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RESUMEN

En el presente trabajo se utilizaron ratas que
fueron alimentadas con dos dietas diferentes
(23% y B% de proteinad para evaluar los efectos que nos
produce la restriccidn proteica sobre el peso corporal,
cerebral ,cerebelar y didmetros de cerebro y cerebelo, en
correlacién con pardmetros bioquimicos que indiquen
celularidad (ADN, ARN y Proteinas).

Los animales se alimentaron durante 8 semanas antes
del apareamiento y durante la gestacidn observando su
consumo de alimento. Para obtener ratas recién nacidas
desnutridas y proceder a las determinaciones antes
mencionadas.

Los resultados obtenidos muestran una notable
diferencia en los pesos del cuerpo y cerebelo; en el
didmetro transverso de cerebro y cerebelo, asi como en
el contenido de dcides nucléicos de ambos organos de las
camadas de animales restringidos. Mientras que no hubo
cambios aparentes en el conteo de proteinas, sin embargo
las varijaciones en la relacidn ARN/proteinas vy
proteinas/ADN representa algin deficit en la actividad
metabdlica en el sistema nervioso central en el grupo de
los animales restringidos.

Lo que nos ocasiona un retraso permanente -en el
crecimiento o bién una baja significativa en el
porcentaje de fertilidad e incapacidad del desempeho
optimo de los animales.
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INTRODUCCION

Loz efectos de la desnutricién scbre el desarrello

D
N

¥ funcidén del cerebro han sido estudiados por numerosos
investigadores en diversos modelos animales, debido a
que provée un modelo Gtil  para el estudic de la
adaptabilidad y plasticidad neuronal.u-»

Se sabe que la desnutricidén producida en etapas

tempranas del desarrollo produce per manentes
alteraciones en las caracteristicas anatdmicas,
bioguimicas y funcionales del «cerebro (@-14, con

reduccidn del 3drea total y del espesor de la corteza
cerebral, lo cual se correlaciona con una disminucidn en
el numero y tamano de las neurocnas y de sus
-
arborizaciones dendriticas us,16
La desnturicidn produce también alteraciones en

el desarrollo y maduracidn de la sindpsis ¢ 17 3, donde
se observa una disminucidn en el numero y tamafc de las
mismas y en el numero de vesiculas sindpticas . En
cuanto a la maduracidn glial en esas condiciones, esta
es insuficiente y retardada, el nimerc de células
gliales se encuentra reducido hasta en un 50 % a los 10
dias de edad en los tractos cuneatus y gracilis y la
densidad de células gliales esta reducida también en un

50 % en el cuerpo calloso a los 19 dias de edad .



Desde’ el punto de vista bioquimico, algunos
trabajos muestran que la desnutricidén en etapas
tempranas del desarrollo retarda la sintesis de mielina
en todas las regiones del cerebro y del mismo modo se
encuentran disminuidas las sintesis de ADN L,ARN vy
proteinas, lo que se manifiesta por una disminucidn en
la celularidad y alteracidn en la neurogenesis
(3,11,12,15,18).

Algunos autores con el uso de diferent;s model os de=
desnutricidn y rehabilitacidn comunican que aungque el
cerebro y cerebelo muestran algunas modificaciones
durante la rehabilitacidn no logran alcanzar sus valores
normales tales como peso del cerebro y cerebelo, area de
capas molecular y granular interna de ceregelo, nimero
de células granulares y de Purkinje, tamano y morfologia
del drbol dendritice «st3474. Sin  embarge Angulo
Colmenares y Col. utilizan tres modelos de
rehabilitacidn combinados y muestran que la recuperacidn
de la corteza cerebral es completa tanto en las
dimensiones como en la estructura de - las células
neuronales.

Es posible qus las diferencias de estos resultados

sean debidas por un lado al modeloc de rehabilitacidn



utilizado y por otre al tipo y grado de desnutricidén,
Asi como las reservas metabdlicas maternas durante la

etapa de gestacidn y lactancia.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La necesidad de conocer si  los estados de
desnutricidn retardan el desarrollo ys/o producen cambios
irreversibles en el sistema nervioso central, ha llevado
a diversos autores a la utilizacidn de diferentes
modelos de desnutricidn sin llegar a determinar el
papel que juegan las reservas nubtritivas de la madre en

la formacidn del feto.




