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RESUMEN: El periodo postnatal temprano se caracteriza por rápido crecimiento cerebral, posiblemente relacionado con varia-
ciones del oxígeno tisular. Esto ha motivado el estudio de protocolos que suministran diferentes concentraciones de oxígeno intermiten-
tes, para observar sus efectos morfológicos y cerebrales. Se utilizaron 52 crías de ratas Sprague Dawley, distribuidas en igual número a
cuatro grupos experimentales, Control (C, 21 %O

2
), Hipoxia Intermitente (HI, 11 %O

2
), Hiperoxia Intermitente (HOI, 30 %O

2
) e Hipoxia

Hiperoxia Intermitente (HHI, 11 % -30 %O
2
). Los protocolos consideraron 5 ciclos de 5 minutos de dosificación, durante 50 minutos

diarios. Se realizó en una cámara semihermética entre los días 5 al 11 postnatales. Las evaluaciones de crecimiento corporal y cuantificación
neuronal, se realizaron en las crías macho, en el día 28 postnatal. El peso corporal en el grupo hipoxia intermitente mostró diferencias
significativas respecto al grupo hiperoxia intermitente (HI vs HOI, p<0,01) y al grupo hipoxia-hiperoxia Intermitente (HI vs HHI, p<
0,001). La talla corporal disminuyó en el grupo hipoxia-hiperoxia intermitente con diferencias significativas respecto del grupo control
(C vs HHI, p<0,05) y respecto del grupo hipoxia intermitente (HHI vs HI, p< 0,01). El conteo neuronal en el área CA1 del hipocampo
aumentó en el grupo hipoxia intermitente con diferencias significativas respecto a los grupos control (C vs HI; p<0,05), al grupo hiperoxia
intermitente (HI vs HOI; p<0,001) y al grupo hipoxia-hiperoxia intermitente (HI vs HHI; p<0,001). Finalmente, el grupo hipoxia-
hiperoxia Intermitente disminuyó significativamente en la cantidad de neuronas en comparación al grupo hiperoxia intermitente (HHI vs
HOI; p<0,001). La hipoxia intermitente mostró resultados beneficiosos en el crecimiento corporal y cantidad de neuronas en el área CA1
del hipocampo, en contraste, la hipoxia hiperoxia intermitente experimentó resultados adversos con disminución de estas variables, en el
periodo postnatal temprano de la rata.

PALABRAS CLAVE: Oxígeno; Hipoxia; Terapéutica; Región CA1 del hipocampo.

INTRODUCCIÓN

El periodo postnatal temprano es una etapa de creci-
miento cerebral rápido caracterizado por activa prolifera-
ción celular y vulnerabilidad frente a desordenes de oxige-
nación neonatal (Semple et al., 2013). La regulación de ba-
jas concentraciones de oxígeno tisular “hipoxia fisiológi-
ca”, es importante en estos procesos tempranos del desarro-
llo cerebral, para mantener la viabilidad celular (Zhang et
al., 2011), regular la actividad metabólica y aumentar la pro-
liferación de células troncales neurales en el hipocampo
(Panchision, 2009). Esto ha motivado la investigación de

protocolos que suministran oxígeno intermitente en diferen-
tes concentraciones con fines terapéuticos, permitiendo ob-
servar efectos cognitivos beneficiosos que son dependien-
tes de la dosificación (Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014),
del tiempo de exposición aguda o crónica (Farahani et al.,
2008) y de sectores sensible a hipoxia, particularmente el
área CA1 del hipocampo (Dunn et al., 1999).

Los efectos de protocolos intermitentes de oxígeno
comienzan a ser comprendidos, existiendo aún escasa in-
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vestigación en el periodo postnatal temprano. Al respecto,
la Hipoxia Intermitente (HI) (Bouslama et al., 2015) apli-
cando un protocolo de HI 8 %O

2
 entre los días postnatales

P6-P10, observó incrementó de la angiogénesis y
neurogénesis en el hipocampo, junto con mejorar la me-
moria espacial en roedores. Estos efectos de HI tendrían
estrecha relación con la expresión Hif-1α, en condiciones
de hipobaria (Zangh et al., 2011). Por su parte, la Hiperoxia
Intermitente (HOI) ha reportado efecto neuroprotector con-
tra el estrés oxidativo (Bigdeli et al., 2009). En pruebas de
memoria espacial con HOI (Koo et al., 2007) observaron
mayor permanencia en el cuadrante de la plataforma en
Laberinto de Agua de Morris, efecto que es dependiente de
la dosificación. Finalmente, en Hipoxia Hiperoxia Inter-
mitente (HHI), (Morken et al., 2013) aplicando concentra-
ciones de hiperoxia continuas 50 %O

