Konig y Liebich,
2011).

Anatomia del Sistema Nervioso

Convencionalmente, el sistema nervioso se divide en tres porciones: sistema nervioso
central (SNC), sistema nervioso periférico (SNP) y sistema nervioso autbnomo (SNA). Los
tres componentes actdan en conjunto en el control e integracién de actividades motoras,
sensitivas y conductuales del organismo (Afifi y Bergman, 1998).

El SNC esta conformado por el encéfalo y la médula espinal, donde ocurre la correlacion y
la integracion de la informacidn nerviosa. Ambos estan cubiertos por las meninges y
suspendidos en el liquido cerebroespinal; ademas se encuentran protegidos por los huesos
del craneo y la columna vertebral, respectivamente (Snell, 2007).

El SNP esta compuesto por los nervios craneales, nervios espinales, los ganglios asociados
a éstos y los 6rganos receptores periféricos. EI SNA (simpatico y parasimpatico), es la parte
que participa en la regulacién de funciones viscerales y sus componentes se localizan tanto
en el SNC como en el SNP (Afifi y Bergman, 1998) (Figura 1).
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Figura 1.-Sistema nervioso central y periférico
Adaptado de https://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-a/guiada_o_a_01nervioso.php
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Hemisferios cerebrales

Los hemisferios cerebrales forman la mayor parte del encéfalo separados en la linea media
por la fisura longitudinal cerebral. Esta contiene un pliegue de duramadre con forma de hoz
y las arterias cerebrales anteriores. En la profundidad de ésta se ubica el Cuerpo Calloso,
que conecta los hemisferios a través de la linea media (Snell, 2007). Cada hemisferio esta
formado por tres subdivisiones principales. La primera, la corteza cerebral (sustancia gris),
la cual cubre toda la superficie de los hemisferios; el segundo elemento importante es la
sustancia blanca subcortical, que esta formada por los axones mielinicos y amielinicos que
transportan la informacion que va hacia la corteza cerebral o sale de ella, siendo la capsula
interna la estructura de sustancia blanca subcortical de mayor organizacion; el tercer
componente fundamental es un grupo destacado de somas neuronales denominado en
conjunto nucleos basales, estos importantes centros prosencefalicos estan implicados en la

funcién motora (Haines, 2003) (Figura 2).
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Figura 2.-Hemisferios cerebrales

Adaptado de https://medlineplus.gov/spanish/ency/esp_imagepages/8753.htm
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Histologia del Sistema Nervioso

Existen dos tipos celulares en el sistema nervioso: la neurona y la célula glial. La neurona
es la unidad funcional bésica del sistema nervioso. La gran cantidad de neuronas y sus
interconexiones son las responsables de la complejidad del sistema nervioso (Cunningham
y Klein, 2009). Estan formadas por un cuerpo celular, soma o pericarién (que contiene el

nacleo) y sus procesos: el axdn y las dendritas (Afifi y Bergman, 1998) (Figura 3).

Nucleo

Cuerpo celular

Cono axénico

A. B.
Figura 3.- A. Neurona, cuerpo celular y sus procesos. B. Neurona en microfotografia

de un frotis de médula espinal. Adaptado de Snell, 2007.

El cuerpo celular tiene una funcién critica en la fabricacion de proteinas esenciales para el
funcionamiento neuronal. Existen cuatro organelos especialmente importantes para realizar
dicha funcién: el nucleo que contiene el disefio para la sintesis de las proteinas; los
ribosomas libres, que sintetizan las proteinas citosélicas; el reticulo endoplasmico rugoso,
en el que se sintetizan las proteinas secretoras y de membrana; y el aparato de Golgi, que
procesa y organiza los componentes secretores de membrana para el transporte
(Cunningham y Klein, 2009).



Un conjunto de somas constituye la sustancia gris del SNC y las agrupaciones de somas
que comparten funciones especificas en éste se denominan nucleos (Haines, 2003). Las
dendritas son las prolongaciones que se ramifican cerca del soma, incrementando la
superficie receptiva del cuerpo celular, son variables en patron de ramificacién y namero,
representando sitios de contacto sinaptico con terminales axonicos de otras neuronas por
medio de sus proyecciones conocidas como espinas o botones dendriticos. ElI axon es
unico, de mayor longitud y cilindrico, se origina del cuerpo celular en una zona
denominada cono axonico (Afifi y Bergman, 1998); constituyen la “carretera” para
transferencia de informacion dentro del cerebro mediante sefializacion electroquimica y
transporte de componentes celulares (Paus et al., 2014), transmitiendo impulsos nerviosos a
destinos més alejados y terminando en estructuras especializadas denominadas sinapsis
(Haines, 2003).

El sostén de las neuronas del SNC consiste en variedades de células no excitables que en
conjunto se denominan neuroglia. Las células de la neuroglia en general son mas pequefias
que las neuronas y las superan en 5 a 10 veces en nimero; constituyen aproximadamente el
50% del volumen total del encéfalo y médula espinal (Snell, 2007).

Existen varios tipos, las que se pueden organizar de la siguiente manera: macroglia
(astrocitos y oligodendrocitos), microglia y células ependimarias (Afifi y Bergman, 1998).
Se hallan ubicadas entre los capilares y las células nerviosas. En el encéfalo las células de
la microglia y la macroglia cumplen funciones de intercambio de sustancias y nutricion de
las células nerviosas, colaborando en la conduccion del impulso y como estructuras
especiales, se encargan de tareas propias del sistema de defensa celular inespecifico. Las
celulas de la glia forman la barrera hemato encefalica (Konig y Liebich, 2011).

Los oligodendrocitos dan origen a la vaina de mielina que rodea los axones en el SNC y
también es responsable de la formacion de mielina dentro de la comisura interhemisférica
(Rodriguez-Pena, 1999).

La microglia consiste en células de sostén no neurales pequefias, que intervienen en la
reparacion del SNC mediante su accion fagocitica, convirtiéndose en células de limpieza
(Crossman y Neary, 2007).

Las células ependimarias revisten los espacios interiores (ventriculos) del encéfalo y del

canal central de la médula espinal (Konig y Liebich, 2011) (Figura 4).



Astrocito Microglia Oligodendrocito

Figura 4.- Representacion esquematica de la disposicion de los diferentes tipos de
células neurogliales y fotografias de las principales células gliales del sistema nervioso
central. Adaptado de Snell, 2007.



Cuerpo Calloso

El Cuerpo Calloso (CC), es la mayor de las comisuras de sustancia blanca que conecta
areas coincidentes de la corteza cerebral izquierda y derecha del encéfalo de los mamiferos
placentados, situada en el fondo de la cisura longitudinal, constituida por numerosos haces
de fibras transversales (Aboitiz y Montiel, 2003; Fitzgerald et al., 2012) (Figura 5).

En un principio, se afirmé que la principal ventaja evolutiva de tener CC, era la capacidad
de fusion de la linea media cortical en la comunicacion interhemisférica. Posteriormente, se
observé que, en los mamiferos placentados, el CC habia permitido una adecuada sincronia
entre los dos hemisferios y al mismo tiempo la transferencia de informacion entre ellos, lo
que puede haber mejorado la capacidad de procesamiento del cerebro (Aboitiz y Montiel,
2003), cumpliendo un papel relevante en funciones auditivas, de lenguaje, de memoria y
visuales, entre otras (Gazzaniga, 2000).

CUERPO

ESPLENIO

RODILLA

Figura 5.- Vista medial de encéfalo. Desde una secuencia anteroposterior se observa
rodilla cuerpo y esplenio del cuerpo calloso.
Adaptado de https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-

nervoso/telencefalo/



Desarrollo del Cuerpo Calloso

El CC se desarrolla fundamentalmente durante el periodo prenatal siguiendo un patron
anteroposterior; es decir, desde la rodilla hacia el esplenio callosal (Quintero-Gallego et al.,
2003). Desde el punto de vista del desarrollo embrionario y filogenético, el CC se origina
como un componente de la comisura hipocampal (palial), una extension de fibras
conservadas que conectan la corteza medial (hipocampo), de los dos hemisferios.
Posteriormente, el CC se separa de la comisura hipocampal y se localiza en la parte dorsal

de la formacion hipocampica (Rakic y Yakovlev, 1968) (Figura 6).

Comisura Hipocampal

Comisura Hipocampal

Capsula Interna

Capsula
Externa .

Cuerpo Calloso

Capsula
Externa

Comisura Anterior . .
Comisura Anterior

Marsupiales Mamiferos Placentados

Figura 6.- Esquema comparativo del desarrollo embrionario entre marsupiales y
mamiferos placentados, donde se observa la presencia de Cuerpo Calloso en estos
altimos (Aboitiz y Montiel, 2003).

