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Anatomia del Cuerpo Calloso en Ratas
Sometidas a Estrés Prenatal Cronico

Anatomy of Corpus Callosum in Rats Submitted to Chronic Prenatal Stress
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RESUMEN: El cuerpo calloso (CC), es la mayor comisura de sustancia blanca del encéfalo de los mamiferos placentados, cons-
tituida por numerosos haces de fibras transversales que conectan areas corticales de ambos hemisferios cerebrales. &t @sttés lad
se define como una respuesta general del organismo ante demandas externas o internas, inicialmente amenazantes, gqueviignsiste en
zar recursos fisioldgicos y psicoldgicos para poderlas afrontar. Dada la importancia del cuerpo calloso en las conecdec@sicalgss,
el objetivo del presente estudio, fue evaluar el efecto en ratas, de un estrés prenatal crénico por inmovilizaciératwhie faaroscopica
del CC. Se utilizaron seis ratas prefiadda depalistarde 250 g, 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 4l lactancia
nacimiento, las camadas fueron ajustadas a seis crias machos por madre (n=36), destetadas a los 21 dias y sacrififaaddasdes 45
edad. Los encéfalos fueron seccionados a través de la cisura interhemisférica y ambos hemisferios fotografiados poreduleera med
imagenes fueron digitalizadas y analizadas mediante el pro@eioralmage®para la medicion del area total, parciales (tercio ante-
rior, medio, posterior y quinto posterior) y perimetro callosal. Es asi como, el estrés prenatal por inmovilizacion yéfieatévaigente
(p<0,01), la morfologia macroscopica del cuerpo calloso. Evidenciandose una disminucion del &rea total, areas parciates y perim
callosal, en los animales sometidos a restriccion prenatal. Estableciendo una relacion directa entre nimero de axohesay érea ca
inversa entre didmetro y densidad axonal; lo observado podria tener incidencia en la transferencia interhemisférica.
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INTRODUCCION

El estrés prenatal (EP), se define como la reaccion El EP afecta a varias regiones del cerebro en la des-
inespecifica del organismo ante estimulos psiquicos y ¢endencia expuesta, incluyendo el hipocampo, amigdala,
sicos, que involucran varios procesos de adaptacion y egierpo calloso, neocorteza, cerebelo e hipotalamo. Estos
quiere diversas estrategias de afrontamiento (Zurrozsmbios inducidos por el estrés, son visibles tanto macro
Estradeet al, 2009). como microscépicamente (Cheetlal, 2010).

El periodo perinatal es critico para el desarrollo del La mayor parte de los estudios sobre las consecuen-
sistema nervioso, pues constituye un espacio de vulnetis del EP han sido realizados en roedores. En ellos, se ha
bilidad en el que las interacciones entre genoma y awserificado que la exposicion al estrés durante la prefiez y
biente provocan cambios morfofuncionales con expresitmprivacion materna al inicio de la vida postnatal, se aso-
conductual, eventualmente persistentes hasta la adult&zcon desarrollo neuronal alterado a nivel de hipocampo
(Silbermangt al, 2016). Barker (1995) introdujo el con-y amigdala (Lemairet al, 2000), déficits cognitivos (Paris
cepto “programacion fetal”’, dando cuenta de latal, 2011) y comportamientos sociales desajustados en
interrelacién entre el ambiente prenatal y el desarrollo daldescendencia (Lest al, 2007).
feto: si el primero resulta adverso, se asociard con mayor
probabilidad al surgimiento de patologias en la vida Estudios de EP por restriccion del movimiento de
extrauterina. las hembras gestantes, han permitido observar en las crias
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consistentes incrementos de la hormona corticosterona(ambientales y nutricionales), pueden modificar la anato-
respuesta a estrés y atrofia en neuronas del hipocampo, eifa del sistema nervioso, se consideré de interés observar,
bos factores vinculados con hiperactividad del ejedmo un tipo de estrés prenatal cronico por inmovilizacion,
Hipotalamo Hipdfisis Adrenal (HHA) (Maccaet al, 2003; es capaz de modificar la anatomia macroscépica del cuerpo
Bocket al, 2011). Desde una perspectiva conductual, se balloso en la descendencia.

observado en ratas de 21 dias de edad, mayor latencia de

escape y un patron de nado aleatorio, al evaluar el aprendi-

zaje y memoria espacial, mediante el laberinto acuatico BMEATERIAL Y METODO

Morris (Gonzalez-Péreat al, 2011).