2
 de 6 horas interrum-

pidas con rampas de hipoxia 12 %O
2
 de 10 minutos, entre

los días postnatales P0 a P14, observaron reducción del
peso corporal y volumen cerebral relacionado con el tama-
ño de la camada, e incremento de la densidad capilar en la
corteza cerebral en P14. De manera similar (Gonchar &
Mankovskaya, 2009) utilizaron 5 ciclos de 5 minutos con
10 %O

2
 alternado por hiperoxia 30 %O

2
 diarios durante 2

semanas, observando aumento de la enzima Mn-SOD, que
reduce la intensidad del proceso oxidativo mitocondrial.
Estos beneficios contrastan con resultados adversos repor-
tados en la literatura (Almendros et al., 2014; Kang et al.,
2019) y la necesidad de implementar tempranamente estos
protocolos intermitentes en patologías pediátricas
neurológicas. Por lo anteriormente expuesto, el propósito
de la presente investigación es evaluar los efectos de los
protocolos de hipoxia, hiperoxia, y de hipoxia hiperoxia
intermitentes, sobre el crecimiento corporal y
citoarquitectura hipocampal, en el periodo postnatal tem-
prano de ratas Sprague-Dawley.

MATERIAL Y MÉTODO

Animales. Se cruzaron 5 hembras de la cepa Sprague Dawley
en el bioterio de la Universidad de Talca. En el segundo día
postnatal, 52 crías se distribuyeron al azar en 4 grupos ex-
perimentales, manteniendo 7 machos cada uno (Tabla I). Así,
los grupos quedaron conformados de la manera siguiente:
Grupo Control, C (n=13), las crías fueron mantenidas en
cámara semihermética con aire ambiental por 50 min; Gru-
po Hipoxia Intermitente, HI (n=13) las crías fueron expues-
tas a cinco ciclos de hipoxia 11 %O

2
, de 5 min cada ciclo,

intercalados con ciclos de normoxia 21 %O
2
, durante 50 min;

Grupo Hiperoxia Intermitente, HOI (n=13) las ratas reci-
bieron 5 ciclos de hiperoxia 30 %O

2
 de 5 min, Intercalados

con ciclos de normoxia 21 %O
2
, por 50 min, y Grupo

Hipoxia-Hiperoxia Intermitente, HHI (n=13) que recibie-
ron 5 ciclos hipoxia 11 %O

2
 de 5 min, intercalados con 5

ciclos de hiperoxia 30 %O
2
 de 5 min, durante 50 min. Los

protocolos intermitentes (adaptados de Gonchar &
Mankovskaya, 2009), fueron aplicados los días 5 a 11
postnatales de la rata. Brevemente, las crías fueron separa-
das de su madre para ser ubicadas en la cámara
semihermética que se encontraba conectada a oxígeno y ni-
trógeno, según el protocolo a recibir (Adaptado de Dylag et
al., 2017). Válvulas solenoides permitieron el corte rápido
de gases mediante un Controlador Lógico Programable
(PLC) el cual reguló el tiempo de flujo de gases hasta alcan-
zar las concentraciones de los diferentes protocolos inter-
mitentes. La cuantificación de oxígeno dentro de la cámara
fue realizada mediante un analizador de concentración de
oxígeno ambiental Niusiwen, modelo CY-12C y analizador
multiparámetros Hach, modelo HQ30D. La temperatura in-
terna de la cámara se mantuvo mediante dos placas
calefactoras externas de 40 W cada una. Estas medidas per-
mitieron reducir el estrés y minimizar la manipulación de
las ratas. Posteriormente, las crías fueron mantenidas con
su madre en condiciones ambientales controladas de tem-
peratura (22 ± 3 ºC), ciclo día/noche de 12/12 horas, ali-
mentación y agua ad-libitum, hasta el día postnatal 28 en
que se procedió a la eutanasia. El protocolo de experimen-
tación y sacrificio de los animales en el presente trabajo fue
aprobado por el CIECUAL-UTALCA, certificado de apro-
bación folio N° 08-2019.

El tejido cerebral fue perfundido primero con suero
fisiológico y luego con formaldehido 4 % tamponado. Pos-
teriormente, el cerebro se extrajo del cráneo y se depositó
en un recipiente hermético con formaldehido 4 % tamponado,
para su fijación. Los cerebros fueron deshidratados, aclara-
dos e incluidos en parafina histológica, para formar bloques
de corte. Los cortes histológicos fueron realizados con un
micrótomo rotatorio Microm HM325 a un grosor de 5µm.
Los tejidos fueron teñidos con tinción de Nissl, (violeta de
cresilo 0,5 %). Las muestras teñidas fueron deshidratas, acla-
radas y montadas con un cubreobjetos embebido en medio
de montaje Consul-Mount (Thermo Fisher Scientific).

