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I. INTRODUCCION

El desarrollo ontogenético en especies altriciales, sigue un patrén determinado que
le permite al neonato un maximo de supervivencia, con un minimo desarrollo morfoldgico
y funcional del encéfalo. Asi, las estructuras que son necesarias: para el control de las
funciones en el momento del nacimiento, maduran precozmente con respecto al resto que
seguira un programa de expresion progresivo relacionado con las demandas crecientes
del medio ambiente (Anokhin, 1964). Dan fundamento a este concepio (sistemogénesis)
- el desarrollo notable del reflejo de prension, succion y el apifiamiento de las crias en el
nido materno que se observan desde las primeras horas que siguen al parto. No obstante
gue durante el desarrollo algunas estructuras nerviosas anteceden a ofras en su
desarrolio (heterocronia), el cuidado materno durante esta etapa tendra un papel
fundamental para el crecimiento ulterior del recién nacido, hasta que éste adquiera las

habilidades para ser autosuficiente en el mundo exterior,

En la maybr parte de los mamiferos durante la etapa previa y posterior al parto
(periodo perinatal), hay un lapso temporal breve durante el cual diferentes tipos de
estimulos medio ambientales provocan alteraciones en la morfologia y el funcionamiento
del Sistema Nervioso Central (SNC). Estos cambios seran evidentes cuando el organismo
alcance la adultez, bajo la forma de trastornos del movimiento y de funciones cognitivas. A
este periodo de mayor vulnerabilidad del SNC se le ha denominado “periodo critico” o
‘periodo de rapido desarrollo cerebral’, dado que un mismo tipo de estimulacion antes o
después de este intervalo, tiene escasos o casi nulos efectos sobre las estructuras

encefalicas en desarrollo (Dobbing, 1972; Morgane, Austin-l_a France, Bronzino, Tonkiss y
: Galler, 1992). Derivado de estudios principalmente de neuromorfometria del desarrolio se
ha definido que la causa que esta relacionada con esta vulnerabilidad cerebral, es la
convergencia en el tiempo de numerosos procesos programados como la neurogénesis,
migracion, diferenciacion, sinaptogénesis, mielogénesis, gliogénesis, angiogénesis, etc,
que hacen muy fragil y sensible al tejido neuronal y a su funcion (Morgane et al., 1992).
De esta manera si los estimulos medio ambientales o epigenéticos actian en sincronia

cuando estos procesos citogenéticos son mas intensos, entonces la influencia o



modificacion en el desarrollo cerebral y funcional tendra mayores repercusiones a largo
plazo.

Desde el punto de vista neurobiologico, la conducta es la expresion en mayor o
menor grado de la actividad de las estructuras biolégicas que constituyen al orgahismo.
En los animales recién nacidos ocurre todo un conjunto de pautas conductuales, como el
caso, por ejemplo de [a succidbn mamaria para la alimentacion, el réflejo de prensién que
le permite al neonato sujetarse vigorosamente del pelo de la madre para asegurar su
supervivencia, y la conducta de apilamienfo mediante la cual las crias mantienen un
estrecho contacto corporal entre si y con la madre al reunirse en una masa o pila de

animales en el nido.

En los mamiferos como la rata el sistema somatosensorial es uno de los primeros
canales en desarrollarse y enviar informaci()h al cerebro en desarrolio (Alberts y Cramer,
1988). Este sistema se ubica en la piel y en los tejidos blandos que revisten casi el 100%
de la superficie corporal, por lo tanto se constituye en la fuente mas importante de
‘estimulacion sensorial temprana por encontrarse en contacto con el mundo exterior. En el
feto, la superficie corporal se activa fundamentalmente por los cambios posturales de la
madre. Después del parto, se incrementa su actividad por la propensién alta de las crias a
mantenerse apiladas formando una masa de animales, que tienen ademas un contacto

fisico intenso y estrecho con la madre (Gubernick y Alberts, 1984).