Por otra parte, el cuerpo calloso (CC), es la mayor Se utilizaron 36 crias ratas macRa(ftus norvegicus
comisura de sustancia blanca de los mamiferos placentad@siedad albina), de la cepa Wistar, obtenidas de la cruza de
constituida por numerosos haces de fibras transversales, geis hembras primiparas de 250 g de peso. Las hembras pre-
conectan areas mayoritariamente homologas de la cortézalas se dispusieron aleatoriamente en un grupo control y
cerebral, situado en el fondo de la cisura longitudinal (Aboitim grupo de restriccion, de tres animales cada uno.

& Montiel, 2003).
El grupo experimental fue sometido a un protocolo

La investigacion de los mecanismos que guian de restriccion de movimiento descrito por Vigaal (2002),
desarrollo de las conexiones callosales, ha mostrado que esptartir del & dia post concepcion, en el cual se procedio a
via se puede alterar significativamente por disrupcion de liasroducir a la hembra prefiada en una caja de madera de
proyecciones retinianas en el neonato, es asi como, ret886x6cm, la que contaba con una adecuada ventilacion y
sometidas a entrenamiento sensorio-motriz, presentarongue permitié una completa restriccion del animal, pero con
aumento del area del tercio posterior del cuerpo callosoug espacio minimo necesario, para que eventualmente es-
al comparar con los animales sometidos a estimulaciértgs pudieran defecar y orinar y no tener contacto con sus
privacion visual mediante lesion retiniana, éstos presentiesechos.
ron una disminucién de dicha area callosal, sugiriendo una
disminucién en las proyecciones talamo-corticales que se  Las hembras prefiadas permanecieron en las cajas de
dirigen hacia la corteza visual (Suazo Galdaghes, 2009). inmovilizacion 2 horas por dia, de las 10-12 AM, durante

10 dias consecutivos, para posteriormente volver a su jaula

En cuanto al CC y el EP se ha observado que hede mantencion correspondiente. Las hembras prefiadas del
bras prefiadas de la espediacaca mulattggestacion de grupo control fueron manipuladas al igual que los animales
164 dias), que fueron sometidas a un estrés acustico diaametidos al protocolo de restriccion.
durante 10 minutos desde los 90 a los 140 dias de gestacion,
al realizarles resonancia magnética a sus crias entre los 7-11  Posterior a los 10 dias ambos grupos (control y res-
meses de edad, demostré que las alteraciones en la morftrioeion), prosiguieron su gestacion, parto y lactancia. Al
gia del cuerpo calloso afectaban de diferente manera a maeimiento, las camadas fueron ajustadas a 6 crias machos
chos y hembras, presentando los machos una menor geamadre (18 controles y 18 restriccion n=36).
callosal total que las hembras (Guel, 2002).

El origen de los animales y el procedimiento experi-

Estudios realizados mediante microscopia electroniental, se realizo en el Bioterio del INTA-UCH, bajo un
ca de transmision (MET), en ratas de 60-62 dias de edad &gimen de 12 h luz/12 h oscuridad a una temperatura de
metidas a estrés nutricional prenatal, con una dieta isocalérgz& 1,2 °C y con acceso a agua y conaddibitum
e hipoproteica, presentaron una significativa disminucion en
el diametro axonal promedio en el esplenio callosal que los Al momento de su sacrificio (45-52 dias de edad),
animales eutrdéficos, tanto de las fibras mielinicas conios animales fueron anestesiados con Tiopental Sodico (40-
amielinicas y se observé una mayor densidad axonal pror6®-mg/kg i.p.) y perfundidos transcardialmente con formalina
dio, con respecto a los controles en ambos tipos de fibrasal® %, posteriormente, los cuerpos fueron decapitados y las
anterior sugiere que la velocidad de transmisiocabezas descalotadas, para extraer los encéfalos, los que fue-
interhemisférica puede estar afectada, en particular lo que dioa fijados en formalina al 10 %.
relacion con las conexiones visuales (Olivatesl, 2007).

