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Hipotiroidismo subclinico en ratas con desnutricion
perinatal y su relacion con la densidad del
hipocampo y el aprendizaje

HAYDEE LOPEZ CASIQUE, ADAIR RODRIGUEZ RODRIGUEZ, CLAUDIA ALVA SANCHEZ,
MARIA DEL ROSARIO AYALA MORENO

Resumen—EI hipocampo (HC) es una regién cerebral sensible
a la accion de las hormonas tiroideas (HT) y presenta una
capacidad proliferativa continua, la cual al parecer, es necesaria
para la consolidacién de algunas formas de aprendizaje y
memoria. En modelos de hipotiroidismo en rata adulta se ha
encontrado que la deficiencia de HT esti asociada con dafio
neuronal  particularmente intenso en el hipocampo,
encontrandose que la region CA3 del HC es la mas sensible a la
accion de la deficiencia tiroidea. El dafio neuronal que presenta
el HC de la rata hipotiroidea adulta se ha relacionado con un
desbalance entre los procesos de muerte y proliferacion celular.
Por otra parte, se sabe que la desnutricién perinatal (gestacion y
lactancia), afecta negativamente el desarrollo de algunas
glandulas endocrinas, promoviendo cambios en su metabolismo y
sus funciones que permanecen en la edad adulta, a lo cual se le
denomina programacion metabdlica. En un trabajo previo, se
demostrd que la desnutricion durante la vida perinatal de la rata
programa la funcidn tiroidea, dicha programacion genera como
consecuencia una situacion de hipotiroidismo subclinico en el
adulto. Actualmente, se desconoce si la hipofuncion tiroidea
generada por la desnutricién perinatal en la rata tiene efectos
sobre el mantenimiento de la poblacion neuronal del HC y el
aprendizaje en el adulto. El presente trabajo evalué el proceso de
aprendizaje mediante la aplicacion de una prueba de
reconocimiento de objetos a dos grupos de ratas macho adultas
(140 dias de edad), un grupo control bien alimentado (n= 8) y
otro que cursd con desnutricion perinatal (restriccion
alimentaria del 40%, n= 12). Posteriormente se evalué la
densidad de neuronas piramidales de la region CA3 del HC de
ambos grupos experimentales. Los animales desnutridos
presentaron hipotiroidismo subclinico, incremento significativo
en el nimero de neuronas atréficas y disminucion significativa
en el nimero de neuronas normales en comparacién con los
animales control. Pese a ello, no se observo diferencia en el indice
de reconocimiento de objetos entre los grupos, probablemente
debido a un incremento significativo de la actividad exploratoria
que presentaron los animales desnutridos, lo cual puede
interpretarse como una estrategia compensatoria para la
consolidacion de la memoria y el aprendizaje. Es claro que la
desnutricién induce atrofia de las neuronas del HC, lo cual es
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probable que esté asociado al
subclinico.

estado de hipotiroidismo

|. INTRODUCCION

El aprendizaje puede definirse como los cambios duraderos
en el sistema nervioso (SN) que se manifiestan en el
comportamiento o la conducta de los organismos, y es el
medio principal de adaptacién de los seres vivos a las
modificaciones inciertas de su medio ambiente que
determinan la sobrevivencia de una especie. Por otra parte, la
memoria es un fenémeno generalmente inferido a partir de
esos cambios, que da a nuestras vidas un sentido de
continuidad [1].

La memoria y el aprendizaje son procesos cuyo
establecimiento depende en buena medida de la funcionalidad
del hipocampo (HC), un é&rea relacionada con la corteza
cerebral que se ubica al interior del I6bulo temporal, su
estructura interna y sus conexiones con otras areas del SN le
permiten representar un importante papel en la entrada de
nueva informacién en la memoria, para el establecimiento del
aprendizaje, de manera que se ha descrito como un “mapa
cognitivo” que participa en la formacion de nuevos recuerdos
sobre eventos experimentados (memoria episddica), a través
de la deteccion de estimulos, lugares y eventos nuevos [2].