Dentro del marco conceptual de ubicacidén del presente estudio se muestra que
existen pocos antecedentes sistematizados acerca de la conducta de apifiamiento en la
rata recién nacida, por lo que se desconocen las posibles alteraciones en el desarroilo
neural causadas por la privacién sensorial materhal y de alimento siendo la falta de
nutrimentos un factor que impacta de manera negativa a este sistema neuronal. Por este
“motivo en el presente estudio se caracterizara el desarrollo de la conducta de apifiamiento
de ratas desnutridas durante el periodo predestete, y se determinara si este efecto
conductual se puede revertir al activar con estimulos sensoriales a los animales de ambos

grupos experimentales (control y desnutridos).



Il. ANTECEDENTES

l.as crias de especies altriciales que nacen con inmadurez motora, sensorial y
homeostatica, requieren de una intensa participacién de la madre, la cual no sélo les
provee de alimento y proteccion, sino también de una serie de cuidados dentro detl nido o
sus alrededores, que las mantienen aisladas del medio circundante y de los depredadores
(Adolph, 1957). Aunque en el binomio madre-crias la primera parece ser la mas activa
para promover a través de diversas sefiales la conducta de las crias, estas Ultimas
también son capaces de generar en la madre diferentes respuestas en una comunicacion
poderosa que es sutil, elegante, eficiente y que tiene aspectos hasta la fecha poco

conocidos.

La presencia y participacion de la madre es de gran utilidad para la regulacion de
diversas funciones del recién nacido que comprenden la ingesta de alimento, la
“termorregulacion, el equilibrio hidrico, la maduracion gonadal; la miccion, la defecacion,
etc, (Lebn, Croskerry y Smith, 1978; Moore y Ro'gers, 1984; Epstein, 1986; Brake, Shair y
Hofer, 1988; Westneat y Hail, 1992; Gonzalez, Lovic, Ward, Wainwright y Fleming, 2001).
De esta manera, el infante es una pieza clave para iniciar y mantener interacciones con la
madre, que serviran fundamentalmente para su supérvivencia en ia naturaleza y para el
desarrollo de su repertorio conductual (Fleming, O’ Day y Kraemer, 1999}, (Figura 1).

Las funciones del recién nacido son interdependientes con las de la madre, asi por
ejemplo: la succion, el contacto fisico y la emision de vocalizaciones de las crias, estan en
correlacion con los componentes de la actividad materna como el acarreo y lamido de las
crias, la construccion del nido, el amamantamiento, etc. En este sentido se sabe que la
madre y/o las crias, pueden interrumpir el contacto y la alimentacion para alejarse del nido
-y asi liberarse mutuamente del exceso de calor generado en la piel peluda de su vientre, o
para llevar a cabo otras actividades que no estén relacionadas con la crianza (Leon et al.,
1978; Brake et al., 1988). Paralelamente, se ha establecido que la inmadurez marcada en
la termorregulacion de las crias hasta los 10 dias de edad, se compensa parcialmente al
permanecer éstas la mayor parte del tiempo fijadas con la boca al pezén de la madre, que



al moverse de lugar incluso, arrastra consigo a una parte de su prole (Hall, Cramer vy
Blass, 1977). De esta manera las crias recién nacidas pueden permanecer fijas a los
pezones por horas, incluso sin que reciban leche en una succién que se ha denominado
no nutricional. También, la emisién de vocalizaciones por las crias podria servir como una
seftal para demandar alimento, liberacion de excretas y proteccion materna para el abrigo
y asi aliviar su deficiencia funcional (Cramer, Blass y Hall, 1980; Gubernick y Alberts,
1984; Gonzalez et al., 2001).
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Figura 1. Interaccién entre la madre.y sus crias. La madre provee a sus crias alimento y proteccion en el nido

y éstas promueven el cuidado maternal.