Luego de 15 dias, los encéfalos fueron seccionados

Sobre la base de los antecedentes expuestos, yddravés de la cisura interhemisférica y ambos hemisferios
mando en consideracion como diversos factores estresarfitésgrafiados por su cara medial, las imagenes fotograficas
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fueron digitalizadas y analizadas mediante el progf&eitm  so de ratas mach®&&ttus norvergicusariedad albina), de
Image® for Windows la cepa Wistar, descendientes de madres sometidas a un pro-
tocolo de estrés prenatal por restriccion de movimiento. En
Se procedio a realizar la medicién del area total @ presente estudio macroscopico se midio el area total, las
parciales callosales (tercio anterior, medio, posterior, y quirdoeas parciales, asi como también el perimetro callosal to-
posterior, en mA); como también la medicidn del perime-tal, tanto en el grupo Control (n=18) como en el grupo Res-
tro (mm) de éste (Olivarext al, 2012) (Fig. 1A). triccién (n=18) (Tabla I).

Para obtener los valores de las areas callosales tota-  Los resultados obtenidos indican una disminucion
les y parciales se midi6 la longitud maxima del cuerpo castadisticamente significativa (p<0,0001), del area total del
lloso, desde el polo rostral al caudal. Posteriormente dichoerpo calloso en aquellos animales sometidos al protocolo
valor fue dividido en tres partes para delimitar cada uno de estrés prenatal. Asi mismo, en las mediciones del tercio
los tercios del cuerpo calloso; el valor del quinto posteri@anterior y quinto porterior; y tercio medio y posterior, se
se obtuvo dividiendo dicha longitud por cinco (Olivaees observd una disminucién estadisticamente significativa de
al., 2002) (Fig. 1B). dichas areas (p<0,01y p<0,001, respectivamente), en el gru-

po sometido al protocolo de restriccion de movimiento, con

Los valores morfométricos obtenidos, fueron corraespecto al grupo control. Finalmente, se observé una dis-
gidos a su magnificacion real, tabulados y caracterizadesinucion estadisticamente significativa (p<0,0001), del pe-
para el andlisis estadistico correspondiente, mediante ufraetro total del cuerpo calloso, en los animales del grupo
prueba de t d8tudende muestras independientes. restriccion.

El protocolo de experimentacion y el método de sa-
crificio de los animales en el presente trabajo, fue aprobabtSCUSION
por el CICUA-UCH (Certificado N° 16-2015).

Se evidencié una reduccién estadisticamente signi-
RESULTADOS ficativa (p<0,01), de las areas parciales, total y perimetro
del CC, en el grupo de estrés prenatal producido por restric-
cion de movimiento al compararlo con el grupo control.
Se realiz6 un estudio morfométrico del cuerpo calldResultado similar al observado en ratas que fueron

Tabla |. Medidas callosales promedios.