Lo anterior se relaciona con el origen de la isocorteza en los mamiferos, donde el mapa
sensorial que originalmente era proyectado en el mesencéfalo en los reptiles, llegd a
representarse en el telencéfalo, con la transferencia de la representacion topografica hacia
los hemisferios cerebrales, haciéndose necesario un mecanismo de fusion en la linea media,
ya que en el telencéfalo de los no placentados existen sélo las comisuras anterior y palial.
En los monotremas y marsupiales, la solucion fue enviar las fibras interhemisféricas a
través de la comisura anterior, pero en los mamiferos placentados estas fibras tomaron una
ruta mas corta, la comisura hipocampal, con la posterior formacién del CC (Aboitiz y
Montiel, 2003).



Ademas, en los mamiferos placentados, el origen del CC se relaciona con la necesidad de
integrar las hemirepresentaciones topogréficas de la superficie sensorial a través de la linea
media; otra funcion importante es la coordinacion bimanual, pero se cree que esta Gltima
involucra al CC en etapas posteriores de la evolucion cortical, después que los mapas
topograficos ya se han establecido y la corteza cerebral ha empezado a ejercer un control
significativo en la conducta motora a traves de las vias piramidales (Aboitiz y Montiel,
2003).

Divisiones Macroscopicas del Cuerpo Calloso.

El CC se divide arbitrariamente en tres regiones, en relacion a su longitud méxima: tercio

anterior (rodilla), el tercio medio (cuerpo) y el tercio posterior (Witelson, 1989) (Figura 7).

Rodilla Cuerpo Istmo Esplenio

Polo
Posterior

Polo
Anterior

Figura 7.- Diagrama del Cuerpo Calloso humano, indicando su division anatomica en
rodilla, cuerpo, istmo y esplenio, en una secuencia antero-posterior. Ademas, se
indican las diferentes regiones corticales. F: fibras frontales; M: fibras de la corteza
motora; Ss: fibras somatosensoriales; A: fibras auditivas; T/P: fibras

temporoparietales; V: fibras visuales (Aboitiz y Montiel, 2003).

El tercio anterior, es una region bulbosa que contiene fibras que conectan la corteza
prefrontal; el tercio medio, contiene proyecciones desde las areas corticales motoras,

somatosensorial y auditiva, en una secuencia antero-posterior y el tercio posterior es



frecuentemente dividido en un quinto posterior (esplenio), que contiene anteriormente
proyecciones desde la corteza asociativa parietal y temporal y posteriormente fibras
visuales provenientes de la corteza occipital. La region entre el quinto posterior y el tercio
medio es el istmo, que conecta la corteza temporal superior y regiones parietales inferiores,
incluyendo las areas perisilvianas, relacionadas con el procesamiento del lenguaje (Pandya
y Seltzer, 1986; Witelson, 1989; Witelson et al., 1995) (Figura 7).

Ademaés, es importante recordar que en el CC la mayoria de las fibras son homotdpicas, es
decir, unen regiones reciprocas ubicadas en los sectores simétricos de ambos hemisferios.
Lo anterior no quiere decir que no existan fibras heterotopicas, las que pueden ser muy
importantes para la propagacion de la actividad de otras areas corticales (Aboitiz y Montiel,
2003). En las areas sensoriales primarias, sin embargo, la situacién se considera méas simple
ya que las conexiones son esencialmente homotdpicas (Houzel et al., 2002).

Por otra parte, estudios morfométricos interespecie del CC indican una fuerte relacion entre
el tamario callosal y el peso cerebral; del mismo modo existen diferencias interespecie en el
tamario relativo de algunos segmentos callosales, particularmente en el tercio posterior,

siendo éste mas grande en especies de vision frontal (Olivares et al., 2000).

Diferenciacion Histologica del Cuerpo Calloso.

En cuanto a su composicion fibrilar, el CC no es homogéneo, presentando en el primate y
humano las densidades de fibras delgadas y gruesas, una distribucion complementaria (La
Mantia y Rakic, 1990; Aboitiz et al., 1992a). Es asi como, en humanos, se ha establecido
que el tercio anterior presenta la mas alta densidad de fibras de menor didmetro (> de 0,4
pum) y la mas baja densidad de fibras de mayor didametro (> de 3 y 5 um); por lo tanto, en
esta region hay mayor densidad de fibras, de menor diametro y menos mielinizadas,
conduciendo los impulsos a una baja velocidad. En direccion posterior la densidad total de
fibras tiende a disminuir, mientras que la proporcion de fibras de gran diametro y alta
velocidad de conduccion, aumenta hasta la mitad posterior del cuerpo; luego de este punto,
el patrén se invierte de tal forma que la proporcion de fibras de mayor didmetro disminuye.
Finalmente, en la regién mas posterior hay un aumento local de fibras de mayor diametro,

con una concomitante disminucion de la densidad total (Aboitiz et al., 1992a) (Figura 8).
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POLO ANTERIOR POLO POSTERIOR

Figura 8.- Diagrama de un corte sagital del Cuerpo Calloso humano, donde se indica
la distribucion de las diferentes regiones en su composicion fibrilar, de manera que el
diametro de las fibras es proporcional al radio del circulo que representan (Aboitiz y
Montiel, 2003).

Debido a que la velocidad de conduccion del impulso nervioso aumenta con el diametro
fibrilar, se pueden asignar diferencias en la funcion de las distintas zonas a lo largo del CC,
en base a su composicion de fibras. Es asi como, las regiones con una alta densidad de
fibras de menor didmetro (tercio anterior y esplenio anterior), que conectan las areas de
asociacion prefrontales y temporo-parietales, respectivamente, presentan en promedio baja
velocidad de conduccion interhemisférica (fibras pobremente mielinizadas y de menor
diametro), pero poseen un mayor numero de terminaciones en las respectivas areas
corticales. En cambio, aquellas regiones con mayor densidad de fibras de mayor didmetro
(cuerpo medio y esplenio posterior), las que tienden a conectar areas sensoriales, tienen
mayor velocidad de conduccion (altamente mielinizadas y de mayor diametro) y suelen
estar restringidas a la representacion de la linea media sensorial 0 motora (Aboitiz et al.,
19924, b).

Sin embargo, en otros mamiferos como los carnivoros, roedores y ungulados, no se

observan diferencias regionales en el tamafio de fibras, por lo menos en la parte posterior
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del CC. Lo anterior podria reflejar en parte la topografia mas difusa del CC de estas
especies (Aboitiz y Montiel, 2003).

Por otra parte, se ha demostrado en gatos, que las conexiones visuales primarias se
concentran a lo largo del limite entre las zonas 17 y 18, observandose la sincronia
interhemisférica dependiente del CC durante la estimulacion visual (Houzel et al., 2002)
(Figura 9).

Figura 9.- Diagrama donde se indica la distribucion de fibras en el Cuerpo Calloso en
diferentes areas corticales de un gato. En la imagen superior, se observa como las
fibras originadas en 17/18 se proyectan a varias regiones representando visualmente
puntos equivalentes a lo largo de la linea media (0 grados). En la imagen inferior, las
fibras que conectan con areas de orden superior (ES= corteza ectosilviana) y
proyectan a el area contralateral (CC = cuerpo calloso; SSI = corteza suprasilviana)
(Aboitiz y Montiel, 2003).

En el neonato de rata, las células callosas estan distribuidas uniformemente a través de la
corteza occipital, pero hacia el final de la segunda semana postnatal, poco antes de la
apertura de los 0jos, ya se puede reconocer el patrén presente en el adulto (Olavarria y Van
Sluyters, 1985). La investigacion de los mecanismos que guian el desarrollo de las
conexiones callosas, ha mostrado que esta via se puede alterar significativamente por

disrupcion de las proyecciones retinianas en el neonato.
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Estudios a nivel neuronal han tenido el proposito de determinar los tipos de neuronas dentro
de la corteza visual de la rata, determinandose que las proyecciones visuales del CC surgen
tanto de células piramidales (capas Il a VIb) como de células piramidales modificadas
(capas Il, IV y VIb). Ademas, existen estudios que comparan roedores con gatos, que
indican que la proporcion de células no piramidales en las proyecciones del CC es mayor
en roedores. Aunque las proyecciones del CC de ambos son notablemente similares en la
morfologia de las células piramidales, a pesar de las profundas diferencias que existen entre
los sistemas visuales. Lo anterior sugiere que las proyecciones callosales visuales son
funciones bésicas que no han cambiado sustancialmente durante la evolucion de los
mamiferos (Martinez-Garcia et al., 1994).

