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Efecto de la desnutricién en las etapas fetal
y de la lactancia sobre el crecimiento
del sistema nervioso de la rata
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La limitacion del consumo de alimento a 60 por ciento de lo normal a ratas gestantes y en laciacion dio
lugar a marcada disminucion en la concentracion de proteinas y de deidos nucleicos del cerebro y cere-
belo en las crias, a la edad de 21 dias. El grupo que presenté mayor deterioro fue aquel que estuvo su-
jeto a la carencia de nutrimentos durante la gestacion y continud con ella en la etapa postnatal. Tal
efecto prevalecié en las vatas con desnutricion intrauterina que fueron después lactadas por ratas bien
alimentadas.
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Goémez”, ratas recién nacidas que lx desnuiricion fetal da
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lugar a reduccién en la cantidad de dcido desoxi-
rribonucleico (ADN) del cerebro, indicando una
disminucién importante en el nimero de células
del sistema nervioso central.t

Todo hace suponer que el impacto de la desnu-
tricién se extiende a la etapa postnatal. Al menos
experimentalmente, se ha comprobado que cuan-
do la enfermedad acontece durante la lactancia, se
afectan en forma cuantitativa e trreversible las cé-
lulas del cerebro.™* Las observaciones hechas por
Winick en nueve nifios que nacieron con pesg not-
mal y fallecieron tempranamente con desnutri-
cion,” sugieren que también en humanos la defi-
ciencia proteino-energética da lugar 4 menor pro-
liferacién de células del sistema nervioso. El mis-
mo autor sefiala que cuando la desnutricién ocu-
rre en la etapa prenatal y en la postnatal, el ADN
del cerebro disminuye en 60 por ciento. Esta ulti-
ma alirmacién parte del estudio de cuatro nifios
que supuestamente fueron desnutridos in uiero,
dado que su peso al nacer era menor de 2 000 g,
los cuales fallecieron con desnutricién tipo maras-
mo en €l primer afio de la vida.

Pero por otro lado informan Ahmad y Rahman®
que la desnutricién proteinica en ratas gestantes
no altera el desarrollo ulterior del encéfalo duran-
e el Periodo postnartal, basindose en estimaciones,
de acidos nucleicos realizadas por estos investiga-
dores al sacrificar las crias a los 42 dias de edad.
Por otro lado sefialan que las ratas macidas y lac-
tadas por madres con desnutricién proteinica
muestran un crecimiento del cerebro semejante al
observado en animales sélo moderadamente des-
nutridos durante la época de la lactancia; hacen
énfasis en que el pertodo critico para el crecimien-
to del encéfalo se limita a la etapa en que las crias
son amamantadas por sus madres.

Las implicaciones que pueden derivarse de los
estudios en humanos hechos por Winick y las que
se desprenden de las observaciones de Ahmad vy
Rahman,? hasta cierto punto contradictorias, son
de tal trascendencia que se sometieron los hallaz-
gos de estos autores a la comprobacion experimen-
tal del impacto que ejerce Ia desnutricién protei-
no-energética durante’ las fases intrauterina o de
la lactancia, sobre el crecimiento dzl cerebro de la
rata.

Material y métodos

Veinticuatre ratas hembra de la cepa Wistar, de
tres a cuatro meses de edad y de 250 a 300 g de
peso, fueron apareadas con 12 ratas macho; para
tal objeto dos hembras y un macho se colocaron
en la ‘misma jaula durante 72 horas. Al término
de este lapso las hembras se pasaron a jaulas indi-
viduales, inicidndose ¢l experimento.

A 12 de las ratas se les alimentd a libre deman-
da con Purina Chew" y a las otras 12 se ies dio, de
este mismo alimento, el equivalente al 60 por cien-
to del promedio de la ingesta diaria estimada.'
De esta manera recibieron 12 g en la primera se-
mana del embarazo, 13 g durante la segunda y
14 g en los ultimos siete dias de la gestacion.
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Siete ratas de cada grupo resultaron embaraza-
das, Al nacer las crias de cuatro de las ratas ali-
mentadas ad libitum, fueron cambiadas por las
camadas de cuatro de las ratas cuva alimentacién
estuvo restringida durante el embarazo, En esta
forma las crias procedentes de las madres alimen-
tadas a libre demanda durante la gestacion fueron
amamantadas por las que estaban siendo someti-
das a la restriccidén dietética, y a la inversa. Du-
rante la lactancia se limito el alimento ofrecide a
las ratas experimentales, proporciondndoles diaria-
mente 22,5 g de Puring; las otras continuaron a li-
bre demanda. Las crias de las restantes tres ratas
de cada grupo fueron alimentadas por sus madres
durante toda la lactancia; en esta etapa el grupo
experimental, como ya se menciond, recibig solo
22.5 g de Purina diariamente.