Cuerpo Calloso Restriccion Prenatal (n=18) Control (n=18) t de Student
Area Total (mmz) 3,19 £0,29 3,70 +£ 0,34 p <0,0001
Tercio Anterior (mmz) 1,12 £0,13 1,26 £ 0,15 p<0,01
Tercio Medio (mmz) 0,81 +£0,11 0,99 + 0,13 p <0,001
Tercio Posterior (mm2 1,26 £0,14 1,46 + 0,15 p <0,001
Quinto Posterior (mm®) 0,87 +£0,11 0,97 + 0,09 p<0,01
Perimetro Total (mm) 16,28 £ 0,86 17,50+ 0,44 p < 0,0001
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Fig. 1. Fotografias de la vista medial de hemiencéfalo de rata. A: se destaca el perimetro del Cuerpo Calloso. B:digigidicdda
Cuerpo Calloso en tercios y quinto posterior, en base a la longitud maxima de éste. TA: Tercio anterior; TM: Tercio rifedi® TP:
posterior; y QP: Quinto posterior.
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malnutridas prenatalmente y durante la lactancia, con ucarticosterona inducido por estrés prenatal reduce la expre-
dieta isocalérica e hipoproteica, que también presentarsidn de receptores mineralocorticoides en células granulares,
un CC mas pequefio, a los 45-52 dias de edad, al compagae tienen directa participacion con el menor crecimiento
los con los controles; en cambio, aquellos animales rehatié dendritas y de espinas dendriticas (Tareued, 2011).
litados durante la lactancia con una dieta alta en proteinas,
mostraron normalidad en el desarrollo del tercio medio y Por ejemplo, en cobayas, se ha observado que el estrés
posterior del CC; pero no el tercio anterior a pesar depaenatal reduce la producciéon y sensibilidad a los
rehabilitacion dietaria durante la vida postnatal (Olivates neuroesteroides, asi como reduce la mielinizacion y modifi-
al., 2002). ca el comportamiento (Hirgt al, 2016). Otro estudio en
corderos de un mes de vida, ha demostrado que el estrés
Del mismo modo, ratas sometidas prenatalmentepaenatal aumenta la densidad de la columna dendritica en el
una restriccion caldrica proteica (40 %), a contar deli@ hipocampo y la corteza prefrontal (Petital, 2015) y que
post concepcion, y que después de su nacimiento fueesta asociado con un estado afectivo negativo, aumentando
transferidas a ratas nodrizas para una adecuada lactarlamreacciones de miedo y deterioro de la cognicion (Coulon
presentaron a nivel macroscopico, a los 45-52 dias de edetdhl, 2015).
una reduccién significativa de las areas parciales y total del
cuerpo calloso, como también una disminucién del perime- Si bien la investigacién en torno a estos procesos es
tro callosal, en relacién con los animales controles. Fenicial, ha corroborado, sobre todo en modelos animales, el
meno similar a lo encontrado en este estudio, con un estrélsprotagonico del eje HHA y de los glucocorticoides, en
prenatal por inmovilizacion. Ademas, mediante MET ddhs modificaciones epigenéticas que emergen en el sistema
esplenio callosal, se evidencié una disminucion significatitervioso central, convergiendo la accion de diversos siste-
va del didmetro de las fibras mielinicas en los animalesas y estructuras en un equilibrio dindmico, también en vir-
malnutridos y una mayor densidad axonal de éstas. En relad del sexoy la etapa del desarrollo en que emerja (Caceres
cion a las fibras amielinicas se observé una disminucion seg-al., 2017).
nificativa del diametro de las fibras y un aumento también
significativo de la densidad axonal en los animales Finalmente podemos concluir que: I) El estrés pre-
malnutridos (Olivarest al, 2012). natal por inmovilizacion en ratas prefiadas, afecté
significativamente, la morfologia macroscépica del cuerpo
En este trabajo se utilizd el protocolo descrito paralloso de sus crias. 1l) Estableciendo una relacion directa
Waset al, el cual demostré que una completa inmovilizaentre nimero de axones y area callosal (Zimmerberg &
cion de los animales, fue suficiente para provocar alteracidickus, 1990) e inversa entre diametro y densidad axonal
nes anatomicas en el hipocampo y amigdala. (Aboitiz et al, 1992); lo observado podria tener incidencia
en la transferencia interhemisférica. lll) Seria de utilidad en
Por otro lado, al analizar el efecto cronico por inmeestudios futuros, considerar un mayor nimero de animales,
vilizacion sobre el desarrollo embriolégico del cerebro amle ambos sexos y un analisis histologico callosal, asi como
terior en fetos de ratas prefiadas, se demostré que fetosatiebién la medicién de factores conductuales y hormona-
12 dias de gestacion de madres estresadas, mostrarotesnque pudiesen complementar y respaldar los resultados
aumento del tamafio de la vesicula telencefélica: el perinodtenidos.
tro y espesor del cerebro anterior presentaron diferencias
significativas en relacion con los controles. Este efecto de
estrés cronico se podria considerar reversible en los esiiyARES, P-M. R.: RIVEROS, H. P.: FARIAS, R. G.:
dios gestacionales subsecuentes (Mugreial, 2006). A LARENAS, H. J. & ELGUEDA, G. D. Anatomy of corpus
su vez, se ha demostrado que el estrés en el periodo preaiesum in rats submitted to chronic prenatal stréss.J.
tal, puede alterar la morfologia cerebral y las funcionééorphol., 40(2)343-347, 2022.
cognitivas, emocionales y conductuales (Lemetied). En _
el presente estudio de estrés prenatal, se produjo una altera- SYMMARY: The Corpus Callosum (CC) is the largest
cién de la morfologia callosal, lo que podria incidir en funi"té matter commissure in the brain of placental mammals,

