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EFECTOS DEL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL TEMPRANO
Y DEL NIVEL NUTRICIONAL DURANTE
LA CITODIFERENCIACION NEOCORTICAL DE LA RATA

Luis Adaro A. (MV), Victor Fernindez H. (CD), Jorge Palavicino V. (PE).

EFFECTS OF THE EARLY ENVIRONMENTAL ENRICHMENT AND THE
NUTRITIONAL STATUS DURING THE NEOCORTICAL
CITODIFFERENTIATION OF THE RAT

The effects of two macroenvironmental conditions on the morphological development of
three levels of mother-infant inter-relations were studied during the lactation period of
the rat “brain growth spurt” (15t - 18" postnatal days). Gross anatomical modifications
were observed in body weight and size. The second order segments were the most nume-
rous neuronal appendixes in all experimental groups. Our results indicate that macroen-
vironmental stimulation increases significantly the dichotomous response of basilar den-
drites in the large pyramids of layer V of the somatosensory cortex (15 - 4™ order seg-
ments in the control and large litters, 3™ and 4™ order branches in the small litters). The
gestation of fifth and sixth order branches found in the small litters appears to be related
to improved nutritional-microenvironmental interactions.

La existencia de periodos criticos y/o vulnerables
del desarrollo encefilico, fue inicialmente descrita
por Dobbing y su grupo de trabajo en la Universi-
dad de Manchester (1972), como una necesidad de
estudiar el perfodo de la génesis cerebral que es
mds afectado por la desnutricidn. Si bien es cierto,
este concepto se describid, en un principio, en rela-
cién al problema nutricional, en la actualidad se
reconoce que la estructuracion normal del sistema
nervioso, a pesar de estar programada genéticamen-
te, es afectada, ademds de la desnutricion, por nu-
merosos factores. Los efectos de cada uno de ellos
son mds evidentes cuando actiian en determinados
periodos de la ontogenia encefélica. Ejemplos de
ello lo constituyen el virus de la rubéola y el alco-
holismo, cuyas acciones son.marcadamente dele-
téreas durante el primer trimestre del embarazo
(periodo critico para estas noxas). Sin embargo, se
ha observado que sus efectos son de menor magni-
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tud cuando interfieren el desarrollo en etapas mds
avanzadas de la génesis neural.

En el caso particular de la desnutricidn, se ha
visto que ella puede alterar el desarrollo pre y post-
natal, pero sus efectos son marcadamente acentua-
dos si actla durante el periodo de rdpido creci-
miento encefalico, etapa que en la rata correspon-
de a los primeros estados de la citodiferenciacion
celular que en este caso es postnatal (Cordero,
1976). Los eventos que toman lugar en esta dltima
fase conducen a la arborizacién de las neuronas, al
rebrote de sus espinas dendriticas y, por lo tanto,
al establecimiento de conexiones sindpticas (Salas,
1978). Esta posibilidad de desarrollo intensivo, en
un intervalo de tiempo muy breve, es privativa de
la etapa de la lactancia exclusiva de la rata. Ella es
coincidente, ademds, con el periodo de mdxima
entrega de estimulos por parte de la madre hacia
sus crias. Estas circunstancias hacen que esta fase
morfogenética se considere como un estado muy
critico, no sblo frente a la accion de agentes nega-
tivos sino que también frente a condiciones mds
favorables, como son los niveles de enriquecimien-
to del macro y microambiente (Adaro, 1986).

Numerosos investigadores han demostrado que
la estimulacién precoz en animales de experimen-
tacion, especialmente ratas, provoca modificacio-
nes importantes en el espesor cortical y en la capa-
cidad de aprendizaje (Rosenzweig y Cols., 1972).




Por otra parte, se ha observado que la deprivacioén
de estimulos ambientales y/o sociales en diferentes
especies tales como ratas (Griffiths, 1961), pollos
(Padilla, 1935) y primates (Harlow, 1962), puede
provocar posteriormente importantes deficiencias
de la conducta emocional y de las capacidades de
aprendizaje. En el caso especifico del hombre se ha
observado que un nivel de estimulacion adecuado,
en las primeras etapas del desarrollo neurolégico,
se traduce en una mejoria notable del coeficiente
intelectual (Winick, 1975). Es importante ademds,
destacar que en todos los modelos en que se desnu-
tre a los animales de experimentacién, se provocan
alteraciones en la organizacién social del grupo y
en la entrega de estimulos sensoriales (Workshop
on Malnutrition, 1986).