Las crias mas jovenes permanecen mayor tiempo fijas a los pezones de la madre
en comparacion con las mas grandes, ésto no significa que puedan estar constantemente
succionando e ingiriendo leche sino mas bien, que pudiera para ellas ser mas riesgoso
soltarse de la madre y tener alejados los pezones y la proteccion de ésta (Brake et al,,
1988). Las crias mas grandes en cambio son mas activas y pueden dejar por algun tiempo
los pezones maternos, o bien explorar varios pezones y elegir uno diferente para
alimentarse sin ningun riesgo (Brake et al., 1988). El hecho de que la fijacién al pezon sea
mas poderosa antes de los primeros 15 dias de edad, al mismo tiempo que promueve la
nutricion, incrementa la oportunidad para establecer contactos fisicos con la madre y

hermanos. Esto asegura que los neonatos sean capaces de dar y recibir una amplia



estimulacion somatosensorial, que pudiera ser de uiilidad para su propia maduracion
cerebral. A esta continua actividad entre las crias, se le asocia el frecuente lamido
impartido por la madre a cada recién nacido para liberarlo de sus excretas y de la
impregnacion cutanea de liquidos, secreciones y excremento provenientes del nido
(Gubernick y Alberts, 1984; Gonzalez et al., 2001).

'A. Ontogenia de la conducta de apifiamiento

En los mamiferos el término apifiamiento o conducta de agregacion se le asigha a
la pauta conductual que un grupo de individuos emplea para su termorregulacion (Donald,
2000). Durante el periodo neonatal y en el ambiente del nido las crias principalmente en
ausencia de la madre muestran tipicamente la conducta de apifiamiento, mediante la cual
- éstas se relnen estrechamente unas con otras formando una masa o un agrupamiento en
bateria mas o menos compacto en el nido (Figura 2). Eéte comportamiento es una de las
- primeras manifestaciones de la conducta social, que en forma mas clara y con grandes
variaciones y propositos se observa en los sujetos adultos de diferentes especies
(Fleming et al., 1999). En el caso de las crias de especies que nacen con una gran
inmadurez (altriciales) como la rata, el apifiamiento tiene una importancia capital, ya que
los recién nacidos no controlan su temperatura corporal debido a que la maduracién de
sus mecanismos termorreguladores, se alcanza aproximadamente hasta el dia 18
postparto (Barnett, 1969).
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Figura 2. Conducta de apifiamiento de 1as crias en e nido.



Por otra parte, la conducta de apifiamiento constituye uno de los elementos mas
importantes del repertorio conductual de la rata infante ya que durante .esa etapa del
desarrollo, también les sirve para ampliar‘ la interaccion somatosensorial con sus
congénereé y para promover su propio desarrollo encefalico (Simons y Land, 1987;
Richardson, Siegel y Campbell, 1988; Salas, Frias, Torrero, Regalado y Loranca, 1998).
Se sabe que en los recién nacidos el apifiamiento es vigoroso y persistente y que es
provocado por estimulos térmicos, luminosos, olfatorios y tactiles (Alberts, 1978a).
Durante el apifiamiento, las crias recién nacidas circulan a través del agrupamiento de
animales en una secuencia peculiar y relativamente ordenada, ya que las crias que en un
momento dado se encuentran en la superficie, penetran activamente hacia el centro del
apilamiento desplazando a las vecinas hacia la superficie. Estas Ultimas permanecen por
un tiempo inméviles flotando en la superficie del agrupamiento, para volver a penetrar a la
pila de animales al descender su temperatura corporal (Alberts, 1978b). Asimismo, las que
se ubicaron en el centro de la pila al ascender su temperatura corporal, empujan a sus
vecinas para salir a la superficie y de esta manera mantener una constante actividad a lo

.largo de los dias de la crianza (Figura 3).
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Figura 3. Reciclaje de crias para su termorreguiacion y estimulacion somatosensorial durante el apifiamiento.
Las flechas indican el sentido de la movilidad de las crias.