Es asi como, si se analiza a nivel interespecie, existe una conservacion de la composicion
fibrilar callosal con una buena relacién entre el nimero de fibras y tamafo cerebral. El
diametro fibrilar promedio tiende a conservarse entre especies, indicando una mantencién
de la velocidad de conduccién mas comun. No obstante, el didmetro fibrilar maximo tiende

a su aumento en especies de cerebros grandes (Olivares et al., 2001).

Mielinizacion del Cuerpo Calloso.

La mielinizacion consiste en el recubrimiento de los axones con una membrana
especializada que permite una adecuada transmisién de los impulsos nerviosos (Avaria,
2005). La mielinizacion comienza durante las Gltimas etapas del desarrollo fetal y continua
bien entrada la adultez (Lebel et al., 2012; Dean et al., 2014).

En roedores, la mielinizacion del CC se inicia relativamente tarde en su desarrollo,
demostrandose que la mielinizacion callosal comienza alrededor del dia 15 postnatal y el
namero de axones mielinicos en el esplenio aumentan entre los 25 y 60 dias de edad, con el
concomitante aumento del area esplénica. Al dia 15 y 25, machos y hembras tienen el
mismo numero de axones mielinicos; al dia 60, los machos presentan mas axones
mielinizados que las hembras, pero el numero total de axones es el mismo (Kim y Juraska,
1997).

Estudios indican que la mielinizacién del CC en la rata continla en la edad adulta, y esto

podria subyacer al aumento continuo del tamafio callosal; lo anterior queda demostrado en
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que el aumento del tamarfio y mielinizacion del esplenio del CC en la rata, continGa a lo
menos sobre los 120 dias de edad (Nufiez et al., 2000).

Aunque hay indicios sobre el crecimiento en tamafio y mielinizacion del CC en la rata
durante la adultez, ain no se sabe cuanto tiempo mas continla este crecimiento. Es asi
como, se estudiaron los posibles cambios relacionados entre edad, area ocupada por la
mielina y tamafio del tercio anterior y esplenio del cuerpo calloso en ratas de edad adulta (4
meses), edad mediana (12-13 meses), y en la vejez (18-26 meses). Lo anterior revel6 un
aumento en el tamafio y area compuesta de mielina entre las ratas de edad adulta y de edad
mediana, y se mantuvo en la vejez sin indicios de pérdida relacionada con la edad en las

regiones estudiadas (Yates y Juraska, 2007).

Estreés

El estrés se define como una respuesta general del organismo ante demandas externas o
internas, inicialmente amenazantes, que consiste en movilizar recursos fisioldgicos y
psicolégicos para poderlas afrontar. Es decir, serd el desequilibrio entre las demandas del
organismo Yy la capacidad de éste para sobrellevarlo lo que caracteriza una situacion
estresante; el mantenimiento de esta situacion caracteriza al estrés cronico o diestres
(Montoro et al., 2009).

El estrés agudo es necesario para que el organismo sea capaz de afrontar amenazas reales o
imaginarias a corto plazo. Sin embargo, el estrés cronico puede alterar la respuesta inmune,
la remodelacion neuronal y ocasionar déficit de la memoria (Sapolsky, 2000; Erickson et
al., 2003; Morales-Medina et al., 2009).

Cabe sefialar, ante una situacion de estrés, el organismo tiene una serie de reacciones
fisioldgicas que suponen la activacion del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA). Este
eje, junto con el sistema nervioso simpatico, se activa tanto con las agresiones fisicas como
con las psiquicas y, al activarse, el hipotdlamo segrega la hormona FLC (factor liberador de
corticotropina), la que actia sobre la glandula hipdfisis y provoca la secrecion de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH). Esta secrecion incide sobre la corteza de las
glandulas adrenales, las que dan lugar a la produccion de glucocorticoides que, junto a

catecolaminas, como la adrenalina, pasan al torrente circulatorio y producen multiples
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incidencias organicas sobre la respuesta fisiologica a un evento determinado o al inicio de
alguna enfermedad (Dagnino-Subiabre et al., 2006).

Una exposicion al estrés prolongado en el tiempo, aumentara el tono basal del eje HHA v,
por tanto, la reactividad al estrés, generando una elevada secrecion de glucocorticoides y la
desconexiéon de los mecanismos de retroalimentacion negativa del sistema (Jankord y
Herman, 2008).

La reaccion del eje HHA al estrés, estd modulado en su intensidad y su duracion por el
feedback de los glucocorticoides a nivel del hipocampo, siendo las neuronas hipocampicas
muy sensibles al exceso o la insuficiencia de glucocorticoides, la variacion de la eficacia de
este sistema de freno, deberia dar cuenta de las diferencias individuales de reactividad al
estrés (Duval et al., 2010).

Ademas, al acumularse en exceso los corticoides, se detienen los procesos de regeneracion
celular del organismo, incluyendo la mucosa del sistema digestivo y las células del sistema

inmunoldgico entre otras (Dagnino-Subiabre et al., 2006).

Efecto del estrés sobre el sistema nervioso central

El estrés tiene un profundo efecto sobre la morfologia y funcion de diversas estructuras del
SNC. En ratas se ha observado que induce alteraciones morfoldgicas en hipocampo,
amigdala y corteza prefrontal, estructuras que estan relacionadas con el aprendizaje,
memoria y respuestas emocionales (Vyas et al., 2002). El estrés repetido genera, en fase de
agotamiento, una hipercortisolemia crénica. En el animal se ha demostrado que la
hipercorisolemia podia ser neurotdxica para las estructuras cerebrales vulnerables como el
hipocampo (M°® Ewen, 2002a).

Es asi como, ratas que fueron sometidas a un estrés por inmovilizacion, presentaron atrofia
dendritica en las neuronas del coliculo caudal, estructura relacionada con la via auditiva
refleja, y al dar un periodo de recuperacion de quince dias post-estrés, las neuronas de
dicho coliculo presentaron su estructura dendritica totalmente restaurada (Dagnino-
Subiabre et al., 2005).

Estudios en modelos animales que fueron sometidos a un estrés crénico y hormonal, han

demostrado que el estrés induce remodelacion dendritica de las neuronas piramidales del
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area CA3 del hipocampo, disminuyendo en el adulto la neurogénesis en el giro dentado y
reduciendo el volumen hipocampal total (Czéh et al., 2001).

Ratas de tres meses de edad sometidas a estrés cronico por inmovilizacion, presentaron una
menor densidad neuronal en la corteza visual primaria (area 17), que el grupo control y una
significativa menor densidad neuronal (p<0,05) que el grupo postestrés, el cual presento la
mas alta densidad neuronal observada. Estableciendo una relacion inversa entre densidad
neuronal y tamafio de los somas neuronales y sus respectivas conexiones y ramificaciones
dendriticas, lo anterior podria tener incidencia en el procesamiento de la informacién visual
(Olivares et al., 2010).

A su vez, estudios sobre el estado morfofuncional del componente capilar de la
microcirculacion cerebral en ratas sometidas a estrés por inmovilizacion, mostraron que los
animales estresados presentaban, en el periodo inmediatamente postestrés, una mayor
constriccion de los capilares versus los animales controles, seguida de una dilatacion
compensatoria a las 24 horas (Danielyan, 2008).

Ademas, se ha evidenciado que ratas criadas en la oscuridad presentan menor densidad
vascular en la capa IV de la corteza visual versus animales criados con ciclos de luz—
oscuridad (Argandofia y La Fuente, 2000).

En estudios experimentales con ratas Sprague-Dawley de 13 dias de edad, en donde se
indujo hipoxia e hipoxia + isquemia, se observaron cambios significativos en el peso
cerebral relacionados con la pérdida de tejido cerebral (Suryana y Jones, 2014).

Por otro lado, estudios de neuroimagenes en humanos, han demostrado diferencias en las
propiedades estructurales de la sustancia blanca relacionada con experiencias adversas tales
como el estrés prenatal (Sarkar et al., 2014).

Es asi como en Monos Rhesus (Macaca mullata) adolecentes, que experimentaron maltrato
materno-infantil, presentaron una significativa reduccion de la concentracion de sustancia
blanca, utilizando imagenologia de resonancia por tensor de difusion, en cuerpo calloso,
corteza occipital, lamina medular externa y tronco encefalico. Lo anterior se asocio a altos

niveles plasmaticos de cortisol (Howell et al., 2013).
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Estrés prenatal

El estrés prenatal (EP), se define como la reaccion inespecifica del organismo ante
estimulos psiquicos y fisicos, que involucran varios procesos de adaptacion y requiere
diversas estrategias de afrontamiento (McEwan, 2002b; Zurroza-Estrada et al., 2009).