En general las hormonas tiroideas (HT) son fundamentales
para el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso
central en los vertebrados, favoreciendo importantes procesos
celulares como la neurogénesis, migracion celular, elongacién
de axones y dendritas, mielinizacion y conectividad neuronal
[3]. Durante la vida perinatal y especialmente en la gestacidn,
las HT son fundamentales para el desarrollo del SN, pues su
deficiencia durante este tiempo produce retraso mental
irreversible [4]. Por otra parte, hace algunos afios se ha dado
mayor importancia al papel de las HT en el funcionamiento de
algunas regiones del SN en los individuos adultos.
Particularmente la hipofuncién tiroidea tiene un efecto
negativo en la estructura y funcion del HC de la rata adulta,
provocando disminucion de la neurogénesis, al modificar la
proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion de las células
progenitoras del giro dentado [5]; asi como la reduccion de la
arborizacion y la densidad de espinas dendriticas [6]. Reportes
previos de nuestros colaboradores demuestran de manera
relevante que el hipotirodismo inducido por farmacos en la
rata adulta provoca el incremento en la proporcion de atrofia
en la region CA3 del hipocampo [7]. Los efectos negativos
promovidos por la hipofuncidn tiroidea en la citoestructura del
HC, pueden estar entonces relacionados con alteraciones
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conductuales, debido al incremento importante que se
manifiesta en la atrofia o la disminucién neuronal [8].

Por otra parte, la desnutricion durante las etapas criticas del
desarrollo como la gestacion y la lactancia, genera
alteraciones permanentes en la estructura y funcion de
multiples tejidos [9], incluyendo el sistema nervioso central
[10] y algunos tejidos endocrinos como la glandula tiroides
[11]. EIl trabajo previo desarrollado por nuestro grupo y
colaboradores, ha descrito que la desnutricion perinatal
generada por la restriccion de alimento al 40%, puede
promover cambios permanentes en el estado tiroideo
reflejados en una mayor concentracion de los niveles
plasmaticos de la hormona estimulante de la tiroides (TSH), y
disminucién en los niveles de tiroxina libre (T,L), los cuales
son similares al perfil observado en el hipotiroidismo
subclinico en el humano [11].

Aunque se sabe que la restriccion severa de alimento puede
generar disfuncién cognitiva que se manifiesta como un
déficit en los procesos de aprendizaje y memoria dependientes
del hipocampo, incluyendo el procesamiento de la
informacion espacial; no se han comprendido con totalidad los
mecanismos a través de los cuales se puede generar dichos
dafios. Sabemos sin embargo, que los procesos neurogénicos
que mantienen la estructura y funcionalidad de las regiones
del HC asociadas con la memoria y el aprendizaje estan
regulados por cambios en la dieta [18], [19] y particularmente
en la edad adulta por la accién de las HT [7], [21]. Nuestro
modelo de desnutricién perinatal ha mostrado evidencia del
desarrollo de hipotiroidismo subclinico en los animales
adultos, de manera que ambos factores, la dieta y el estado
tiroideo deficiente podrian conjuntarse para generar una
afeccion particularmente significativa en los procesos de
aprendizaje relacionados con la funcién hipocampal. Por ello,
el propdsito de este trabajo fue analizar la histologia del HC y
relacionarla con los procesos de aprendizaje en un modelo de
ratas adultas con desnutricion perinatal que muestran una
condicion de hipotiroidismo subclinico.

II. METODOS

Se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar con un peso
corporal de 240+ 20 g. Los animales fueron adaptados durante
una semana al éarea de confinamiento de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la ULSA, y mantenidos con ciclos de
luz-oscuridad de 12 hrs y 23+2 °C de temperatura ambiental.
Luego del periodo de adaptacion las hembras fueron
distribuidas aleatoriamente en dos grupos de estudio, uno de
ellos alimentado a libre demanda con una dieta comercial
(Rodent Lab Chow 5001) (Madres Control), y otro alimentado
con el 60% de la cantidad de alimento consumido por los
animales control (Madres Restringidas). Todas las ratas se
colocaron en jaulas independientes con libre acceso a agua y
se aparearon con machos de la misma cepa durante 7 dias. Los
animales gestantes fueron identificados por el incremento del
peso corporal. La restriccion de alimento en las madres inicié
el primer dia en que se colocaron con los machos y concluy6
el dia 21 de la lactancia (dia del destete de sus crias). El dia
del parto fue considerado como el dia 1 de la lactancia, este
dia se registré el nimero de crias por camada y el peso de
cada cria, enseguida se ajustd el tamafio de la camada,
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conservando 8 crias por cada rata madre procurando mantener
4 hembras y 4 machos por camada. El peso corporal y la
longitud (distancia medida de la punta de la nariz hasta el
orificio anal) de las crias, asi como algunas caracteristicas
anatémicas indicadoras del grado de madurez al nacimiento se
registraron en ambos grupos, para evaluar el impacto de la
desnutricion perinatal en las crias.