La conducta de apifiamiento también cumple ofras funciones importantes durante la

vida temprana en diferentes especies. Asi por ejemplo, al agruparse las crias en una



madriguera les sirve de proteccion y las aisla de los depredadores (Calhoun, 1962). Por
* otra parte, al mantener la madre a sus crias apifiadas en un mismo espacio le permite una
localizacion rapida y facil de ellas cuando se ha separado del nido por un tiempo, vy a la
vez incrementa la eficiencia del comportamiento maternal para la .alimentacién de las crias
y su proteccién durante las variaciones extremas de temperatura medio ambiental
(Whittow, 1971; Hudson, 1998).

1. Regulacion sensorial de la conducta de apifiamiento

La conducta de apifiamiento en la réta pUede desencadenarse por la influencia de
estimulos olfatorios, tactiles, térmicos y auditivos. Estos estimulos van impactando
gradualmente al recién nacido, asociados a eventos ontogénicos caracteristicos de la
maduracion de las vias sensc_)riales (Alberts, 1978a; Salas; Pulido, Torrero y Escobat,
1991, Escobar y Salas, 1995).

Se ha mostrado que la preferencia olfatoria esta directamente relacionéda con la
conducta social de la rata, asi algunos olores que son reconocidos durante la vida
temprana de las crias pueden producir un efecto de orientacion hacia donde se encuentra
el nido propiciando o anterior el apifiamiento de las crias (Brunjes y Alberts, 1979). Las
crias mas jévenes responden principalmente a estimulos térmicos mientras que en las
crias mayores de 15 dias de edad, el estimulo olfatorio supera al térmico en la expresion

de la conducta de apifiamiento (Alberts, 19783b).

Es importante sefalar que un apifiamiento de origen fisiologico en el cual es
importante mantener un equilibrio biolégico por ejemplo, una respuesta termorregulatoria,
es diferente a un apifiamiento de fipo filial en el que estd involucrada una conducta social
gue se va presentando cuando comienzan a madurar los sistemas sensoriales de las
crias, permitiendo que se maniengan ofro tipo de conductas como pueden ser las
reproductivas, agresivas, maternas, etc., las cuales jugaran un papel importante en el
desarrollo de la conducta social de las ratas adultas (Alberts, 1978a; Brunjes y Alberts,
1979).



2. Apiftamiento y estimulacion somatosensorial

l.os trabajos clasicos de Harlow (1959,1962) en el mono, mostraron el papel
revelante de la estimulacidon somatosensorial que la madre les da a sus crias recién
nacidas v lo que éstas reciben del medio ambiente. En efecto se establecié que la
deficiencia temprana en esta estimulacion, conduce a serias alteraciones en el control de
las respuestas emocionales de las crias. De estas experiencias se definidé que la
hipermotividad resuitante podria atenuarse, si los recién nacidos tenian oportunidad de
tomar contacto corporal frecuente con un mufieco revestido de felpa o de tela suave y
tersa. Por lo tanto, se ha establecido que ciertos estimulos tacties del tipo del
acicalamiento, el manoseo o el contacto corporal con un objeto rigido contorneado son
'capaces de generar respuestas innatas como puede ser el caso del apifiamiento de las
crias de rata (Alberts, 1978a).

Experimentos en los que se ha registrado la frecuencia cardiaca de crias
separadas de su madre, han revelado que la taquicardia resultante como respuesta
autondmica al estrés, se eleva significativamente al igual que los corticoides del plasma.
Por el contrério, cuando a estas mismas crias aisladas se le pone en contacto con la piel
de una madre anestesiada, con un fragmento de tela de textura suave o se les estimula
suavemente la piel con una brocha de pelo fino, decrece su frecuencia cardiaca y el
contenido de corticoides plasmaticos (Jeddi, 1970 ; Stanton, Wallstrom y Levine, 1987;
Richardson et al., 1988). Los estudios muestran el gran impacto funcional que tiene el
contacto fisico de las crias con la madre, para generar estimulos tactiles y de presion que
transmitidos al SNC promueven su desarrollo. Se ha establecido que en la respuesta de
apifiamiento en crias de 10 y 15 dias de edad, presentan esta conducta en el 90.2% y
92% respectivamente del tiempo que se ponen en contacto con un bloque de madera del
tamafio de una cria envuelto en tela afelpada y tersa (Alberts, 1978a).