Las experiencias realizadas durante el periodo
vulnerable del crecimiento cerebral han permitido
conocer la plasticidad del sistema nervioso. En este
sentido, se ha observado que el sistema se organiza
de acuerdo a las condiciones nutricio-ambientales
imperantes. Esta propiedad es de vital importancia,
especialmente porque al entregar estimulos en for-
ma adecuada, se prepara el sustrato neurolégico
que serd responsable de las respuestas que dardn
los sujetos posteriormente (““terrenio apto”). La en-
trega de estimulos [uminosos, olfatorios, tdctiles,
etc. durante el primer mes de vida, en el caso del
perro, facilitard los procesos de entrenamiento que
se realizardn mds tarde, con el objeto de que el ani-
mal cumpla funciones especificas en su vida adulta
(Beaver, 1982).

En el presente trabajo fundamentalmente se
analizan los efectos del macroambiente sobre el de-
sarrollo de la corteza cerebral, en ratas sometidas
al modelo experimental de manejo del tamafio de
la camada. Esta metodologia involucra ademads la
presencia de efectos nutricionales por incremento
o disminucién de la ingesta ldctea. El objetivo prin-
cipal de este estudio es conocer los efectos que tie-
ne el enriquecimiento ambiental sobre la citodife-
renciacién de los procesos dendriticos basales.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 107 ratas albinas de la cepa Sprague-
Dawley, provenientes de 14 hembras emparentadas
entre si, con el objeto de efectuar mediciones del
desarrollo corporal (peso y longitud). Los encéfa-
los de 74 individuos fueron procesados para reali-
zar estudios de citoarquitectura y 33 de ellos se fi-
jaron y tifieron siguiendo el método de Golgi-Cox-
Sholl. Algunos encéfalos, que presentaban neuro-
nas en Optimo estado de impregnacion, fueron ana-
lizadas morfométricamente. En este caso particular
se evalud la dicotomia del drbol dendritico, con el
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objeto de verificar diferencias estructurales deter-
minadas por efectos ambientales.

Inmediatamente después del parto se formaron
tres grupos experimentales, cada uno de ellos con
niveles de nutricién determinados por el tamafio
de la camada (Dobbing, 1972). Los grupos se iden-
tificaron como sobredimensionado, estindar y re-
ducido, con 13, 8 y 4 individuos por camada res-
pectivamente. El 50% de las camadas de cada gru-
po se mantuvo en un habitat enriquecido y el por-
centaje restante en un macroambiente deprivado
(Hebb, 1949). La diferencia macroambiental fue
dada por una serie de factores, entre los cuales se
deben considerar los diversos grados de: luminosi-
dad, estrés, contaminantes ambientales y manejo
de las ratas.

Las crias permanecieron con sus madres por un
periodo de 18 dias, al término del cual fueron pe-
sadas, medidas y sacrificadas por decapitacion, ex-
trayéndose los encéfalos para ser procesados histo-
logicamente., Los cerebros seleccionados fueron
fijados y tefiidos a través del método de Golgi-Cox-
Sholl, que permite identificar, con gran precision,
cuerpos neuronales y ramas dendriticas. Por cada
encéfalo fijado se seleccionaron 15 neuronas pira-
midales de la capa V de la corteza somatosensorial.
Las células escogidas debian presentar un perfil so-
matico regularmente piramidal; distribucion simé-
trica de sus dendritas basales y estar situadas en un
rango de profundidad entre 250 y 550 um medi-
dos desde la base de la capa VI, la base de la capa
VI es el Unico punto de referencia anatéomico que
no cambia de posicion durante el desarrollo onto-
genético de la placa neocortical (Lund y Mustari,
1977). Mediante el empleo de una cidmara lucida,
las neuronas fueron dibujadas con un aumento de
400 X.