El total de las 93 crias, nacidas de las 14 ratas,
guedaron repartidas en cuatro grupos de acuerdo
a un disefio factorial de 2 x 2, tal como se presen-
ta en el cuadro 1, Para propdsito de la presente
comunicacion los grupos serdn identificados como:

Cuadro 1. Numero de orias que infegraron los grupos

de estudio, segin la alimentacién® que recibieron las

madres durante el embaraze y la etapa en que estu-
vieron lactando.

Etapa de la lactancia

Etapa . ]
intrautering Libre Dieta
demanda restringida
(22.5 g)
Libre 22 17
demanda {nutr-nutr} (nutr-desnt)
Dieta 40 14

restringida®** (desnt-nutr)  {desnt-desnt)
* Purina Chow.
** 12 g la primera semana de la gestacidn

13 g la segunda semana y

14 g la tercera semana.

bien nutridos (nuir) cuando las camadas procedan
de las madres alimentadas a libre demanda, y des-
nutridos (desnt) cuando las madres han estado su-
jetas a una dieta restringida en cantidad. La com-
binacién de estas dos abreviaturas permitird reco-
nocer las circunstancias que imperaron durante
las dos fases del experimento; la que aparezca €n
primer término sefialard la situacién que privé du-
rante el embarazo, mientras que la abreviatura
que se encuentre en segundo término se referira a
la condicién que prevalecié en la época de la lac-
tancia.

A los 21 dias de edad las ratas fueron desteta-
das, pesadas y sacrificadas por decapitacién; se
ptocedié luego a extraer el encéfalo, procurando
que no quedase incluida alguna porcién de meédu-
la espinal, ni los bulbos olfatorios. Una vez obte-
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Fig. 2. Peso de la corteza cerebral de las ratas de los
grupos experimentales y control (nutr-nutr), al
ser sacrificadas.
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Fig. 3. Peso del cerebelo de lus ratas de los cuatro
grupos en estudio, al ser sacrificadas.
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nido el peso del encéfalo se separd el cerebro del
cerebelo, incluyendo el talio central. Cada una de
estas estructuras fueron homogeneizadas en agua
destilada usando para ello un aFarato tipo Potter.
La extraccién de los dcidos nucléicos y de las pro-
teinas se hizo de acuerdo con lo sugerido por
Schneider;!! la determinacion del 4dcido ribonuclei-
co (ARN) se llevd al cabo por la reaccién del orci-
nol,!? la estimacién de ADN por un método mo-
dificado por Burton'® y la medicién de las protei-
nas por el procedimiento de Lowry y col.4

Resultados

La figura 1 ilustra acerca de la distribucién del
peso en los cuatro grupos de animales, momentos
antes de ser sacrificados. Como se aprecia, la dis-
persién de las mediciones correspondientes a los
grupos nutr-desnt y desnt-desnt estuvo por debajo
del grupo control nutr-nutr, particularmente el
grupo desni-desnt en el cual 12 de las 14 ratas tu-
vieron menos de 15 g. Los promedios mostraron
ser significativamente diferentes (F — 659, P <«
0.001.

De manera semejante, el peso del cerebro y ce-
rebelo mostraron magnitudes estadisticamente di-
ferentes en los cuatro grupos. En la figura 2 se
puede chservar que la dispersién del pesc en el
grupo desnt-desnt se mantuvo por abajo de 1.0 g,
que {ue la cifra minima registrada en el grupo con-
trol; el andlisis acerca de la variacidén entre los
grupos y dentro de estos grupos dio un valor de F
tgual a 39.0 (p menor de 0.001). Aun cuando las
diferencias en el peso del cerebelo que se presenta
en la figura 3 no son tan amplias como las prece-
dentes, la comparacién entre los promedios de los
Cuatro grupos permité reconocer que existieron
también divergencias ampliamente significativas
(F =179 P < 0.001).