JUSTIFICACION

Por esta razén se ha planteado un estudio, que
comprenda la eliminacidn de las reservas nutritivas de
la madre, sometiendola a RESTRICCION PROTEICA desde 2
meses antes del apareamiento y durante la gestacién; gue
nos permita observar sus efectos en el desarrollo de
cerebro y cerebelo de sus camadas.

Dicho estudio puede ser aplicado en‘algunas otras
especies animales monogdsiricas ; ya que un trabajo de
esta naturaleza llevado a cabo en cerdos o caninos puede
resultar muy costoso debido a la falta de

infraestructura y al tiempo necesario para el estudio.




HIPOTESIS

Si las reservas alimenticias de la madre pueden ser
movilizadas para proteger al feto contra estados de
desnutricidn, al agotar dichas reservas metabélicas de
la madre durante la gestacién, el cerebro y cerebelode
los fetos se verd severamente afectado en su contenido

celular, tamafio y peso.



OBJETIVOS

GENERAL:

Determinar los efectos de la restriccidn protéica
sobre cerebro y cerebelo de los necnates inducida 2
meses antes del periodo gestacional y a través de la

misma.

PARTICULARES:

1. Observar modificaciones en el peso corperal,
cerebral y cerebelar.

2. Determinar modificacicnes en los didmetros
antero-posterior, transversal y dorsoventral de cerebro
y cerebelo.

3. Cuantificar contenidos de ADN, ARN y proteinas en

cerebro y cerebelo.

|
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MATERIAL Y METODOS

Se wutilizaron 20 ratas hembra virgenes de
aproximadamente 110 dias de edad y 6 ratas macho
adultos esto es de 6 meses de edad de la cepa Sprague
Dawley, los cuales se mantuvieron bajo condiciones de
bioterio con ciclos de 12 horas luz por 12 horas de
obscuridad, a &2 : EDC y 50 % de Humedad relativa
ambiental.

Las ratas hembra se separaron en dos grupos para
ser alimentadas ad-libitum con dos dietas difereﬁtes
(tabla n..lO de ellas se alimentaron con una dieta con
23 % de proteinas a base de caseina y se utilizaron de
testigos; las otras 10 se alimentaron con una dieta con
el 6 % de proteina a base de caseina y fueron
denominadas experimentales.

Todas las hembras se alimentaron con sus
respectivas .dietas durante 2 meses antes ‘de ser
apareadas a razdn de 3 hembras por un macho en lapsos de
10 dias y durante la gestacidn, se observd tambien su
consumo de alimento.

Para el diagndstico de gestacidn el dia uno de la

misma se tomd como positivo ante la aparicidn de



TABLA 1 COOMPOSICION DE LAS DIETAS
(grames/400 g de dieta), *

INGREDIENTE ! DIETA CONTROL l DIETA RESTRINGIDA
CASEINA 26.5 6.9
SACARGSA 28.1 26.5
GLUCOSA 19.8 24.5
DEXTRINA 18.4 . 165
MANTECA VEGETAL 8.8 8.8
ACEITE VEGETAL 6.8 6.8
SALES

NINERALES R .H, 1.8 4.8
MEZCLA DE VITAMINAS 2.8 2.8
CELULOSA 4.8 5.6
T0TAL 168.8 168.8
% FROTEINR ) 23.8 6.0

* 185 DIEIAS APORIAN UN T0TAL DE 428 XCAL. /7 188 Gr. DE DIETA




espermatozoides en el frotis vaginal el cual fug tomado
con la técnica de Papanicolaou ue.

Las crias se separaron al azar, se pesaron Yy
sacrificaron al. nacimiento por decapitacidén, para los
estudios bioquimicos se obtuvieron y pesaron cerebro y
cerebelo para determinar en estos el contenido y
concentracidon de  ADN. » ARN. y proteinas segun
procedimientos de Burton (20r; Webb (2» Lowry y col
<22y respectivamente.