Al concluir la lactancia, las crias macho nacidas de madres
restringidas en alimento (R) y las crias nacidas de madres bien
alimentadas (C) fueron destetadas, y separadas en jaulas
colectivas para alimentarse a libre demanda con la dieta
comercial, hasta alcanzar la edad adulta (140 dias) de manera
que la desnutricién solo se ejercio durante la vida perinatal.

En ambos grupos de experimentacion, se evaludé la
actividad locomotora en una prueba de campo abierto, para
determinar el tiempo ambulatorio y tiempo de reposo de los
animales y posteriormente se realizd una prueba de
reconocimiento de objetos, de acuerdo a Ennaceur y col, 2005
[12]. Esta prueba se basa en la tendencia natural de la rata a
explorar un objeto novedoso en el ambiente y compararlo con
uno familiar, luego de haber sido sometida a un periodo de
adaptacion a dicho ambiente. La prueba se realizé en una caja
de PVC abierta por la parte del techo, con paredes trasllcidas,
y cuyas dimensiones fueron 44 cm x 44 cm x 18 cm. La caja
se coloco en un cuarto iluminado homogéneamente (186 1x),
los objetos empleados durante el periodo de adaptacion fueron
dos cubos de rubik (9 cm x 9 cm x 9 cm) y el objeto novedoso
fue de forma esférica y de tamafio similar, para evaluar la
capacidad de discriminacion entre el objeto novedoso y el
familiar. Para prevenir las pistas olfatorias, tanto la caja como
los objetos se limpiaron con una soluciéon de etanol 5%,
después de cada prueba y el sujeto que realizé las pruebas
utiliz6 siempre guantes de latex, bata blanca y se evito
cualquier aroma particular del analista o ruido ambiental que
generara distraccion en los animales. El periodo de adaptacién
consisti6 en mantener a la rata durante un periodo de 5
minutos dentro de la caja con el cubo de rubik y durante todo
este tiempo se grabaron los movimientos y actividad
exploratoria del animal con una camara. Este ejercicio se
realiz6 de la misma manera durante 3 dias consecutivos y
posteriormente se analizaron los videos para cuantificar el
tiempo de latencia (que corresponde al tiempo que la rata
tarda en acercarse por primera vez el objeto) y el nimero de
acercamientos que tiene el animal con el objeto, el criterio
empleado para cuantificar los acercamientos fue que el animal
se encontrara a una distancia menor o igual a 2 cm del cubo y
con el hocico dirigido hacia él. El cuarto dia de
experimentacion se analizo la capacidad de reconocimiento de
objeto por el animal, en este caso se colocaron en la 2 objetos
familiares (cubos de rubik) y se introdujo a la rata bajo las
mismas condiciones que en el periodo de adaptacién, sus
movimientos se grabaron durante 5 min y se registrd
nuevamente el tiempo de latencia, el nUmero de
acercamientos a cada objeto y la duracion de su exploracion a
los mismos. Inmediatamente después las ratas se colocaron en
una caja limpia y se les permitié descansar por 15 min, luego
de lo cual se analiz6 la capacidad de discriminacién de objeto
novedoso, para lo cual se le introdujo nuevamente en la caja
de prueba esta vez con dos objetos, uno familiar (cubo de
rubik) y otro novedoso de tamafio similar, se registré el
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tiempo de latencia el nimero de acercamientos a cada objeto
(familiar y novedoso), y el tiempo de exploracién de los
mismos (fase de seleccion). Con los datos generados se
calcul6 el indice de reconocimiento (IR), el cual se define
como:

IR= ((TB/TA) + (TB))*100
Donde:
TB: es el tiempo de exploracién del objeto novedoso.
TA: es el tiempo de exploracion del objeto familiar.