En el cuadro 2 aparece el contenido total de
acidos nucleicos y de proteinas de la corteza cere-
bral de los grupos de ratas en estudio; el analisis
de varianza demostré una diferencia estadistica-
mente Importante entre los cuatro grupos; los va-
lores de I al comparar los promedios de las pro-
teinas, el ADN y el ARN, fueron respectivamente
de 28.8, 33.2 y 12.7, que corresponden a una P
menor de 0.01. Por otro lado, al cotejar los grupos
en forma independiente, se aprecié que el grupo
nuir-nutr fue significativamente diferente de los
otros tres integrados en forma conjunta; el grupo
desni-nutr no mostrd divergencias con respecto a
aquellos en los cuales las ratas estaban desnutridas
al momento de ser sacrificadas, y estos dos dltimos
grupos acusaron diferencias importantes en las pro-
teinas y el ADN (F — 28.1, P « (.01 y45 P <
0.05, respectivamente).

Comparando separadamente los promedios de
cada uno de los grupos experimentales con respec-
to al del grupo rutrnutr, tomado como control,
los valores de “t” fueron altamente significativos;
el promedio del grupo control fue el mis elevado,
tanto para las proteinas como para los dcidos nu-
cleicos, Cabe hacer notar que los dos grupos de
rutas que estuvieron sujetas a restriccion en la die-
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Cuadro 2. Contenido total de acidos nucleicos en el cerebro de ratas sujetas a diferentes condiciones de nu-
tricién durante su crecimiento intrauterine y su lactancia.

ADN

Proteina Valor de Valor de ARN Valor de

Grupo " (mg) s (mg) s (mg) g
Nutr-nutr {A) 22 97.7 = 10.2 —_ 1.77 = 0.15 — 3.55 + 0.37 —
Desnt-nutr {B) 40 83.6 = 9.6 5.3 1.28 = 0.25 .8 2.92 = (.45 5.9
Nutr-desnt (C) 17 81.0 = 8.9 5.4 1.20 = 0.14 13.4 2.80 = 0.31 7.0
Desnt-desnt (D) 14 68.8 = 6.5 10.3 1.13 = 0.2¢% 8.4 2,61 = (.85 4.0
Valores de "F’* 28.8 33.2 12.7
AviB-+-C-1+ D 46.2 94,7 34.2
BvsC D n.s. n.s. n.s.
CwvD 28.1 4.5 n.s.

* Todos los valores de “1” y de "F” son significativos a
un nivel menor de 0.01, excepto el de 4.5 (P < 0.05).

Cuadro 3. Contenido total de acidos nucleicos en el cerebelo de ratas sujetas o diferentes condiciones de nu-
tricién durante su crecimiento intrauterino y su lactancia.

Grupo n Proteina Yalor de ADN Valor de ARN Valor de
P (mg) gk (mg) saptre (mg) R
Nutr-nutr (A) 22 209 = 2.9 - 1.17 = 0.35 - 0.76 = 0.10 —
Desnt-nutr {B) 40 18.7 = 2.4 1.1 0.98 = 0.16 2.6 0.69 = 0.23 n.s.
Nutr-desnt {C) 17 17.4 = 3.1 3.6 0.90 = 0.23 3.1 0.67 = 0.18 n.s.
Desnt-desnt (D) 14 164.0 = 2.4 5.5 0.77 = 0.10 5.5 .55 = 0.11 5.8
Valores de “F"* 11.0 2.5 3.9

AvB -+ C4+ D 21.9 19.4 50.0

BvwsC -+ D n.s. n.s n.s.

CwvwD 10. 4 8.8 73.3

* Todos los valores de "t y de “F” son significativos a
un nivel menor de 0.01, excepto el de 3.9 (P < 0.05).

ta durante la lactancia, registraron los promedios
mds bajos y que de ellos el grupo desnt-desnt fue
el mds afectado.