Para el estudio morfométrico, los animales fueron
anesteciados ¥ perfundidos wvia intracardiaca con
solucién Ringer-krebs, pH 7.2 (320 mOsm/l) por &
minutos, seguidos por una perfusidn con una solucidn
buffer-glutaraldehido (2% glutaraldeido, 0.1 M fosfato
buffer, 1% sacarosa) ajustado a un pH de 7.2 teniende
una osmolaridad de 450-460 mOsm-s1 por 15 minutos a una
presién de 140 cm3.<23;

Al término de la perfusidn se hizo cransotomia y se
- extrajo el encéfalo para separar el cerebelo del
cerebro; los didmetros antero-posterior, transverso vy
dorso-ventral fueron medidos con un vernier caliper, de
acuerdo a la orientacidn utilizada por Angulo-Colmenares

y Col.«». Cfigura 1J.
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Lo
Fre. 1
DIAMETROS ; - :
CEREBRAL ( : )
CEREBELAR (------omomemn )

A= DIAMETRO ANTERO-POSTERIOR
B= DIAMETRO DORSO -VENTRAL
C= DIAMETRO TRAHNSVERSO

1



Los resul tados obtenidos fueron trabajados

ostadisticamente con 2l metodo de t¢ de Student .




RESULTADOS

Los resultades obienidos en el presente trabajo,
miestran que los animales restringidos consumen menor
cantidad de alimente que los controles, en un 11.3%
Lo que se refleja en una pérdida de peso corporal
conforme transcurre el tiempo de restriccién; al inicio
de la gestacion les animales mostraron un promedio de

peso de 28555.0 Y 25726.5 g. en los animales control y

restringidés respectivamente. (Tablas 2 y 2a).

También se vio afectada la fertilidad ya que
mieniras los animales controli mostraron un  80% de
fertilidad con un promedio de 12 crias_ por camada,
contra los resiringides solo el 50% llego a gestar,
ademas de que se obéervé un B5% de mortalidad de las
crias d? los animales de este grupo experimental que en
promedio fué de 7 miembros por camada; por lo cual solo
se conid con 12 c¢rias para las determinacicnes
programadas.

Sin embargo, a pesar de que la reduccidn en el

peseo corperal de las camadas obtenidas llega a ser hasta

de un £23% , el peso del cerebro complete no se ve

13



TABLA 2.

RELACION DEL [NCREMENTO DE PESC POR CONSUMO DE ALIMENTO

e
BAtas PROMEDIO DE CONSUMO DE GANANCIA DE PESO/ | GANANCIA DE PESO/ 188 g DE
ALIMENTO / DiA (g). 210188 (g) ALIMENTO CONSUMIDO
CONTROL 115.8 376881733 1.53
RESIRINGIDAS 182.4 2nnalsa 1.89
t = D.EM. (desviacion estandar media).
TABLA 2a.
RELACION DE INCREMENTO DE PESO ANTES DE LA GESTACION
PESO INICIAL PESQ INICIO DE LA GESTACION INCREMENTO EN 8 SEMANAS
CONTROL 218.82 ¢ 11.6 g. 285 5.84. : £6.98 .
RESTRINGIDAS  218.25 ! 11.7 g. 57 6.5g. B.5g.

14



aparentemente afectado y mds aun al obtener las
proporciones entre el peso corporal y el peso cerebral,
se observo que .estos f4ueron de un 4% y 5% entre los
znimales control Y restringidos respectivamente
(tabla 3.

Ahcra bien al comparar estos datos en cerebelo, se

pudo observar que en esle drganc se encuentra

cignificativamente disminuido en los animales
+
restringidos tanto en su peso que fue de 10.81- 0.03 mg.
y 8. Bli O:ig mg. entre controles y restringidos
respectivamente, como en su proporcién con el peso
cerebral donde muestra ser de un 3.8% en los animales
restringidos y un 4.7% en los normales (tabl; 2.