La cuantificación neuronal se realizó de acuerdo al
método disector óptico (Sterio, 1984). Se seleccionan tres
cerebros por grupo, obteniendo 4 cortes por hemisferio, ob-
teniendo 12 imágenes por hemisferio y 24 mediciones de
ambos hemisferios cerebrales. La identificación anatómica
se realizó mediante el Atlas Cerebral de Paxinos, entre
Bregma -2.30 mm y -4.80 mm. Se identificó el área del Cornu
ammonis - Cuerno de Amón 1 (CA1) del hipocampo en un
corte coronal. Se utilizó el microscopio Leica DM1000 con
cámara incorporada para capturar imágenes del tejido cere-
bral. El programa M Shot System de Leica permitió obtener
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micrografías digitales y mediante barra de calibración se
estableció una línea de referencia de 25µm. Mediante el pro-
grama ImageJ se generó un recuadro de medición de di-
mensiones 50x50 µm. Una vez delimitada la superficie de
medición, se procedió a contabilizar las neuronas de acuer-
do a la regla de inclusión de somas de los márgenes derecho
y superior (modificada según disposición del tejido). Los
somas neuronales deben cumplir los siguientes criterios:
soma de aspecto piramidal, presencia de un núcleo (West &
Gundersen, 1990).

El análisis estadístico los datos fueron representados
mediante su promedio y desviación estándar. A continua-
ción, se aplicó Análisis de Varianza, ANOVA de una vía y
realizó comparación múltiple mediante el test de Tukey. Se
consideró significativo, p<0,05.

RESULTADOS

Los datos iniciales de los diferentes grupos experi-
mentales obtenidos en el día postnatal 4, se presentan en la
Tabla I. Las variables sexo, peso, talla, temperatura y fre-
cuencia respiratoria no registraron diferencias significati-
vas (N.S.).

Los resultados de desarrollo corporal y cuantificación
neuronal en CA1 del hipocampo fueron realizadas en 7 crías
macho en el día postnatal 28, y se presentan en las Figuras
1, 2 y 3.

El peso corporal (Fig. 1) en el grupo hipoxia intermite
presentaron diferencias estadísticamente significativas con
el grupo hiperoxia intermitente (HI vs HOI; a, p<0,01) y
con el grupo hipoxia-hiperoxia intermitente (HI vs HHI; b,
p<0,001), los cuales tuvieron menor peso corporal.

La talla corporal (Fig. 2) disminuyó en el grupo
Hipoxia-Hiperoxia intermitente presentando diferencias sig-
nificativas con el grupo Control (C vs HHI; a, p<0,05) y con
el grupo Hipoxia Intermitente (HHI vs HI; b, p< 0,01).

C HI HOI HHIGrupos
n=13 n=13 n=13 n=13

Valor p

Sexo macho/hembra 7/6 7/6 7/6 7/6 N.S
Peso (gr) 11,57±2,23 12,01±1,15 11,29±1,38 12,43±0,98 p<0,524
Talla (cm)   9,41±0,63   8,86±0,36 9,24±0,24   9,04±0,32 p<0,098
Temperatura (ºC) 36,36±0,44   36,4±0,14 36,36±0,15 36,63±0,21 p<0,197
FR (r/min) 127,29±15,77 136,29±10,93 121,71±7,11 134,57±15,73 p<0,155

Tabla I.  Datos iniciales de grupos experimentales obtenidos el día P4, en ratas Sprague Dawley (PROM±DE).

C: Grupo Control; HI: Grupo Hipoxia Intermitente; HOI: Grupo Hiperoxia Intermitente; HHI: Grupo Hipoxia-Hiperoxia Intermitente. FR: Frecuencia
respiratoria.

Fig. 1. Peso corporal de los grupos experimentales evaluado el día
28 postnatal. Grupo Control (l); HOI (n): Grupo Hiperoxia Inter-
mitente; HHI (s): Grupo Hipoxia-Hiperoxia Intermitente; HI(t):
Grupo Hipoxia Intermitente. Se observan diferencias estadísticas
significativas entre los Grupos HOI vs HI (a, p<0,01); y entre los
Grupos HHI vs HI (b, p<0,001).