En lo que respecta a la estimacion de estos com-
ponerntes quimicos en el cerebelo, en el cuadro_?.
se puede observar que también hubo una amplia
diferencia en la concentracién de las proteinas, el
ADN v el ARN; los valores de F son altamente
significativos. El grupo nufr-nutr, tomado en for-
ma independiente fue también estadisticamente
diferente de los otros tres grupos; de manera se-
mejante que en el cerebro, el grupo desnt-nutr no
mostrd divergencias con respecto a los grupos in-
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tegrados con ratas desnutridas durante la lactan-
cia; sin embargo en estos dos ultimos si hubo di-
ferencias en la concentracién de las proteinas y de
los 4cidos nucleicos (cuadro 3). También los pro-
medios de las proteinas y del ADN en los grupos
experimentales, fueron significativamente diferen-
tes de lo registrado en el %rupo nutr-nuty, pero en
lo que respecta al ARN, Ia diferencia no fue sig-
nificativa entre los grupos desnt-nutr y nutr-desnt
con respecto al tomado como control.

Los promedios obtenidos con las razones de
ARN/ADN vy de proteinas/ADN, para la corteza
cerebral y para el cerebelo, se presentan en €l cua-
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Cuadro 4. Relaciones entre ARN/ADN y proteina/ADN en el cerebro y cerebelo de ratas suvjetas a diferentes
condiciones de nutricion durante su crecimiento intrauterino ¥ su lactancia.

Cerebro Cerebelo
Grupo ARN/ADN  Valor de ARN/ADN Yalor de Prot/ADN Valor de Prot/ADN Valor de
"1" “1'” .H'rl.i' l”t”
Nutr-nutr 1.9 = 0.18 — 56.8 = 9.5 — 0.67 = 0.14 —_ 18.3 = 3.1 —
(22)
Desnt-nutr 2.3 = 0.44 5. 2%+ 66.7 = 11.7 J.6%%* 0.69 = 0.18 0.5* 19.2 = 3.2 1.1*

(40

MNutr-desnt 2.3 == 0.32 5.2*** 477 = 7.8
a7n

3.9*** 075 = 0.15 1.9* 20.0 = 5.0 1.3+

Desnt-desnt 2.4 = 1.0 — 65.4 = 20.9f — 0.70 = 0.14 0.7 20.9 = 4.5 1.9*
(14)
Valor de F 2.73%* 3. 55% 0.60% 1.47%

* No significativo.
** P < 0,05,
ek P 0.01.

1 Prueba de "t no aplicable por lu desigualdad de las varianzas.

dro 4, Como se aprecia, sélo en el cerebro se en-
contraron diferencias significativas a un nivel de
(.05; los promedios de los grupos desnt-nutr y nutr-
desnt mostraron ser muy diferentes de los regis-
trados en el grupo control. El grupo desnt-desnt
presentd una amplia dispersién de valores alrede-
dor de los promedios de ARN/ADN y proteinas/
ADN; en ambos casos la desigualdad de las varian-
#ds con respecto a las del grupo control hace ina-
plicable la prueba de “t”,

Comentarios

El lapso en el cual acontece en forma mds inten-
sa el proceso de divisién celular ha sido sefialado
como un “periodo critico” del crecimiento biold-
gico;'" durante esta etapa de hiperplasia, lc_os_te-
jidos son particularmente vulnerables a deficien-
ctas de nutrimentos indispensables para la prolife-
racion y diferenciacion celular. Una restriccion de
nutrimentos en esta fase da lugar a una disminu-
cion permanente en el numero de células que in-
tegran a los drganos?

Aun cuando todos los tejidos crecen de manera
inicial por divisién celular, esta se presenta en cada
uno de ellos con ciertas diferencias en tiempo y
duracién. Estudios bioquimices realizados bajo la
premisa de que el ADN se encuentra casi entera-
mente en el nicleo de las células diploides y es
cuantitativamente constante en ellas,’® han permi-
tido determinar los lapsos en los cuales la multi-
Plicacién celular se manifiesta de manera mas
encrgica en diversos organos de la rata.!”
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A este respecto, los estudios de Winick y No-
ble'” han demosirado que entre los primeros diez
dias después de la concepcion y los 13 dias de la
fuse postnatal, el crecimiento en la rata se carac
teriza por una rapida divisién celular; empleando
timidina marcada, estos autores han encontrado
yue la sintesis de ADN en el cerebro, cesa cuando
estos animales tienen 20 dias de edad. Por otro
ludo se estima que el maximo incremento en ADN
ocurre seis dias antes de nacer la rata y entre el
62 y 10? dia de la vida.18