El periodo perinatal es critico para el desarrollo del sistema nervioso, pues constituye un
espacio de vulnerabilidad en el que las interacciones entre genoma y ambiente provocan
cambios morfofuncionales con expresion conductual, eventualmente persistentes hasta la
adultez (Silberman, et al., 2016). Barker (1995), introdujo el concepto “programacion
fetal”, dando cuenta de la interrelacion entre el ambiente prenatal y el desarrollo del feto: si
el primero resulta adverso, se asociara con mayor probabilidad al surgimiento de patologias
en la vida extrauterina. En efecto, algunos autores consideran al fendmeno, como factor de
riesgo mayor para el desarrollo de trastornos psiquiatricos y enfermedades somaticas
(Toepfer et al., 2017).

El EP afecta a varias regiones del cerebro en la descendencia expuesta, incluyendo el
hipocampo, amigdala, cuerpo calloso, neocorteza, cerebelo e hipotadlamo. Estos cambios
inducidos por el estrés, son visibles tanto macroscopicamente como microscépicamente
(Charil et al., 2010).

Por ejemplo, la exposicion a estrés prenatal breve y suave diario, tiene efectos beneficiosos
sobre la neurogénesis y dendrogénesis, mediados por receptores mineralocorticoides;
mientras que el estrés gestacional extendido y severo, tiene efectos deletéreos
completamente opuestos mediados por receptores glucocorticoides (Fujioka et al., 2006).

El cortisol (corticosterona en roedores), es un glucocorticoide y el producto final primario
del eje HHA, un componente importante del sistema de estrés en humanos, monos y
roedores (Seckl y Holmes, 2007). Durante el embarazo, las mujeres tienen niveles
naturalmente elevados de cortisol. Este glucocorticoide es en realidad esencial para el
crecimiento fetal y la induccion de ciertas enzimas, como el surfactante pulmonar,
preparando al feto para la vida extrauterina (Garbrecht et al., 2006).

Esta hormona esteroidal, junto con el sistema nervioso simpatico, ayuda en la movilizacion
de los recursos energéticos del organismo cuando un evento potencialmente amenazante
requiere que el individuo entra en un modo de "lucha o huida™;, Sin embargo, en

condiciones estresantes particulares, las concentraciones maternas de cortisol pueden

17



alcanzar niveles anormalmente altos, en consecuencia, este exceso de cortisol materno
(corticosterona en roedores), que es por lo general, en su mayoria transformado en su forma
inactiva (es decir, cortisona), llega al feto en altas concentraciones que potencialmente
pueden alterar el desarrollo y crecimiento fetal (Seckl y Holmes, 2007).

Durante la prefiez, la activacion del eje HHA materno, junto con el subsecuente aumento en
los niveles de glucocorticoides (GC), en respuesta a situaciones de estrés agudo, no alteran
significativamente los niveles de cortisol fetal gracias a la accion de la enzima placentaria
11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11b-HSD2) (Welberg et al., 2005).

Sin embargo, condiciones de estrés cronico conducen a una activacion prolongada del eje
HHA materno, generando hipercortisolemia, un fenémeno asociado con la perturbacion en
el funcionamiento de la barrera de la enzima 11b-HSD2, exponiendo asi al feto a niveles
elevados de GC (Welberg et al., 2005). Adicionalmente, la activacion del eje HHA materno
es acompafiado por un aumento sustantivo de las concentraciones plasmaticas de
catecolaminas, lo cual induce vasoconstriccion de las arterias placentarias, reduciendo el
flujo de sangre y oxigeno al feto. También ha sido observado que los GCs maternos
estimulan la produccion de las hormonas de liberacion de corticotropina y la liberacion de
cortisol desde las glandulas adrenales fetales, contribuyendo a un estado crénico de

hipercortisolemia fetal (Buckingham, 2006) (Figura 10).

A Maternal Placenta Fetal B Maternal Placenta Fetal C Maternal Placenta Fetal
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Figura 10.- Barrera placentaria a la exposicion fetal a glucocorticoides.

(A) En situacion normal la 113-HSD2 placentaria actia como una barrera protectora al

inactivar glucocorticoides fisiologicos activos (por ejemplo, cortisol) a formas inertes (por
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ejemplo, cortisona). La inactivacion de glucocorticoides placentarios asegura que los
niveles altos de glucocorticoides maternos se excluyan en gran medida del feto.

(B) El estrés materno severo puede elevar los niveles de cortisol materno y saturar la
actividad 11B-HSD2 que aumenta la exposicion fetal al cortisol. La dexametasona es un
sustrato pobre de 11B-HSD2 que pasa facilmente a través de la placenta.

(C) Si lal1B-HSD2 placentaria es deficiente, los niveles elevados de cortisol activo pasan
intactos a través de la placenta.

11B-HSD2: 11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (Seckl y Holmes, 2007).

La mayor parte de los estudios sobre las consecuencias del EP han sido realizados en
roedores. En ellos, se ha verificado que la exposicion al estrés durante la prefiez y la
privacion materna al inicio de la vida postnatal, se asocia con conductas de tipo ansioso
(Vallée et al., 1997), desregulaciéon del eje HHA (Takahashi et al., 1991), desarrollo
neuronal alterado a nivel de hipocampo y amigdala (Lemaire et al., 2000), déficits
cognitivos (Paris et al., 2011) y comportamientos sociales desajustados en la descendencia
(Lee et al., 2007).

Estudios de EP por restriccion del movimiento de las hembras gestantes, han permitido
observar en las crias consistentes incrementos de la hormona corticosterona en respuesta a
estrés y atrofia en neuronas del hipocampo, ambos factores vinculados con hiperactividad
del eje HHA (Maccari et al., 2003; Jia et al., 2010; Bock et al., 2011).

A su vez, estudios en roedores, primates y rumiantes, especificamente ovejas, han
evidenciado que la exposicion prenatal a glucocorticoide, retrasa la maduracion de
oligodendrocitos y astrocitos (Antonow-Schlorke et al., 2003), células esenciales para la
biosintesis de mielina. También se observd, que la administracion prenatal de betametasona
fue asociado con adelgazamiento de la vaina de mielina del cuerpo calloso en ovejas
(Huang et al., 2001 a,b).

Desde una perspectiva conductual, se ha observado en ratas de 21 dias de edad, expuestas a
un EP por restriccion de movimiento, mayor latencia de escape y un patron de nado
aleatorio, con respecto a las ratas controles, al evaluar el aprendizaje y memoria espacial,

mediante el laberinto acuatico de Morris (Gonzalez et al., 2011).
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Por otro lado, ratones de la cepa CF-1 al dia de nacimiento, presentaron alteraciones
significativas en la anatomia de los huesos de la cabeza ésea y en la longitud de los huesos
apendiculares, al ser sometidas sus madres, a un estrés por restriccion de movimiento,

durante la altima semana de gestacion (Lizana et al., 2012; Henriquez et al., 2013).

Cuerpo calloso y estrés prenatal

El Cuerpo Calloso (CC), aparece alrededor del dia 18 de gestacion en ratas, 72 en primates
no humanos y comienzo del segundo trimestre en humanos (Clancy et al., 2001).

La investigacion de los mecanismos que guian el desarrollo de las conexiones callosas, ha
mostrado que esta via se puede alterar significativamente por disrupcion de las
proyecciones retinianas en el neonato, es asi como, estudios de como el estrés por privacion
visual afecta el CC en ratas sometidas a entrenamiento sensorio-motriz, demostré que al
comparar el grupo control (sin estimulacion y sin deprivacién visual) versus el grupo
estimulado, este Gltimo presentd un aumento del area del tercio posterior del cuerpo
calloso; y al contrastar dichos resultados con los animales sometidos a estimulacion y
privacion visual mediante lesion retiniana, existié una disminucion de dicha area callosal,
sugiriendo una disminucion en las proyecciones talamo-corticales que se dirigen hacia la
corteza visual (Suazo et al., 2009). Ademas, se ha observado que la enucleacion bilateral al
nacimiento produce marcadas anomalias en la distribucion y topografia de las conexiones
callosas interhemisféricas, generando una disminucion de la proporcion de botones
sinapticos en la corteza visual de la rata (Sorensen et al., 2003).

En cuanto al CC y el EP se ha observado que hembras prefiadas de la especie Macaca
mulatta (gestacion de 164 dias), que fueron sometidas a un estrés acustico diario durante 10
minutos desde los 90 a los 140 dias de gestacion, al realizarles resonancia magnética a sus
crias entre los 7-11 meses de edad, se demostré que las alteraciones en la morfologia del
cuerpo calloso afectan de diferente manera a machos y hembras, teniendo los machos una
menor area callosal total que las hembras. Estos resultados, nos indican que factores
prenatales pueden influenciar el desarrollo del cuerpo calloso, afectando posiblemente la
comunicacion interhemisférica (Coe et al., 2002).