. . consisting of numerous transverse fiber bundles that connect cortical
ciones cerebrales superiores. areas of both cerebral hemispheres. On the other hand, stress is
defined as a general response of the organism to external or internal

Estudios similares de estrés prenatal cronico por iBemands, initially threatening, which consists of mobilizing
movilizacion en ratas, han identificado reduccion en el crphysiological and psychological resources to be able to face them.
cimiento dendritico y de espinas dendriticas de célul@ven the importance of CC in cortico-cortical connections, the
piramidales en el hipocampo (Boekal); el incremento de aim of the present study, was to evaluate the effect of chronic pre-
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natal immobilization stress on the macroscopic anatomy of CC Maccari, S.; Darnaudery, M.; Morley-Fletcher, S.; Zuena, A. R.; Cinque, C.
rats. Six 250g pregnant rats of the Wistar strain were used, of which & Van Reeth, O. Prenatal stress and long-term consequences: implications
three were subjected, starting on the eighth post-conception day, °f glucocorticoid hormonesVeurosci. Biobehav. Rev., 27(142)9-27,

to movement restriction for ten days (2h/day). Subsequently, t 2003.

. . . h - i Mugnaini, M. T.; Sofiez, C. A.; Rolando, A. N.; Romanini, M. C.; Bozzo, A.
mothers continued their gestation, delivery and lactation. At birth, A.: Pastorino, I. C.: Gauna, H. F. & Paz, D. A. Maternal chronic stress

litters were adjusted to six male offspring per mother (n=36), which jngyces premature telencephalic vesicles developriméng. Morphol.,
were weaned at 21 days and slaughtered at 45-52 days of age. The4(4y525-30, 2006.

brains were fixed, and later sectioned through the interhemisphetivares, R.; Morgan, C.; Pérez, H.; Hernandez, A.; Aboitiz, F.; Soto-Moyano,
fissure and both hemispheres photographed by their medial aspectR.; Gil, J.; Ortiz, A.; Flores, O.; Gimeno, Mt al Anatomy of corpus

The images were digitized and analyzed using the Scion Image® callosum in prenatally malnourished rai%ol. Res., 45(287-92, 2012.
progea, forthe messurentent of e o rea,parfl area (BT : Stamd, & b 8 ot Ml bt
rior, middle _and posterior thirds, as well as poste_rlor flft_h_) ar_ld pus callosumRev. Chil. Anat.. 20(2059-63, 2002.

callo_s_,al perimeter. Thus, prenatal stress due_to |mmob|I|zatlgﬂivareS’R.;Soto_Moyam’ R.: Hernandez, A.- Gil, J.: Gimeno, M.: Laborda,
significantly affected (p<0.01), the macroscopic morphology of " j g anoitiz, F. Effect of mild protein prenatal mainutrition in the callosal
the CC. Evidence shows a decrease in the total area, partial areagplenium histologyint. J. Morphol., 25(4)723-7, 2007.

and callosal perimeter in the animals subjected to prenatal restraifais, J. J.; Brunton, P. J.; Russell, J. A. & Frye, C. A. Immune stress in late
as compared to normal animals. Establishing a direct relationship pregnant rats decreases length of gestation and fecundity, and alters later
between number of axons and callosal area and an inversecognitive and affective behaviour of surviving pre-adolescent offspring.
relationship between diameter and axonal density, what was Stess, 14(8§52-64, 2011.

. . . B Petit, B.; Boissy, A.; Zanella, A.; Chaillou, E.; Andanson, S.; Bes, S.; Lévy, F.
observed may have an impact on interhemispheric transfer. & Coulon, M. Stress during pregnancy alters dendritic spine density and

gene expression in the brain of new-born lanBehav. Brain Res.,
KEY WORDS: Corpus Callosum; Prenatal Stress; Rat. 291:155-63, 2015.
Silberman, D. M.; Acosta, G. B. & Zorrilla-Zubilete, M. A. Long-term effects
of early life stress exposure: Role of epigenetic mechaninasmacol.
A Res., 10%4-73, 2016.
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