Es asi como el impacto de la desnutricién sobre
¢l crecimiento del cerebro depende de] tiempo y
la duracién en que coincide la carencia tisular de
nutrimentos con la proliferacién celular; por esta
razén ha sido necesario investigar su efecto, tanto
en la etapa prenatal como en la postnatal inme-
diata, '

Los estudios de Zamenhof y col.13 y los de Ze-
man y Stanbrough? han comprobado que la res.
triccién de proteinas en la dieta de ratas gestantes
da lugar a una menor concentracién de ADN y
ARN, que no recobran a pesar de ser alimentadas
a libre demanda hasta por 110 dias.

A un lado de estas observaciones, Ahmad y Rah-
man* han enconirado que la fase postnatal inme-
diata constituye el lapso del periodo critico del
crecimiento del cerebro que tiene mayor trascen-
dencia; estos investigadores concluyen que la
desnutricién en las ratas gestantes no afecta de ma-
nera significativa el crecimiento del cerebro de
Ias crias.

Ante estas evidencias y considerando que es fac-
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tible encontrar nifios con antecedentes de desnu-
tricion intrauterina gue contindan con ella du-
rante la lactancia, en tanto que otros se ven afec-
tados en solo una de esas dos etapas de la vida, era
pertinente realizar un disefio experimental que
cubriera tales posibilidades. '

Los resultados del presente estudio permiten
confirmar que cuando se ofrece a ratas gestantes o
lactantes una dieta deficiente en nutrimentos, ocu-
rre en las crias una disminucién importante en el
peso del cerebro y del cerebelo, que se acompana
de una menor concentraciéon de proteinas, ADN
y ARN.

La amplia divergencia observada en el peso cor-
poral de las ratas al momento de ser sacrificadas,
permite afirmar que las condiciones de nutricion
de los cuatro grupos eran significativamente dife-
rentes; aun el grupo desnt-nutr tenfa un peso me-
nor que el registrado en el tomado como control
(nutr-putr) (t = 6.97, P < 0.01).

Tal! como acontecic con el peso corporal, el
peso del cerebro y del cerebelo mostraron tam-
bi¢n amplias diferencias entre los grupos de estu-
dio; de Ja misma manera la desnutricion en la cta-
pa prenatal fue un factor determinante de la dife-
rencia observada entre el grupo control y el iden-
tificado como desnt-nuir tanto en lo gue respecta
al peso del cerebro (t = 7.68, P < 0.01) como del
cerebelo (6 = 2.56, P < 0.02).

Por estas observaciones cabe suponer que €] im-
pacto que cjerce la desnutricion en la etapa intra-
uterina sobre el peso corporal y el crecimiento del
sistema nervioso central de las ratas, persiste al
término de la lactancia, a pesar de que en este
Japso mejora cn ellas el aporte de nutrimentos.

los hallazgos acerca de las divergencias en la
concentracion de proteinas y acidos nucleicos ad-
quicren mayor significaciéon al considerar los re-
sultados obtenidos al contrastay en forma indepen-
diente el grupo nufr-nutr, con 10s res grupos en
estudio. Sin embargo, {ue aun de mayor relevun-
cia haber encontrado que las proteinas, ei ADN
y ¢l ARN del grupo desnl-nutr, no mostraron di-
ferencias estadisticamente importantes comn respec-
to a las determinaciones hechas en los otros dos
grupos experimentales.