En las células seleccionadas se estudié el nime-
ro de segmentos del arbol dendritico basal. La to-
pologia dendritica fue determinada utilizando el
sistema de ordenacidén centrifuga (figura 1). Se
considera que los segmentos que emergen directa-
mente del soma son primarios, éstos, a su vez al
bifurcarse originan ramas de segundo orden, las
que formardn ramas de tercer orden y asf sucesiva-
mente. Se compard entre ambas condiciones am-
bientales, enriquecida y deprivada, el promedio de
segmentos dendriticos por orden y por grupo ex-
perimental. El andlisis estadistico se realizé me-
diante la prueba no paramétrica “test Wilcoxon”
con niveles de significancia de p <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se sefiala el nimero promedio de

“los segmentos dendriticos, ordenados de acuerdo a



cido, presenta dendritas de quinto y sexto orden
que parecen haber emergido como consecuencia de
mejores condiciones nutricioambientales. Es curio-
so detectar, ademas, que las ramas de mds alto or-
den presentan una desviacion estindar muy alta.
Este resultado puede interpretarse como el produc-
to de dos situaciones: a) escaso porcentaje de neu-
ronas que presentan segmentos dendriticos de or-
den 4 & superior (20,5% del total) y b) al hecho de
que las ramas terminales més periféricas, en un mo-
mento dado del desarrollo, se encuentran en una
etapa de crecimiento activo, lo que provoca en sus
extremos rebrotes de conos dendriticos junto con
procesos de autotomia (Speidel, 1942; Purves,
1985).

Al observar los segmentos de primer y segundo
orden queda en evidencia que en los grupos sobre-
dimensionado y estindar se producen diferencias
por efecto macroambiental en favor de aquellos
que permanecieron en el hdbitat enriquecido
(p<<0,05). En las camadas de menor tamafio las di-
ferencias entre las medidas obtenidas en ambas con-
diciones macroambientales son practicamente nu-
las (p > 0,05), situacién que indica que las mini-
mas diferencias observadas serian producto del
azar. Por otra parte, este resultado sefiala que los
segmentos ms cercanos al soma (primer y segundo
orden) habrian alcanzado su techo genético. Esta
méxima expresion se manifiesta, ademds, al com-
parar los promedios obtenidos por los tres grupos
experimentales en el medio enriquecido (233 -
247 y 2,33 en los segmentos de primer orden y

Figura 1. Ordenacién centrifuga de segmentos del drbol
dendritico basal de neuronas piramidales de capa V.

su disposicion centrifuga, en los tres grupos experi-
mentales (sobredimensionado, estandar y reduci-
do). Se observa que el grupo reducido y enrique-

4,23 -4,27 y 430 en las ramas de segundo orden.
En los segmentos de tercer y cuarto orden se
puede observar una fuerte influencia de la condi-

CUADRO 1

ORDEN DE DENDRITAS BASALES POR TAMANO DE CAMADA Y CONDICION AMBIENTAL
(PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR)

Orden de Sobredimensionado (60) Estandar (60) Reducido (60)

Dendrita Enriquecido Deprivado Enriquecido Deprivado Enriquecido Deprivado
1° 2,33 = 0,544 2,07 £ 0,36 2,47 £ 0,564 2,13 £ 0,34 2,33 £0,544 2,37+ 0482
2 4,23 0,624 3,87 £ 0,500 427 + 0,63A 3,93+0,36° 4,30 +0,86A 437+0,753
30 2,001,714 1,33 + 1,49P 3,23 + 1,208 1,67 + 1,37¢ 4,67+1,58C 2671404
4° 0,40 + 0,954 0,07 £ 0,36° 0,86 = 1,34B 0,13 + 0,50¢ 2,27+1,12€ 0,53 + 0,884
5° - - - 0,60+ 1,17C 0,070,364
6° - - . - 0,13 £ 0,50 -

Letras en mayisculas indican enriquecimiento macroambiental.

Letras en minusculas indican deprivacién macroambiental.

Letras distintas sefialan diferencias estad isticamente significativas (p < 0,05) para andlisis inter o intragrupos.
Todas las comparaciones se refieren a un mismo orden dendritico (estudio horizontal).