Fig. 2. Talla corporal de los grupos experimentales evaluada el día
28 postnatal. Grupo Control (l); Grupo HOI (n): Grupo Hiperoxia
Intermitente; Grupo HHI (s): Grupo Hipoxia-Hiperoxia Intermi-
tente; Grupo HI (t): Grupo Hipoxia intermitente. Se observan dife-
rencias estadísticas significativas entre los Grupos Control vs HHI
(a, p<0,05); y, entre los Grupos HHI vs HI (b, p<0,01).
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La cuantificación neuronal en el área CA1 del
hipocampo se realizó en ambos hemisferios cerebrales,
no obteniendo diferencias significativas atribuibles al he-
misferio (N.S.). Los datos analizados en conjunto (Fig.
3) permitieron observar disminución significativa en el
número de neuronas en el grupo hiperoxia intermitente
con el grupo control (C vs HOI; a, p<0,001) y en el grupo
hipoxia-hiperoxia intermitente con el grupo control (C
vs HHI; b, p<0,001). Por su parte, el grupo hipoxia inter-
mitente experimentó aumento significativo en la canti-
dad de neuronas respecto al grupo control (C vs HI; c,
p<0,05), con diferencias significativas con el grupo
hiperoxia intermitente (HI vs HOI; e, p<0,001) y con gru-
po hipoxia-hiperoxia intermitente (HI vs HHI; f, p<0,001).
Finalmente, el grupo hipoxia-hiperoxia intermitente tuvo
significativamente menor cantidad de neuronas en com-
paración al grupo hiperoxia intermitente (HHI vs HOI;
d, p<0,001).

DISCUSIÓN

La presente investigación proporciona información
relevante sobre el crecimiento corporal y citoarquitectura
del área CA1 del hipocampo, con diferencias importantes
entre protocolos de hipoxia o hiperoxia intermitentes, en
el periodo postnatal temprano de ratas.

Los pesos corporales de las crías expuestas a hipoxia
intermitente mostraron diferencias significativas con res-
pecto a la exposición a hiperoxia intermitente e hipoxia
hiperoxia intermitente. En efecto, tanto en hipoxia
(Farahani et al., 2008) como hiperoxia (Kang et al., 2019)
se reportan reducciones del peso corporal. En las crías con
Hipoxia Intermitente si bien se ha observado reducción de
peso corporal (Row et al., 2002), este efecto fue minimi-
zado en el presente estudio debido a la dosificación de
hipoxia 11 % O2, en 5 ciclos de 5 min durante 50 min. Al
respecto, Wang et al. (2018), estudiando bajas frecuencias
de hipoxia intermitente, observaron aumento de
adipogénesis subcutánea, manteniendo el peso corporal
similar al presente estudio. Por otra parte, la administra-
ción de hipoxia-hiperoxia intermitente provoco menor cre-
cimiento corporal de las crías. Esta reducción en el creci-
miento corporal ha sido estudiada (Morken et al., 2013), y
lo relaciona con la cantidad de sujetos por camada, trece
sujetos al igual que el presente estudio.

La citoarquitectura de la región CA1 del hipocampo
experimentó reducción importante en la cantidad de
neuronas en los grupos Hiperoxia Intermitente e Hipoxia-
Hiperoxia Intermitente. En efecto, dosis altas de hiperoxia
continua recibidas entre los días postnatal P1 a P14, resul-
tan en aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS)
cerebral y de células apoptóticas en el hipocampo, que se
observa tempranamente (Kang et al. 2019). Estos efectos
de la hiperoxia cerebral son atribuidos al aumento de ROS,
que disminuye la enzima desacetilasa de Histona Sirt1,
con lo cual aumenta la acetilación de p53, que induce
apoptosis neuronal en el hipocampo. Por su parte, la me-
nor cantidad de neuronas en hipoxia-hiperoxia intermitente
es resultado del proceso adaptativo cerebral bifásico, en
fase de hipoxia aumenta la densidad capilar cerebral, mien-
tras que en fase de hiperoxia las enzimas antioxidantes
deben reducir el estrés oxidativo (Bigdeli et al., 2009) y
los vasos neoformados experimentan obliteración,
impactando el desarrollo celular del hipocampo (Morken
et al., 2013).