Ratas que fueron sometidas a un tipo de estrés nutricional, donde fueron malnutridas

prenatalmente y durante la lactancia, con una dieta isocaldrica e hipoproteica, presentaron

20



un cuerpo calloso méas pequefio a los 45-52 dias de edad, al compararlos con los controles;
en cambio, aquellos animales rehabilitados durante la lactancia con una dieta alta en
proteinas, mostraron normalidad en el desarrollo del tercio medio y posterior del CC; pero
no del tercio anterior a pesar de la rehabilitacion dietaria durante la vida postnatal (Olivares
et al., 2002).

Estudios realizados mediante microscopia electronica de transmision (MET), en ratas de
60-62 dias de edad sometidas a estrés nutricional prenatal, con una dieta isocalérica e
hipoproteica presentaron una significativa disminucion, en el didmetro axonal promedio en
el esplenio callosal que los animales eutréficos, tanto de las fibras mielinicas como
amielinicas y se observd una mayor densidad axonal promedio, con respecto a los controles
en ambos tipos de fibras; lo anterior sugiere que la velocidad de transmision
interhemisférica puede estar afectada por la desnutricion oculta, en particular lo que dice
relacién con las conexiones visuales (Olivares et al., 2007).

A su vez, ratas sometidas a una restriccion caldrica proteica a contar del 8" dia
postconcepcion, equivalente aproximadamente a un 40% del consumo normal de una
hembra en la segunda y tercera semana de gestacion (25 g) y que después de su nhacimiento
fueron transferidas a ratas nodrizas para una adecuada lactancia, presentaron a nivel
macroscopico, a los 45-52 dias de edad, una reduccion significativa de las areas parciales y
totales del cuerpo calloso, como también una disminucién del perimetro callosal, en
relacién con los animales controles. Ademas, mediante MET del esplenio callosal, se
evidencié una disminucién significativa del didmetro de las fibras mielinicas en los
animales malnutridos y una mayor densidad axonal de éstas. En relacion a las fibras
amielinicas se observé una disminucion significativa del diametro de las fibras y un
aumento también significativo de la densidad axonal en los animales malnutridos (Olivares
etal., 2012).

Estudios en ratas prefiadas sometidas a estrés prenatal por natacion forzada durante 20
minutos, se pudo observar en las crias, una disminucion en el numero de microglias en el
cuerpo calloso tanto al dia 1 como al dia 10 postnatal (Gomez-Gonzélez y Escobar, 2010).
Finalmente, estudios por Resonancia Magnética, en humanos, sometidos a eventos de estrés
prenatal, se evidencié una menor Magnetizacién de relacion de transferencia (MTR

Magnetization Transfer Ratio) y Fraccion de agua con mielina (MWF Myelin Water

21



Fraction), en la rodilla y/o esplenio del CC y baja MTR en el volumen total de sustancia
blanca. Por otro lado, factores estresantes durante la nifiez temprana (0 a 4 afios), se asocid
a un aumento de MTR en el esplenio; y el estrés durante la adolescencia con aumento de
MTR en la rodilla y disminucion de la Difusividad media (MD Mean Diffusivity) en el
esplenio (Jensen et al., 2018).

Grandes axones tienen relativamente delgadas vainas de mielina comparado con pequefios
axones (Paus et al., 2014), por lo cual una disminucién de MTR y MWF puede reflejar un
aumento de la densidad de axones pequefios con gruesas vainas de mielina (Jensen et al.,
2018).

Sobre la base de los antecedentes expuestos, y tomando en consideracién como diversos
factores estresantes (ambientales y nutricionales), pueden modificar la anatomia del sistema
nervioso, se considerd de interés observar, como un tipo de estrés prenatal cronico por
inmovilizacion, es capaz de modificar la anatomia macroscépica del Cuerpo Calloso en la

descendencia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio anatdmico macroscépico del cuerpo calloso en ratas sometidas a estrés

prenatal cronico por restriccion de movimiento.

OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar y comparar el area total y areas parciales (tercio anterior, medio, posterior y

quinto posterior) del cuerpo calloso, como también el perimetro de éste, en ratas controles y

ratas sometidas a estrés prenatal crénico.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 36 crias ratas macho (Rattus norvegicus variedad albina), de la cepa Wistar,
obtenidas de la cruza de seis hembras primiparas de 250 g de peso (100 dias de edad). El
dia cero de gestacion se identifico por la presencia de tapdn mucoso vaginal. Las hembras
prefiadas se dispusieron aleatoriamente en un grupo control y un grupo de restriccion, de

tres animales cada uno.

El grupo experimental fue sometido a un protocolo de restriccion de movimiento descrito
por Vyas et al., 2002 a partir del octavo dia post concepcion, en el cual se procedié a
introducir a la hembra prefiada en una caja de madera de 18x6x6cm, la que contaba con una
adecuada ventilacion y que permitio una completa restriccion del animal, pero con un
espacio minimo necesario, para que eventualmente estos pudieran defecar y orinar y no

tener contacto con sus desechos (Figura 11).

Las hembras prefiadas permanecieron en las cajas de inmovilizacion 2 horas por dia, de las
10-12 AM, durante 10 dias consecutivos, para posteriormente volver a su jaula de
mantencion correspondiente. Las hembras prefiadas del grupo control fueron manipuladas

al igual que los animales sometidos al protocolo de restriccion.

Figura 11.- Fotografia de las cajas de madera que permitié una adecuada restriccion
del movimiento segun el protocolo descrito Vyas et al., (2002).
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Posterior a los 10 dias ambos grupos (control y restriccion) siguieron su gestacion, parto y
lactancia en sus jaulas de mantencién, siendo pesadas al inicio y final del modelo

experimental.

Al nacimiento, las camadas fueron ajustadas a 6 crias machos por madre (18 controles y 18
restriccion n=36), los cuales fueron pesados al nacimiento, destete (21 dias) y sacrificio
(45-52) dias de edad.

El origen de los animales y el procedimiento experimental, se realizé en el Bioterio del
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), bajo un régimen de 12 h
luz/12 h oscuridad a una temperatura de 21+1,2°C y con acceso a agua y comida ad libitum
(Figura 12).

Figura 12.- Fotografia de las jaulas de mantencion de los grupos de animales

experimentales. Bioterio INTA, Universidad de Chile.

Al momento de su sacrificio, los animales fueron anestesiados con Tiopental Sédico (40-60

mg/kg de peso corporal), via intraperitoneal y luego, perfundidos trascardialmente con
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formalina al 5%, posteriormente los cuerpos fueron decapitados y las cabezas descalotadas,
para extraer los encéfalos, los cuales fueron pesados y fijados en formalina al 10%, hasta el

momento del estudio morfométrico.

Los encefalos extraidos y fijados por 15 dias, fueron seccionados a través de la cisura
interhemisférica y ambos hemisferios fotografiados por su cara medial a una escala de 2,5:1
cm, las imagenes fotograficas fueron digitalizadas y analizadas mediante el programa Scion
Image® for Windows (Merlo et al., 2002).

Se procedid a realizar la medicion del éarea total y parciales callosales (tercio anterior,
medio, posterior, y quinto posterior, en mm?); como también la medicién del perimetro
(mm) de éste (Olivares et al., 2012) (Figura 13).

Figura 13.- Fotografia de la vista medial de hemiencéfalo de rata, donde se destaca el
Cuerpo Calloso (punteado).

Para obtener los valores de las areas callosales totales y parciales se midié la longitud lineal
méaxima del cuerpo calloso, desde el polo rostral al polo caudal. Posteriormente dicho valor
fue dividido en tres partes para delimitar cada uno de los tres segmentos del cuerpo calloso
(tercio anterior, medio y posterior); el valor del quinto posterior se obtuvo dividiendo dicha

longitud por cinco (Olivares et al., 2002) (Figura 14).

26



Figura 14.- Fotografia de la vista plano medial de hemiencéfalo de rata, indicando la
division del Cuerpo Calloso en tercios y quinto posterior, en base a la longitud
maxima de éste. TA: Tercio anterior; TM: Tercio medio; TP: Tercio posterior; y QP:

Quinto posterior.

Los valores morfométricos obtenidos, fueron corregidos a su magnificacion real, tabulados
y caracterizados, para el analisis estadistico correspondiente, mediante una prueba de t de
Student de muestras independientes.

El protocolo de experimentacion y el método de sacrificio de los animales en el presente
trabajo, fue aprobado por el Comité de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Certificado N° 16-2015) (Anexo 1).
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RESULTADOS

Se realizo el estudio del cuerpo calloso de ratas machos (Rattus norvergicus variedad
albina) de la cepa Wistar, descendientes de madres sometidas a un protocolo de estrés
prenatal por restriccion de movimiento. En el presente estudio macroscépico se midio el
area total, las areas parciales (TA, TM, TP y QP), asi como también el perimetro callosal,
tanto en el grupo Control (n=18) como en el grupo Restriccion (n=18).