En paréntesis se sefiala el nimero de neuronas estudiadas en cada tratamiento.
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cién nutricional. En efecto, el mimero de seg-
mentos dendriticos aumenta significativamente
(p- < 0,05) al disminuir el tamafio de la camada
(comparacion entre sujetos sometidos a idénticas
condiciones macroambientales). Estos resultados
son consistentes con los encontrados por Davies y
Katz (1983).

El andlisis de las figuras 2, 3 y 4 demuestra que
las ramificaciones de segundo orden, en todos los
grupos y bajo ambos niveles de enriquecimiento,
son las mds numerosas. Este ltimo resultado es
consistente con los estudios de dicotomia realiza-
do por Connor (1982) en las pirdmides de la capa
V de la corteza visual de ratas adultas. Aparente-
mente, s6lo hace excepcion a esta regla el grupo de
tamafio reducido que, frente a condiciones mds
estimulantes desarrolla una mayor cantidad de seg-
mentos de tercer orden (figura 4). Sin embargo, si
se considera la suma de ambas condiciones, enri-
quecida mas deprivada, la mayor frecuencia se en-
cuentra a nivel de las ramas de segundo orden, su-
giriéndose que esta situacién seria una realidad de-
terminada por el genoma. Con respecto a las ramas
mas periféricas so observa que en todos los casos
los segmentos terminales representan un porcenta-
je muy pequefio del total de la arborizacién den-
dritica (cuadro 1).

Los efectos del ambiente enriquecido sobre la
dicotomia dendritica, aqui presentados, son con-
sistentes con estudios de nuestro grupo que de-
muestran que tanto la longitud dendritica total
(Adaro y Cols., 1986) como la organizacidén geo-
métrica del campo dendritico (Fernandez y Cols.,
1987) son afectados por factores nutricio-ambien-
tales.

Estos cambios son solo parte de la profunda
reorganizacion estructural que exhibe el sistema
nervioso cuando es sometido a modificaciones de
su entorno (macro y microambiente) pues ellos,
ademads, suelen incluir incrementos del recuento de
espinas dendriticas (Schapiro y Vukovich, 1970,
Valverde, 1971), aumento del tamafio del soma y
de la densidad de las células gliales (Rosenzweig,
1972), etc. De este modo, se demuestra que el am-
biente constituye, en animales jovenes, el factor de
impulso mds importante para el desarrollo cortical,
situacién demostrada hace unos 200 afios por el
anatomista italiano Michele Gaetano Malacarne,
quien observd que los animales entrenados mostra-
ban un mayor desarrollo de las fisuras de la super-
ficie encefdlica, hecho que constituye un indice de
evolucion filogenética y ontogenética.

*Fernindez y Cols., 1987. Comunicacion personal.
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Figura 2. Frecuencia de dendritas basales segin orden y
condicion ambiental (Grupo Sobredimensionado).
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Figura 3. Frecuencia de dendritas basales segin orden y
condicidn ambiental (Grupo Estandar).
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Figura 4. Frecuencia de dendritas basales segin orden y
condicién ambiental (Grupo Reducido).

RESUMEN

Los efectos de dos condiciones macroambientales,
sobre el desarrollo morfolégico de tres niveles de
interrelaciones madre-cria, fueron estudiados du-



rante el periodo de lactancia en la rata, “periodo
de crecimiento rdpido del cerebro’ (primeros 18
dias postnatales). Se observaron modificaciones en
el peso y talla corporal. Los segmentos de segundo
orden constituyeron la ramificacién neuronal mds
frecuente en todos los grupos experimentales.
Nuestros resultados indican que la estimulacién
macroambiental aumenta significativamente la di-
cotomia de las dendritas basales en las grandes
pirdamides de la capa V de la corteza somatosenso-
rial (segmentos de primero a cuarto orden en los
grupos control y sobredimensionado, ramas de
tercer y cuarto orden en los grupos reducidos). La
generacion de ramificaciones de quinto y sexto or-
den, encontradas en los grupos reducidos, parece
estar relacionada con una mejoria de las interac-
ciones nutricio-ambientales.
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