La hipoxia intermitente de acuerdo con el presente
estudio aumentó la cantidad de neuronas en CA1, del
hipocampo. Al respecto Pourié et al. (2006) expusieron

Fig. 3. Cuantificación neuronal en el área CA1 del hipocampo.
A. Gráfico que representa el número de neuronas (promedio
neuronal/µm2) en sujetos expuestos a protocolos intermitentes
de oxígeno, evaluadas el día postnatal 28. B. Microfotografías
representativas de los grupos Control, HOI, HHI y HI, del área
CA1 del Hipocampo. La cuadrícula representa un área de 2500
µm2. Se observan diferencias significativas entre Grupos Con-
trol vs HOI (a, p<0,001); entre Grupos Control vs HHI (b,
p<0,001); entre grupos Control vs HI (c, p<0,05); entre Grupos
HHI vs HOI (d, p<0,001); entre Grupos HI vs HOI (e, p<0,001);
y, entre Grupos HI vs HHI (f, p<0,001).
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crías recién nacidas a un pulso de hipoxia 100 % N2 breve
de 5 min, observando que no ocasiona apoptosis, por el
contrario, aumentó la densidad neuronal y la neurogénesis
en CA1 en ratas el día 20 postnatal. Estos efectos se man-
tuvieron hasta la senescencia P720 (Martin et al., 2012),
con aumento de proteínas sinapsinas fosforiladas, incre-
mento en la asociación de la proteína PSD-95 y receptores
NMDA, además de aumento de células GABAérgicas, con
efectos que favorecen la plasticidad sináptica y rendimiento
observado en la memoria espacial en el Laberinto en T.
Los efectos neuroprotectores de protocolos de hipoxia in-
termitente (Farahani et al., 2008; Bouslama et al., 2015)
pudieran involucrar reducción de la apoptosis mediada por
factores de crecimiento (Goldbart et al., 2003), que vía
AKT rescata las neuronas de apoptosis en el área CA1 del
hipocampo, que son dependiente del tiempo y dosifica-
ción. Estudiar los mecanismos de apoptosis y
sinaptogénesis en corto y largo plazo, permitiría proyectar
la importancia terapéutica de estos protocolos.

Podemos concluir que la hipoxia intermitente tuvo
efectos beneficiosos sobre el crecimiento corporal y
citoarquitectura de CA1 del hipocampo. La hiperoxia in-
termitente disminuyó la cantidad de neuronas en CA1. Fi-
nalmente, la hipoxia hiperoxia intermitente disminuyó el
crecimiento corporal y la cantidad de neuronas en CA1,
relacionada con los efectos estresantes bifásicos de la
hipoxia y la hiperoxia intermitentes.

ÓRDENES, S. M.; ESPINOZA, R. G.; HENRÍQUEZ, M. B.;
CABEZAS B. T.; TAPIA, G. H.; DONOSO, T. W.;
GONZÁLEZ, C. H.  Intermittent oxygen concentrations have an
impact on the early postnatal development of Sprague-Dawley rats:
Effects on hippocampal CA1.  Int. J. Morphol.,  41(1):59-64, 2023.

SUMMARY:  The early postnatal period is characterized
by rapid brain growth, possibly related to variations in tissue
oxygen. This has motivated the study of protocols that supply
different intermittent oxygen concentrations, to observe their
morphological and cerebral effects. Fifty-two pups Sprague-Dawley
rats were distributed in equal numbers into four experimental
groups, Control (C, 21 %O

2
), Intermittent Hypoxia (HI, 11 %O

2
),

Intermittent Hyperoxia (HOI, 30 %O
2
) and Intermittent Hypoxia

Hyperoxia (HHI, 11 % - 30 %O
2
). The protocols considered 5 cycles

of 5 min of dosing, for 50 min diary. It was performed in a semi-
hermetic chamber between 5 to 11postnatal days. The evaluations
of body growth and neuronal quantification were analyzed in male
pups, on postnatal day 28. Body weight in the intermittent hypoxia
group showed significant differences compared to the intermittent
hyperoxia group (HI vs HOI, p<0.01) and the intermittent hypoxia-
hyperoxia group (HI vs HHI, p<0.001). Body size decreased in the
Intermittent hypoxia-hyperoxia group with significant differences
compared to the control group (C vs HHI, p<0.05) and with respect
to the intermittent hypoxia group (HHI vs HI, p<0.01). The neuronal

count in the area CA1 of the hippocampus increased in the
intermittent hypoxia group with significant differences compared
to the control groups (C vs HI; p<0.05), to the intermittent hyperoxia
group (HI vs HOI; p< 0.001) and the intermittent hypoxia-hyperoxia
group (HI vs HHI; p<0.001). Finally, the intermittent hypoxia-
hyperoxia group decreased significantly in the number of neurons
compared with the intermittent hyperoxia group (HHI vs HOI;
p<0.001). Intermittent hypoxia showed beneficial results in body
growth and the number of neurons in the CA1 area of the
hippocampus, in contrast, intermittent hypoxia-hyperoxia
experienced adverse results with a decrease in these variables, in
the early postnatal period of the rat.

KEY WORDS: Oxygen; Hypoxia; Therapeutics; CA1
Region Hippocampal.
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