Luego de la prueba de reconocimiento de objeto, se
tomaron muestras de sangre de la vena caudal y se colectaron
en tubos heparinizados, las muestras fueron centrifugadas
(3500rmp/15 min) para la obtencidn del plasma, en el cual se
cuantificaron las concentraciones de HT (triyodotironina, T,
tiroxina total, T, y tiroxina libre, T,L), empleando kits de
ELISA (Diagnostica Internacional). Posteriormente los
animales fueron anestesiados con 45 mg/kg de peso corporal
de pentobarbital sédico para ser perfundidos con una solucién
de formaldehido neutro al 10%, como solucién de fijado,
empleando una bomba de perfusion. Una vez fijados los
tejidos se diseco el cerebro y se aisl6 la zona hipocampal. El
hipocampo se extrajo completo y se conservo en una solucion
de formaldehido neutro al 10%, hasta su inclusion en parafina,
para realizar el analisis histologico del hipocampo. Se
realizaron cortes del hipocampo de 8 micras de espesor
utilizando un micrétomo, y posteriormente los cortes fueron
tefiidos empleando la técnica de hematoxilina-eosina, para
cuantificar las neuronas totales por mm?® localizadas en la
region CA3 del hipocampo, utilizando un microscopio de luz.

Se contabilizaron las neuronas con morfologia normal
(funcionales) y aquellas que presentaron caracteristicas de
atrofia (no funcionales). Los datos obtenidos fueron
analizados empleando la prueba t-Student, o bien por analisis
de varianza bifactorial para medidas repetidas, utilizando la
prueba de Bonferroni para comparar las medias de cada
grupo. En todos los casos se consider6 un valor de
significacion de p<0.05.

I1l. RESULTADOS

La desnutricion perinatal generada por la restriccion de
alimento afect6 negativamente el peso corporal de las crias R.
Estos animales nacieron con un peso 35% menor que los
controles (5.62g vs. 8.66g) y esta diferencia se increment6
hasta el 41% (2429 vs 416.33g) al finalizar el estudio (Figura
1A). Por otra parte, en ambos grupos se observé un aumento
progresivo de la longitud a lo largo del tiempo (p<0.05); sin
embargo, las CR presentaron un retraso significativo en el
crecimiento, que se observé a partir de la primera semana de
vida y continud hasta la edad adulta (Figura 1B).
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Figura 1. Peso (A) y Longitud (B) de los animales control (C, n=10)
y restringidos (R, n=10), desde el nacimiento hasta la edad adulta.
Los datos se muestran como la mediat el error estdndar para cada
grupo de estudio. Las medias fueron significativamente distintas
durante todo el, para el peso corporal y para la longitud a partir dela
primera semana de edad (p<0.05, ANOVA bifactorial).

Adicionalmente, los resultados muestran que los animales
del grupo R alcanzaron un menor grado de maduracién al
nacimiento, debido a que presentaron la apertura completa de
ojos 5 dias después y la separacion de las orejas 6 dias
después que las crias C.

En ambos grupos (C y R), antes de desarrollar la prueba de
reconocimiento de objetos, se evalu6 la actividad locomotora
en una prueba de campo abierto, observandose que las ratas
adultas del grupo R presentan mayor actividad locomotora
que el grupo de animales control (Figura 2). Lo anterior se
evidencia en funcidn del incremento en el tiempo ambulatorio
que fue del 143% en el grupo R, en comparacion con los
controles, y que coincide con una mayor distancia recorrida
registrada en el equipo (163% mayor, 163.5 vs 430.35 cm,
p<0.01). Adicionalmente, el tiempo de reposo registrado
guarda una relacion inversa con estos datos, donde el grupo R
presentd menor tiempo en reposo en comparaciéon con el
control (129.3 vs 151.7 seg, p<0.03).
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Figura 2. Actividad motora de los animales adultos control y
restringidos. La actividad motora se evalué determinando el tiempo
ambulatorio y tiempo de reposo que presentaron los animales durante
10 minutos, en una prueba de campo abierto. Los datos se muestran
como la media * el error estandar para n=6 animales control y n=5
animales restringidos. *Indica diferencia significativa entre los
grupos (p<0.05, t-Student).
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El estado tiroideo de los animales de ambos grupos fue
similar al reportado anteriormente en un estudio previo, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de T;y T,
totales, y la concentracion de T,L fue menor (Tabla 1).