Los resultados obtenidos son indicados a continuacion en las tablas y graficos detallados:

Tabla 1.- Area Total Promedio del Cuerpo Calloso por grupo.

Area total Cuerpo Calloso (mm?)
Grupo Control (n=18) 3,70+ 0,34
Grupo Restriccion (n=18) 3,19+0,29 *
Ver Anexo 2: Tabla A, donde se especifica en detalle la informacion. * p<0,0001
5
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*p<0,0001

Figura 15.- Area total promedio del Cuerpo Calloso
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Los resultados obtenidos indican una disminucion estadisticamente significativa
(p<0,0001), del area total del cuerpo calloso en aquellos animales sometidos al protocolo de
estrés prenatal (Tabla 1, Figura 15). El detalle de los valores por animal de cada grupo, se

indican en el Anexo 2 Tabla A.

Tabla 2.- Areas Parciales Promedio del Cuerpo Calloso por grupo.

Areas Cuerpo Calloso Tercio Tercio Tercio Quinto

(mm?) Anterior Medio Posterior Posterior

Grupo Control

(n=18) 1,26 £0,15 | 0,99+0,13 1,46 £ 0,15 0,97 £0,09
Grupo Restriccion

(n=18) 1,12+0,13* | 0,81 £0,11**| 1,26+0,14**| 0,87 +£0,11*

Ver Anexo 2: Tabla B, donde se especifica en detalle la informacion. p<*0,01 **p<0,001
2
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*p<0,01 **p<0,001

Figura 16.- Areas parciales promedio del Cuerpo Calloso
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Los resultados obtenidos en las mediciones de los tercios y quinto porterior, se observo en
el grupo sometido al protocolo de restriccion de movimiento, una disminucion
estadisticamente significativa (p <0,01) de todas las areas evaluadas, con respecto al grupo
control (Tabla 2, Figura 16). El detalle de los valores por animal de cada grupo, se indican
en el Anexo 2 Tabla B.

Tabla 3.- Perimetro Promedio del Cuerpo Calloso por grupo.

Perimetro Cuerpo Calloso (mm)
Grupo Control (n=18) 17,50 £ 0,44
Grupo Restriccion (n=18) 16,28 + 0,86*

Ver Anexo 2: Tabla C, donde se especifica en detalle la informacion.  *p <0,0001
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Figura 17.- Perimetro promedio del Cuerpo Calloso
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Finalmente se observé una disminucion estadisticamente significativa (p<0,0001), del
perimetro del cuerpo calloso, en los animales del grupo restriccion (Tabla 3, Figura 17). El
detalle de los valores por animal de cada grupo, se indican en el Anexo 2 Tabla C.

Por otro lado, cabe sefialar, que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, al comparar los pesos de los animales del grupo control y restriccion al
nacimiento, destete y sacrificio; y peso de los encéfalos. Como tampoco al comparar los
pesos de las madres al comienzo y final del protocolo (Tabla 4A y 4B, respectivamente). El

detalle de los valores de los pesos de las madres, asi como de crias control y restriccion, se

encuentran indicadas en el Anexo 2 Tabla E.

Tabla 4A.- Pesos corporales y encefélicos promedios de las crias por grupo.

Peso () Grupo Control (n=18) Grupo Restriccion (n=18)
Nacimiento 6,3+0,4 6,5+£0,5
Destete (21 dias) 48,0+ 2,6 49,6 £5,2
Sacrificio (45-52 dias) 198,9+ 229 211,8 £ 25,7
Encéfalo 1,68 + 0,05 1,69 + 0,06

Tabla 4B.- Pesos promedios de las madres al inicio y término del protocolo.

Peso () Hembras control (n=3) Hembras restriccion (n=3)
Inicio 2959+ 19,6 309,9+£24,4
Término 315,3+12,4 350,9+35,4
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DISCUSION

En la presente memoria de titulo se realizd un estudio anatomico del Cuerpo Calloso (CC),
en ratas sometidas a un protocolo de estrés prenatal por inmovilizacion, donde los animales
fueron divididos en un grupo control y otro restringido. Para tal proposito, se midié el area
total y areas parciales del CC: tercio anterior, medio, posterior y quinto posterior o
esplenio; ademas del perimetro callosal, en su plano mediano. Esto se realizé a traves de un
método morfométrico ampliamente utilizado para este tipo de estudio, como es el programa
Scion Image® for Windows (Merlo et al., 2002).

Es asi como se observo una reduccion estadisticamente significativa (p<0,01), de las areas
callosales y perimetro de éste, en el grupo de estrés prenatal producido por restriccion del
movimiento al compararlo con el grupo control. Resultado similar al de ratas que fueron
sometidas a otro tipo de estrés, en que fueron malnutridas prenatalmente y durante la
lactancia, con una dieta isocalorica e hipoproteica, que también presentaron un CC mas
pequefio, a los 45-52 dias de edad al compararlos con los controles; en cambio, aquellos
animales rehabilitados durante la lactancia con una dieta alta en proteinas, mostraron
normalidad en el desarrollo del tercio medio y posterior del CC; pero no el tercio anterior a
pesar de la rehabilitacion dietaria durante la vida postnatal (Olivares et al., 2002),
existiendo la posibilidad que el efecto de la malnutricion sobre el CC anterior se relacione
con el dafio producido en regiones de la corteza frontal durante el periodo pre y postnatal,
ya que dichas areas frontales son las ultimas en mielinizarse y en madurar (Fuster, 1989).

El estrés ha sido relacionado con la reduccion de la mielinizacidon, mientras que, entre los
eventos asociados con un incremento de ésta, se incluye el enriquecimiento ambiental
(Gibson et al., 2014). Sin embargo, se ha descrito que el estrés puede producir un
incremento de la mielinizacion, es asi como un estudio en roedores sometidos a un destete
temprano se asocio a un aumento de la mielinizacién (Ono et al., 2008) y algunos estudios
en humanos han asociados experiencias estresantes con aumento del volumen de sustancia
blanca (Abe et al., 2006; Hanson et al., 2010). Una posible explicacion a lo anterior, es que
moderados niveles de estrés pueden producir un aumento de la mielinizacién como un

fendbmeno de adaptacion a un ambiente estresante. En el presente estudio, si bien no se
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realizd un andlisis microscopico del CC, podriamos asumir, dada la disminucion
significativa de las areas totales y parciales, ademas del perimetro en los cuerpos callosos
de los animales estresados comparados con los controles, que el estrés prenatal por

restriccién de movimiento, produjo una disminucién de la mielinizacion.

A su vez, ratas sometidas a una restriccion caldrica proteica a contar del octavo dia
postconcepcion, equivalente aproximadamente a un 40% del consumo normal de una
hembra en la segunda y tercera semana de gestacion (25 g) y que después de su nacimiento
fueron transferidas a ratas nodrizas para una adecuada lactancia, presentaron a nivel
macroscopico, a los 45-52 dias de edad, una reduccion significativa de las areas parciales y
totales del cuerpo calloso, como también una disminucién del perimetro callosal, en
relacién con los animales controles (Olivares et al., 2012). Fenomeno similar a lo

encontrado en este estudio, con un estrés prenatal por inmovilizacion.

Por otro lado, hembras prefiadas de la especie Macaca mulatta (gestacion de 164 dias), que
fueron sometidas a un estrés acustico diario durante 10 minutos desde los 90 a los 140 dias
de gestacion, al realizarles resonancia magnética a sus crias entre los 7-11 meses de edad,
se observaron alteraciones en la morfologia del CC que afectaron de diferente manera a
machos y hembras, teniendo los machos una menor area callosal total que las hembras, en
las cuales se evidencio un aumento de dicha area. Estos resultados, nos indican que factores
estresantes prenatales como la restriccion del movimiento, pueden influenciar el desarrollo

del CC, afectando posiblemente la comunicacién interhemisférica (Coe et al., 2002).

La investigacion de los mecanismos que guian el desarrollo de las conexiones callosas, ha
mostrado que esta via se puede alterar significativamente por disrupcién de las
proyecciones retinianas en el neonato, es asi, como estudios de como el estrés por privacion
visual afecta el cuerpo calloso en ratas sometidas a entrenamiento sensorio-motriz,
demostrd que al comparar el grupo control (sin estimulacion y sin deprivacién visual)
versus el grupo estimulado, este ultimo presenté un aumento del area del tercio posterior
del cuerpo calloso; y al contrastar dichos resultados con los animales sometidos a

estimulacion y privacion visual mediante lesion retiniana, existié una disminucion de dicha
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area callosal, sugiriendo una disminucion en las proyecciones tdlamo-corticales que se
dirigen hacia la corteza visual (Suazo et al., 2009). En el presente estudio también se
evidencido una disminucion del &rea del tercio posterior e incluso también, mas
especificamente, del esplenio (quinto posterior), lo que haria sugerir que el tipo de estrés

prenatal utilizado, también afecto las conexiones visuales.