Al determinar las mediciones de ambos organos se
encontrd que los didmetros antero-posterior Y
dorso-ventral de los hemisferios cerebrales ¥y
cerebelares no fueron significativamente afectados por
la restriccidn alimenticia en el modelo usado para el
presente trabajo. sin embargo, los didmetros transversos
estuvie_-ron disminuidos significativamente tanio _eh
cerebro como en cerebelo de los animales restringides
(figura 2.

Respecto a las medicicnes biogquimicas de ADN,ARN vy

15




TABLA 3.
PESOS CORPORAL CEREBRAL ¥ CEREBELAR EM RATAS RECIEM NACIDAS SOMETIDAS A RESTRICCION

PROTEICA, -
PESO * CONTROL RESTRINGIDAS
(15) ¢&))
CORFORAL (g) 5.78 * 9.68 4.48 * 9.89,
CEREBRAL (ng) 230.3 * 12,38 244.68 *+ 3.98
CEREBELAR (ng) 18.81 * .83 8.61 * 8.19,

Los valares representan la media ! D.E.N.

Los numeros en los parentasis indican el numero de animales estudiados en
cada grupo.

a - Significativanente diferente de los controles a ( p ¢ 8.881)



milimetrhos
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proteinas. EL ADN cerebral y cerebelar de animales
restringidos mostraron una reduccién' del 37% y 68%
respectivamente; mientras que el contenido de ARN
disminuyd en 41% y 60% en cerebro y cerebelo
respectivamente. No hubo diferencias aparentes en el
contenido de proteinas de cerebro y cerebelo entre los
animales normales y los restringidos, aunque se
encontraron desviaciones estandar muy elevadas (tabla
4).

Al considerar que G.é pg. de ADN es el contenido
promedio por célula diploide en la rata @, se observéd
una reduccidn ;onsiderable en el ndmerc de éélulas por
gramo de tejido fresco en el cerebelo de animales
restringidos (68X%); mientras que sdlo el 37% de
reduccidn en el numero de cglulas fue visto en el
cerebro de estos animales.

La variacidn en la relacidén ARN/proteinas vy
proteinas/ADN fué mds evidente en el tejido cerebelar
que en cerebro,'mientra; que hubo una disminucidn en la
relacidn ARN/proteinas del 46% en cerebelo y del 24% en
cerebro de animales restringidos en comparacidn con los

valores de ratas normales.

18




10BlA 4.

CONTENIDO CEREBRAL Y CERELELAR DE ADN, AR ¥ PROTEINAS
EN PATAS RECIEN KnCIDAS SGHETIDAS A RESTRICCION PROTEICA

f% MLET CONTROL KESTEINGIDOS

I .

_“ (18) (9)

' ; CRBEEFAL CEREDELAR ’ CERERRAL CLECEELAR

) RN ! 3137 813 | 5.69°8.5 1.96 1 8.635, 1.62 1 8.28,
f f

h |

LN . Y.61 ¢ B.B49 | B.64 - £.65 5.35  B.83, 342+ B.44,
K s 3 :

I SEG P LENS ! 182.13: 26,42 [ 35.28* 7.18 . 79.45 * 8.64 26.42 * 5.9

Los valores ecten expresados en ng /g de tejido y representan Ja nedia P D.EK,

Las nurcros en los parentesis indican el nurzro de anirales estudiados en cada grupo

Signif jcativancnte diferentes de los valores narnales; , = p € B8.881y , = p < 8.81

19 -



La relacidn proteinas/ADN aparece incrementada en
un 56% y 16% en cerebro y cerebelo respectivamente, en
animales restringidos cuando se compararon con valores

de ratas normales Ctabla 9.