El peso del cerebro de los animales R fue menor (10-8%)
que el de los controles. La densidad neuronal de los animales
R (nGmero de neuronas por mm® fue significativamente
menor que en el grupo C. El grupo R tuvo un 55% de
neuronas con citoestructura normal que sugiere una adecuada
funcionalidad y 43% de neuronas con caracteristicas atréficas.
Al comparar el nimero de neuronas funcionales y atroficas
entre ambos grupos, los animales R tuvieron menor porcentaje
de neuronas funcionales (70%), y mayor porcentaje de
neuronas atroficas (30%).

Los resultados de la prueba de reconocimiento de objetos,
mostraron que ambos grupos tuvieron un indice de
discriminacion mayor a 50, lo cual en esta prueba indica que
los animales tienen la misma capacidad de reconocer a un
objeto novedoso en un area determinada (Tabla 1).

CUADRO 1.
VARIABLES FISIOLOGICAS E HISTOLOGICAS ANALIZADAS EN ANIMALES
ADULTOS CONTROL Y RESTRINGIDOS

Parametro Controles Restringidos
(n=8) (n=12)

Ts (ng/ml) 0.75+0.09 0.69 + 0.06
T, (Hg/d1) 1.46+0.11 1.842+0.15
TiL (pmol/L) 23.4+1.15° 17.32£2.3°
Peso neto del cerebro (g) 2.04 +0.06% 1.82 +0.05
% de neuronas atroficas 30 43
% de neuronas normales 70 55
indice de habituacion® 8.97 + 6.46° 16.48 +7.22°
indice de discriminacion? 72.61+7.32 75.3+6.94

Los datos se muestran como la media + el error estandar para todas las
variables, excepto en el conteo de las neuronas atréficas y normales que se
representan en porcentaje de neuronas con respecto al conteo total. *El indice
de habituacion, esta expresado en funcién del tiempo gastado en la eleccion
de los objetos (novedoso o familiar), posterior a su etapa de
acondicionamiento. ’El indice de discriminacion esta expresado en funcion
del nimero total de acercamientos y de su duracion a un objeto novedoso, es
decir del tiempo invertido en la exploracién de dicho objeto, posterior a la
etapa de acondicionamiento. Las letras distintas indican diferencia
significativa entre los grupos control y restringido (t-Student, p<0.05)
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IV. DiISCUSION

El estudio de la programacion de los tejidos por efecto de la
desnutricion ha sido relevante desde hace varios afios atras.
Nuestro grupo Yy colaboradores hemos descrito que la
desnutricion durante el periodo perinatal (gestacion y
lactancia) afecta negativamente el peso corporal y el
crecimiento de los animales [11], lo cual se reprodujo en las
caracteristicas descritas para el grupo R, quienes no
presentaron la recuperacién del peso y del crecimiento (catch
up) al establecerse la alimentacion a libre demanda luego del
destete. Més alla del retraso en el crecimiento, se ha descrito
con anterioridad que la restriccion de alimento genera en estos
animales una “programacion” de la funcion tiroidea,
caracterizada por un conjunto de alteraciones o adaptaciones
del metabolismo de las HT que, si bien le permiten a los
animales sobrevivir durante el periodo de desarrollo con un
bajo aporte de nutrimentos, promueven eventos irreversibles
caracteristicos de un estado de hipotiroidismo subclinico en la
edad adulta en funcion del incremento de TSH reportado
anteriormente y los bajos niveles de T,L reportados en el
presente trabajo.

ElI HC puede representar un sustrato altamente sensible a la
accion de las HT debido a su alta densidad de recetores TRa y
TRP [16]. Se sabe que las HT regulan varios procesos a nivel
hipocampal, como la mielinizacion, la sinaptogénesis y el
desarrollo de ciertos sistemas colinérgicos y dopaminérgicos
de neurotransmisién, fundamentales para el adecuado
establecimiento de la memoria y el aprendizaje espacial en la
rata y que las fibras hipocampales son especialmente sensibles
al hipotiroidismo [13].