En estudios en ratas prefiadas sometidas a estrés prenatal por natacion forzada durante 20
minutos, se pudo observar en las crias una disminucién en el nimero de microglias en el
cuerpo calloso tanto al dia 1 como al dia 10 post natal (Gomez-Gonzéalez y Escobar, 2010).

La razén que sustenta el estudiar como el estrés prenatal por inmovilizacién afecta la
estructura del CC, es porque constituye la mayor comisura interhemisférica que conecta
transversalmente ambos hemisferios (Quintero-Gallego et al., 2003), y por tanto afectaria
las conexiones somatosensoriales, motoras y de asociacion de la corteza cerebral de ambos

hemisferios cerebrales.

En este trabajo se utilizé el protocolo descrito por Vyas et al., (2002), el cual demostro que
una completa inmovilizacion de los animales en estudio (dos horas por dia, de las 10 a 12
AM) por diez dias consecutivos en cajas de inmovilizacion, fue suficiente para provocar

alteraciones anatomicas en el hipocampo y amigdala.

El estrés prenatal afecta a varias regiones del cerebro en la descendencia expuesta
incluyendo el hipocampo, amigdala, cuerpo calloso, neocorteza, cerebelo e hipotalamo.
Estos cambios inducidos por el estrés son visibles tanto macroscopicamente como
microscopicamente (Charil et al., 2010). Coincidente con esto, en este estudio observamos
una disminucion anatdmica macroscopica del cuerpo calloso, tanto en las areas callosales

totales y parciales, como en el perimetro de éste.
Cabe mencionar que altos niveles de glucocorticoides afectan la estructura del cerebro

durante el desarrollo, lo que puede alterar la actividad de los neurotransmisores y la

plasticidad sinaptica, produciendo cambios sutiles o drasticos en la funcion posterior, que
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alteran notablemente el comportamiento y la cognicién; asi como la susceptibilidad a

enfermedades en la edad adulta (Weinstock, 2008).

Del mismo modo, al analizar el efecto cronico por inmovilizacion sobre el desarrollo
embriologico del cerebro anterior en fetos de ratas prefiadas, se demostro que fetos de 12
dias de gestacion de madres estresadas, mostraron un aumento del tamafio de la vesicula
telencefélica: el perimetro y espesor del cerebro anterior presentaron diferencias
significativas en relacion a los controles. Este efecto de estrés cronico se podria considerar
reversible en los estadios gestacionales subsecuentes (Mugnaini et al., 2006). A su vez, se
ha demostrado que el estrés en el periodo prenatal, puede alterar la morfologia cerebral y
las funciones cognitivas, emocionales y conductuales (Lemaire et al., 2000). En el presente
estudio de estrés prenatal, se produjo una alteracién de la morfologia callosal, lo que podria

incidir en funciones cerebrales superiores.

El estrés prenatal en ratas disminuye significativamente la densidad de la columna
dendritica en el giro cingulado anterior y corteza orbito frontal (Murmu et al., 2006).
Estudios en ovejas demostrd que la administracion repetida de glucocorticoides sintéticos
en hembras prefiadas, retrasa la maduracién de la union estrecha de astrocitos y capilares y
retrasa la mielinizacion del cuerpo calloso en los cerebros de los fetos en desarrollo
(Antonow-Schlorke et al., 2009; Huang et al., 2001 a,b). A razén de lo anterior, seria de
utilidad a futuro el ampliar el presente estudio a un analisis morfométrico histoldgico, como

también a la medicion de niveles plasmaticos de ciertos metabolitos.

Estudios similares de estrés prenatal crénico por inmovilizacion en ratas, han identificado
reduccion en el crecimiento dendritico y de espinas dendriticas de células piramidales
(Jia et al., 2010; Bock et al., 2011); el incremento de corticosterona inducido por estrés
prenatal reduce la expresion de receptores mineralocorticoides en células granulares, que
tienen directa participacion con el menor crecimiento de dendritas y de espinas dendriticas
(Tamura et al., 2011).
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En otras especies, por ejemplo, en cobayas, se ha observado que el estrés prenatal reduce la
produccion y sensibilidad a los neuroesteroides, asi como reduce la mielinizacion y
modifica el comportamiento (Hirst et al., 2016). Otro estudio en corderos recién nacidos y
jévenes (1 mes), ha demostrado que el estrés prenatal aumenta la densidad de la columna
dendritica en el hipocampo y la corteza prefrontal (Coulon et al., 2013; Petit et al., 2015) y
que esta asociado con un estado afectivo negativo, aumentando las reacciones de miedo y
deterioro de la cognicién (Coulon et al., 2015).

Para homogenizar la muestra de los animales del estudio, se seleccionaron solo ratas
machos ya que existe una controversial linea de investigacién que sugiere la existencia de
diferencias sexuales en lo que respecta a la anatomia del CC (Aboitiz y Montiel, 2003).
Ademas, se ha visto que ratas machos y hembras, responden de diferente manera a un
evento estresante, como lo demostrd Lin et al., (2009), quienes observaron diferencias
significativas en la medicion de respuestas moleculares en algunas estructuras nerviosas
segun el sexo, sugiriendo que dichas diferencias pueden tener importantes implicancias
para los potenciales tratamientos contra la depresion, siendo las hembras relativamente mas

resistentes a los efectos neurobiologicos del estrés agudo y cronico.

Al evaluar mediante resonancia magnética como los eventos estresantes durante el
desarrollo prenatal, la infancia y la adolescencia se relacionan con la variacion en las
propiedades de la sustancia blanca en la edad adulta temprana en hombres, se concluyd,
que las asociaciones entre el estrés prenatal y las propiedades de sustancia blanca pueden
estar relacionadas con anormalidades en la neurogénesis, que afectan el nimero y la
densidad de los axones; mientras que el estrés postnatal puede interferir con procesos
relacionados con la mielinizacion o el crecimiento radial de los axones (Jensen et al.,2018).
Estudios previos en nifios y adolescentes sugieren que el desarrollo de la sustancia blanca
sigue patrones especificos de sexo, que pueden afectar la forma en que el estrés afecta los

procesos normales de desarrollo (Perrin et al., 2009; Deoni et al., 2012).

Estudios recientes sugieren que los fetos masculinos son mas vulnerables a la adversidad

biologica y psicosocial en comparacion con los femeninos (DiPietro y Voegtline, 2017).
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Por lo cual, un estudio que evaluara morfoldgicamente, el efecto del estrés prenatal por
restricciobn de movimiento en hembras y machos descendientes de hembras estresadas
prenatalmente, seria interesante para comparar los resultados obtenidos. Ademas, se ha
demostrado que el aumento de glucocorticoides en el periodo prenatal, aumenté la ansiedad
y los comportamientos depresivos en las mujeres, pero no en varones, y que estos efectos se
asociaron con una funcién alterada del sistema central de serotonina (Hiroi et al., 2016).
Por otra parte, en crias ratas macho adultas, la exposicion prenatal a glucocorticoides redujo
la duracion de los procesos astrogliales en el hipocampo, asi como disminuyo el
crecimiento dendritico en células granuladas dentadas, deteriorando la memoria espacial y
aumento de los comportamientos similares a la ansiedad en la descendencia (Bustamante et
al., 2014; Pascual et al., 2015).

Si bien la investigacion en torno a estos procesos es inicial, ha corroborado, sobre todo en
modelos animales, el rol protagénico del eje HHA y de los glucocorticoides, en las
modificaciones epigenéticas que emergen en el sistema nervioso central, convergiendo la
accion de diversos sistemas y estructuras en un equilibrio dinamico también en virtud del

sexo Y la etapa del desarrollo en que emerja (Céceres et al., 2017).

Finalmente, seria importante realizar estudios futuros que pudiesen complementar y
respaldar los resultados obtenidos en el presente trabajo, por ejemplo, realizar un protocolo
de estrés de mayor duracion o realizar el estudio en animales de mayor edad para asi poder
evaluar si la disminucién del tamafio del cuerpo calloso se revierte en edades mas tardias.
Por otra parte, se podria complementar lo anterior, con la medicion de otros indicadores
como los niveles de cortisol urinario (Czéh et al., 2001), cortisol salival (Murphy et al.,
2015) y variaciones en ganancia de peso corporal (Vyas et al., 2002; Dagnino-Subiabre et
al., 2006).