20



TABLA 5

CAMB10S CELULARES EN LAS RATAS RECIEN NACIDAS

CEREBRO CEREBELO
_ CONTROL  RESTRINGIDOS CONTROL RESTRINGIDOS
NUCLEOS /Gr. DE TEJIDO = ||  .B4x18® 3.16X18° 9, 18x18° 2.93x18°
ARN/PROTE INAS .89 .87 8.24 .13
PROTE INAS/ADN 2.67 48.59 6.38 14.52
# 6.2 Pg de ADN son contenidos en una celula diploide de rata (23)

21



DISCUSION

Los resultados del presente trabajo en correlacidn
con los datos reportados en estudios previos (2112w,
muestran que animales desnutridos durante etapas

tempranas de su desarrollo tienen una gran dificultad

para danar peso, esto es, muestran un retraso permanente

en el crecimiento. Nuestros datos guardan una cierta
diferencia con los reportados por Morgane y col. ua»n,
quienes usaron un modelo de desnutricidn en el cual los
animales son al;mentados con una dieta de 8% de proteina
a base de caseina vy Ademostraron que la desnutricidn
dufante la gestacidn tiene poco o ningln efecto sobre el
peso del cerebro al nacimiento.

Sin embargo es interesante saber que en el presante
trabajo aparentemente no ocurren cambios en cuanto al
peso del cerebro; mientras que en el peso del cuerpo y
cerebelo se observa unma disminucidn muy notable que es
de 23% y 2l% respectivamente en comparacidn con los
controles.

Ahora bien al comparar la relacidn entre el peso

cerebelar con el cerebro en animales restringidos este

22



se ve disminuido en un 3.5%; mientras que en los
normales la disminucién es de un 4.7%.

én las determinaciones de las mediciones
merfologicas se encontré que el diametro transverso
lanto de cerebro como de cerébelo fué menor en los
snimales restringidos en comparacién con los animales
normales. Todo esto nos muestra que el sistema nervioso
central se encuentra severamente afectado y‘no sdlo en
su morfologia sino que también en su celularidad ya que
la reduccién de dcidos nucléicos es mayor dque la
obtenida por Zamenhof y col.us en un modelo similar de
desnutricidon quién mostro una gran pérdida de células
neuronales. Considerando que la multiplicacidén de
celulas gliales no ocurre significativamente antes del
nacimieﬁto de las ratas @, esta disminucidn en el ADN
nos refleja una reduccidn en el nilmero de neuronas en
los animales recién nacidos provenientes de madres
restringidas.

Aunque no fueron observadas diferencias aparentes
en el contenido de proteinas en el grupo de los animales
restringidos en el presente trabajo. Las variaciones en
el contenido de ADN y ARN -asi como en la relacion

ARN/proteinas y proteinas/ADN pueden representar algun

23



deficit en la actividad metabdlica del sistema nervioso
central en este grupo, lo cual necesita ser estudiade
posteriormente enfocandose al metabolismo y sistemas de
produccidn de energia.

Con el modelo de restriccidn proteica antes y
durante la gestacidn. El cerebelo se vio mas afectado
que el cerebro en las camadas de ratas desnutridas a
juzgar por los parameiros medidos en este estudioc.

.

Se sabe que el cerebelo en la rata completa su
maduracidén postnatalmente 324, de esta manera se
explica el dano preferencial de los elementos del tejido
cerebelar en condiciones de restriccidn proteica, como
de nuestro estudio produciendo retraso en el crecimiento
intrauterino durante la segunda mitad de la gestacidn
(13,27).

Tomande en cuenta que el perro y el cerdo son
especies altriciales  us.ze), se pueden esperar
resultados similares a los obtenidos en ratas a», por
lo que este estudio resulta de gran interes ya que nos
ocasiona una serie de limitantes en el desarrollo y

finalidad de los animales mencionados.

24



CONCLUSIONES

El modele de desnuiricidn utilizadeo en el presente

=tudio muestira una disminucicn significativa en el peso

iy

corporal de las camadas de animales restringides, asi
como en la talla de cerebro y cerebelo ,en el numerco de
células neurcnales y desarreglos en el metabolismo de
c2lulas nerviosas.

Se concluye que los objetivos del presente estudio
se cumplieron en su totalidad y se agrega que.los datos
recuperados son de .gran utilidad para conocer como se
afecta el desarrollo del sistema nervioso central ante
una deficiencia de proteinas en la dieta, lo cual
ocasiona retraso permanente en el crecimiento, ademds de
que produce una baja significativa en el porcentaje de

fertilidad hasta de un S0%.

25
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