Por otra parte, los reportes sobre desnutricion y su relacién
con el sistema nervioso, en general evidencian la relacién
entre la alimentacion, la cognicion y la sobrevivencia, de
manera que actualmente se acepta que el estado nutricional es
un regulador de la funcion neuronal [14]. En este sentido, se
ha reportado que la restriccién de proteinas en la etapa
neonatal genera alta impulsividad, actividad exploratoria y
desinhibicién en las pruebas de laberinto [15]. Lo anterior
puede explicar el comportamiento observado en el grupo R,
quienes mostraron un significativo incremento de la actividad
exploratoria en comparacion con los controles. Es posible que
este incremento exploratorio, favoreciera la capacidad de
reconocimiento que los animales mostraron en la prueba de
discriminacion, pues el indice de reconocimiento no es
distinto entre los grupos de estudio.

De manera relevante, nuestros resultados muestran una
menor cantidad de neuronas normales y una cantidad
significativamente mayor de neuronas atroficas, que puede
estar asociado al estado de hipotiroidismo subclinico en este
modelo de desnutricion perinatal, dado que los cambios en la
cantidad de neuronas atroficas son similares a los encontrados
en animales adultos con deficiencia tiroidea [7], [17].

Particularmente los cambios en la region CA3 se han
presentado en ratas con hipotiroidismo inducido por farmacos
y se atribuyen muy especialmente a esta disfuncion porque la
administracion de un suplemento de T3 (antitiroideo) evita el
dafio neuronal [7].

Por otra parte, la explicacién del incremento de las
neuronas atréficas en nuestro modelo puede también
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explicarse en parte por la desnutricion temprana. Se ha
descrito que el deficiente estado energético que se genera en
los modelos de restriccion alimentaria, influye en los procesos
de aprendizaje y memoria, a través de mecanismos que tienen
relacion con el monitoreo del estado energético celular. Se
sugiere que los niveles de AMP ciclico resultantes de la
hidrélisis del ATP pueden inducir la apoptosis neuronal [19],
afectando indirectamente la memoria y aprendizaje [18].

Otra molécula indicadora del estado energético que se ha
relacionado con los cambios en la densidad neuronal del HC y
los procesos de aprendizaje es la leptina (LEP), una hormona
liberada por el tejido adiposo y que participa activamente en
la regulacién de la ingestion de alimentos a través de
mecanismos dependientes del sistema adenosina monofosfato
cinasa (AMPK). En un estudio en donde se aplico
desnutricién por restriccion de alimento en ratones adultos, se
observo que la restriccion leve (40%) induce neurogénesis y
mejora la cognicion, mientras que la restriccion mas severa
(60%) aumenta la actividad del sistema AMPK y reduce la
cognicion, debido a un aumento de la apoptosis neuronal [18],
[20]. De acuerdo a estos datos la restriccion leve mantiene la
sefializacion de la LEP sobre este sistema revirtiendo el efecto
deletéreo del bajo aporte energético sobre la muerte celular;
mientras que en la restriccion severa los niveles muy bajos de
LEP parecen incrementar el nimero de células apoptéticas.
Lo anterior sugiere que la restriccién de alimento, modula la
capacidad cognitiva, a través de un balance entre neurogénesis
y neuroapoptosis, en donde la LEP tiene un papel crucial al
revertir la apoptosis y promover la neurogénesis en del
hipocampo [14]. Es importante sefialar que, aunque estos
datos no se presentan en este reporte, nuestros animales R
presentan niveles significativamente menores de LEP en
comparacion con animales bien alimentados [11], sugiriendo
que el efecto anti-apot6tico de esta hormona puede no estar
presente, explicando en parte el incremento del porcentaje de
neuronas atroficas. Una caracteristica particular de este
estudio es que la restriccion se extendio hasta el periodo de la
lactancia, lo cual puede sugerir que una restriccion leve pero
prolongada en etapas criticas del desarrollo puede generar un
déficit en la capacidad neurogénica del HC de manera similar
a lo observado en la restriccion severa.
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