37



CONCLUSIONES

El estrés prenatal por inmovilizacion en ratas prefiadas, afectd significativamente, la
morfologia macroscopica del cuerpo calloso de sus crias. Evidencidndose una disminucion
del area total, areas parciales (tercio anterior, tercio medio, tercio posterior y quinto
posterior) y perimetro callosal, en las crias de las ratas sometidas a restriccion de

movimiento, al compararlas con los animales controles.

Estableciendo una relacion directa entre nimero de axones y area callosal (Zimmerberg y
Mickus, 1990) e inversa entre didmetro y densidad axonal (Aboitz et al., 1992a); lo

observado podria tener incidencia en la transferencia interhemisférica.

Seria de utilidad en estudios futuros, considerar un mayor nimero de animales, de ambos
sexos y un andlisis histoldgico callosal, asi como también la medicion de factores
conductuales y hormonales, que pudiesen complementar y respaldar los resultados

obtenidos.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 19 de junio de 20135
CERTIFICADO N° 16-2015

En rclacion con los procedimicntos propuestos para ¢l uso de animales
experimentales, tenida a la wvista la metodologia del Proyecto:
“Morfometria del cuerpo calloso en ratas sometidas a estrés prenatal
por restriccion de movimiento”. Dicho proyecto corresponde a la
Memoria de Titulo de la estudiante Paulina Riveros H., donde el
Investigador Responsable sera el Dr.Ricardo Olivares P-M., y sus detalles
contenidos en ¢l Formulario para obtenciéon de certificado de Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias v Pecuarias de la
Universidad de Chile, estec Comité certifica que el Proyecto satisface lo
estipulado en la guia de principios directrices internacionales para ¢l uso de
animales en investigacion biomédica, elaborada por el Consejo para las
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Biomédicas, adecuada y
adoptada por este Comit€, ¥ se ajusta a la legislacién chilena vigente sobre
la materia. incluida la Norma NCh 324-2011.

A este respecto este Comité entiende quc el Investigador Responsable
trabajard con un maximo de ratas’ Wistar y sus respectivas crias. Todos los
individuos serdn mantcnidos en el biotefio del INTA y serdn sacrificados al
terminal el estudio de acuerdo a los detallés conténidos en el formulario.

Y

. Sgntiago Urcelay V
Presidente
Comité de Biodtica Animal

51



COMPENDIO DE MEDIDAS REALIZADAS EN ESTUDIO MACROSCOPICO
DEL CUERPO CALLOSO

Tabla A.- Area total cuerpo calloso (mmg).

Control | Area total Restriccion | Area total
C1 3,50 R1 3,49
C2 3,70 R2 3,02
C3 3,65 R3 3,25
C4 3,82 R4 3,10
C5 4,40 R5 2,71
C6 3,74 R6 2,87
C7 3,60 R7 3,23
C8 4.0 R8 2,86
C9 3,99 R9 3,31

C10 3,54 R10 3,68
Cl1 3,64 R11 3,67
C12 3,99 R12 3,27
C13 3,76 R13 2,93
Cl4 3,10 R14 3,40
C15 3,79 R15 3,55
C16 2,82 R16 3,21
C17 3,75 R17 3,07
C18 3,79 R18 2,82
Promedio | 3,70 +0,34 Promedio | 3,19 +0,29
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Tabla B.- Areas parciales promedio cuerpo calloso (mm?).

Tercio Tercio Tercio Quinto
Control . . . -
anterior medio posterior posterior
C1 1,39 0,91 1,20 0,91
Cc2 1,24 0,96 1,50 1,12
C3 1,29 0,89 1,47 0,96
C4 1,27 1,07 1,48 0,98
C5 1,45 1,20 1,75 1,05
C6 1,18 0,94 1,62 0,96
C7 1,20 0,90 1,50 1,01
C8 1,34 1,21 1,45 0,99
C9 1,48 1,20 1,31 0,94
C10 1,10 0,94 1,50 1,08
Cl1 1,21 0,95 1,48 1,05
C12 1,42 1,02 1,55 0,98
C13 1,25 0,99 1,52 0,91
Cl4 0,94 0,85 1,31 0,85
C15 1,32 1,02 1,45 0,95
C16 0,98 0,72 1,12 0,75
C17 1,31 1,01 1,43 0,96
C18 1,28 0,96 1,55 1,06
Promedio 1,26 +0,15 [0,99+0,13| 1,46+0,15 0,97 £ 0,09
. Tercio Tercio Tercio Quinto
Restriccion i i ) .
anterior medio posterior posterior
R1 1,19 1,06 1,24 0,94
R2 1,06 0,74 1,22 0,81
R3 1,18 0,77 1,30 0,83
R4 1,06 0,82 1,22 0,81
R5 0,87 0,67 1,17 0,74
R6 1,09 0,69 1,09 0,79
R7 1,08 0,78 1,37 0,86
R8 0,84 0,94 1,08 0,80
R9 1,20 0,81 1,30 1,02
R10 1,33 0,90 1,45 1,06
R11 1,24 0,82 1,61 0,95
R12 1,10 0,78 1,39 1,01
R13 1,07 0,66 1,20 0,75
R14 1,27 0,80 1,33 0,97
R15 1,24 1,04 1,27 0,95
R16 1,27 0,80 1,14 0,85
R17 1,11 0,79 1,17 0,71
R18 0,98 0,72 1,12 0,80
Promedio 1,12+0,13 | 081+0,11 | 1,26 +0,14 | 0,87 +0,11
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Tabla C.- Perimetro total cuerpo calloso (mm)

Control Perimetro
C1 17,45
C2 17,10
C3 17,43
C4 17,26
C5 17,85
C6 17,66
C7 17,33
C8 17,73
C9 17,63

C10 17,15
C1l1 17,78
C12 17,25
C13 17,06
Cl4 17,31
Ci15 18,13
Cl6 16,47
C17 18,42
C18 17,19
Promedio | 17,50 + 0,44
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Restriccion | Perimetro
R1 17,90
R2 16,30
R3 15,79
R4 17,19
R5 15,01
R6 15,55
R7 15,99
R8 15,87
R9 16,65
R10 17,16
R11 16,90
R12 17,42
R13 15,25
R14 15,98
R15 15,10
R16 17,18
R17 16,32
R18 15,47
Promedio | 16,28 + 0,86




Tabla D.- Pesos grupo control y restriccién (g)

Peso (g) | Nacimiento Destete Sacrificio Encéfalo
C1 5,8 46,9 188,5 1,64
C2 6,6 45,0 191,7 1,66
C3 6,7 50,0 170,9 1,62
C4 6,1 46,2 190,2 1,67
C5 6,1 47,6 205,7 1,69
C6 6,5 45,8 192,8 1,65
C7 6,3 49,4 178,6 1,61
C8 5,6 47,8 183,8 1,66
C9 6,5 52,5 184,6 1,63
C10 6,1 53,8 227,2 1,68
Ci11 58 46,2 156,4 1,62
C12 6,7 48,9 185,1 1,64
C13 6,6 49,5 245,3 1,73
Cl14 6,1 45,5 223,8 1,74
C15 6,8 43,8 224,0 1,76
C16 6,3 46,6 213,7 1,77
C17 58 50,5 196,1 1,75
C18 6,4 47,6 222,6 1,68

Promedio 6,3+0,4 48,0+ 2,6 198,9+22,9 | 1,68 +0,05

Peso (g) | Nacimiento Destete Sacrificio Encéfalo
R1 5,8 42,9 219,1 1,62
R2 5,8 42,5 245,5 1,64
R3 6,0 46,0 246,4 1,65
R4 6,4 43,9 256,3 1,66
R5 6,0 42,8 236,2 1,63
R6 6,2 43,2 2428 1,72
R7 7,2 56,0 216,0 1,74
R8 7,1 54,4 203,1 1,76
R9 6,7 56,4 217,1 1,78
R10 6,8 56,4 2122 1,77
R11 7,1 55,1 211,8 1,76
R12 6,8 54,6 209,4 1,71
R13 6,9 49,4 186,2 1,78
R14 6,3 52,7 185,3 1,63
R15 6,4 49,5 182,9 1,64
R16 6,1 47,7 186,6 1,65
R17 6,3 49,2 178,5 1,67
R18 6,7 50,0 176,8 1,62

Promedio 6,5+£0,5 496+5,2 211,8+ 25,7 | 1,69+ 0,06
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Tabla E.- Peso hembras al inicio y término del protocolo (g)

HEMBRAS CONTROL

Peso () Inicio Término
H1 315,3 305,5
H2 296,2 329,2
H3 276,2 311,3

Promedio | 295,9+19,6 | 315,3+124

HEMBRAS RESTRICCION

Peso () Inicio Término
H1 337,2 390,1
H2 302,3 341,2
H3 290,2 321,4

Promedio | 309,9+244 | 350,9+354
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