Es preciso también considerar ciue la fase de mas
intensa division celular ocurre durante la lactan-
cia de la rata, y suele ser en momentos diferentes
en el cerebro y en el cerebelo, siendo mayor ia
velocidad de sintesis de ADN en esta ultima re-
gion;™ 1 por otra parte se sabe que durante la fase
postnatal en ¢l cerebro sdlo ocurre proliferacion
glinl, mientras que en el cerebelo es tanto neuro-
nal como glial,” motivo por el cual es altamente
vulnerable.2¢ A pesar de ello el grupo de ratas que
tenian el antecedente de desnutricion intrauterina
y que fueron bien alimentadas durante la lactan-
¢ia, no mostro diferencius en la concentracion de
Ias proteinas y de los dcidos nucleicos en ambas
regiones, cuando se compararon estas cifras con

lus obtenidas en los otros dos grupos, caracteriza-.

dos por estar desnutridos en ¢l periodo postnatal.
Si bien estos datos confirman que la desnutri-
cion pre y postnatal en las ratas interfiere con la
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sintesis de las proteinas y de los dcidos nucleicos
del cerebro y del cerebelo, esta deficiencia resulta
ser particularmente adversa %ara el crecimiento
del sistema nervioso cuando abarca los dos lapsos
en estudio. A este respecto Winick” ha estimado el
namero de células del cerebro que tenian al na-
cer un grupo de ratas afectadas por desnutricion
intrauterina, cotejando los resultados con los obte-
nidos en otros dos grupos de animales sacrificados
al momento del destete, uno de ellos con desnu-
tricion postnatal y otro afectado por la carencia
de nutrimentos en los estadios prenatal y de la lac-
tancia. Cuando acontece la ultima de las situa-
ciones planteadas, el impacto sobre el sistema ner-
vioso es alin mayor que la suma de efectos adver-
sos producidos separadamente en estas dos etapas.

El incremento en ¢l ARN de los tejidos de la
rata suele ser paralelo al aumento en ADN, y la
razon ADN/ARN no varia con el tiempo;'" los
tejidos con mayor actividad en la sintesis de pro-
teinas son los m4s ricos en ARN. Por otra parte
la razén proteina/ADN se ha tomado como un
indice directo del tamafio de las células: a mayor
magnitud de la razdén, mayor tamafio celular.2t
Asi pues, en el cerebelo ni el tamafio de las célu-
las ni lz sintesis del ARN, con respecto a la del
ADN. se modificaron de manera significativa; en
cambjo en los cerebros de los grupos experimen-
tales se apreciaron magnitudes semejantes, pero
todas ellas diferentes a las registradas en el grupo
tomado como control.

Desde ¢l punto de vista metodologico es necesa-
rio comentar que en Jos modelos de experimenta-
cidn animal, a los que se ha hecho referencia, to-
dos ellos realizados con el objeto de investigar el
efecto de la desnutricion sobre el sistema nervioso
de la rata, se han empleado diversos procedimien-
tos para generar esta condicion. Para producir la
desnutricion en la fase intrauterina se han ofreci-
do a las ratas gestantes, dietas hipoproteicas e 1so-
caldricast 28 o bien libres de proteinas.? En cuan-
to a la desnutricion postnatal, se ha duplicado el
nemero de crias que son lactadas por una rata,?
se ha restringido a las crfas el tiempo de lactan-
cia,b también se han ofrecido dietas hipoproteicas
¢ isocaldricas® y se ha reducido a casi la mitad la
cantidad de alimento que diariamente debe consu-
mir una raia gestante o lactante.®’ Este Gltimo
procedimiento, usado en el presente estudio, repro-
duce una desnutricion proteino-energética, a_ la
cual pueden asociarse otras deficiencias de mine-
rales o vitaminas. Esta ltima circunstancia debe
ser tomada en cuenta al analizar }os resultados de
la presente investigacion.

A pesar de Ila controversia que suelen suscitar
los modelos de experimentacion animal disefiados
con el propdsito de explicar diversos problemas
biclégicos que acontecen en humanos, Dobbing®?
hace notar que las divergencias regionales en ia
velocidad de crecimiento v la secuencia de eventos
en ta diferenciacion de las células del encéfalo son
identicas en todas las especies animales, incluyen-
do a1 hombre, si bien ocurren en momentos dife-
rentes. En la rata, Davison y Dobbing?? consideran
que el cerebro de un nifio de siete meses de ges-
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tacién y el de una rata de diez dias de edad, se
encuentran en el momento de iniciar su periodo de
mdxima vulnerabilidad. Es este un concepto bajo
el cual puede examinarse la trascendencia de los
hallazgos de] presente estudio.
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