En otra serie de experimentos se ha definido que una fuente importante de
estimulacion sensorial para el recién nacido, es el lamido que la madre le da en todo el

cuerpo, pero particularmente en la regidon anogenital (Moore, 1986; Gonzalez et al., 2001).



Asimismo, cuando el recién nacido recibe estimulacion de manoseo por un periodo breve
diario (5-10 min) y se evalua su capacidéd exploratoria y respuesta emocional, la primera
se incrementa y la segunda se atenla, correlacionandose también con una reducida
concentracién de corticoides plasméticos. De estos estudios se ha sugerido que la
estimulacién temprana somatosensorial provoca sus efectos reduciendo la respuesta al
estrés (Caldji, Tannenbaum, Sharma, Francis, Plotsky y Meaney, 1998; Liu, Diorio,
Tannenbaum, Cadlji, Francis, Freedman, Sharma, Pearson, Plotsky y Meaney, 1997;
Francis, Diorio, Liu y Meaney, 1299). |

B. Estimulacién sensorial temprana

De la informacion experimental obtenida en las ultimas cinco décadas, se ha
establecido que durante la ontogenia temprana, los estimulos provenientes del mundo
exterior tienen un papel relevante en la organizacion citoarquitectonica y funcional del
tejido cerebral. Asi, de los estudios de Hebb en 1949, se sabe que la estimulacion
sensorial puede promover las interconexiones neuronales en la corteza cerebral y la
formacién reticular mesénCeféIica, y de‘esta manera favorecer el establecimiento de
procesos cerebrales complejos como el aprendizaje. A mediados del siglo pasado, se
descubrid por serendipia que el “manoseo” diario aplicado a ratas recién- nacidas las hacia
mas tranquilas, crecian mas saludables y cuando se les sometia a pruebas de aprendizaje
cometian menos errores comparadas con Iasr no manipuladas (Bernstein, 1952;
Weininger, 1956, Denenberg y Smith, 1963). De este conocimiento también se definié que
los sujetos manipulados muestran menor respuesta al estrés ante situaciones novedosas
y hostiles, lo cual fue confirmado posteriormehte por otros autores (Levine y Mullins,
1968). También se sabe que la baja respuesta al estrés, se acompafia de menor
liberacion de corticoides plasmaticos y de menor emision de bolos fecales y de orina
(Suchecki, Rosenfeld y Levine, 1993; Van Qers, de Kloet, Whelan y Levine, 1998).

De otra serie de evidencias, se conoce que el manoseo y/o la exposicion de ratas

recién nacidas hasta el primer mes de edad a un ambiente enriquecido en estimulos



sensoriales, estimula el desarrollo de las dendritas distales y el niUmero de las digitaciones
espinosas en neuronas piramidales de la corteza cerebral (Schapiro y Vukovich, 1970;
Volkmar y Greenough, 1972). Paralelamente, de otros hallazgos se sabe que la
exposicién temprana de animales hacia ambientes variados enriquecidos sensorialmente,
provoca incrementos en el grosor de la corteza cerebral, en el nimero de las dendritas y
del contenido de acetilcolina y acetilcolinesterasa {Parnavelas, 1978). Por el contrario, en
las ratas recién nacidas la separacion materna diaria y del ambiente del nido por periodos
cortos, provoca dafio estructural al tejido cerebral contrario al efecto producido por la
esﬂmulacién de manoseo, es decir, reduccion en el tamafio de los arboles dendriticos,
menor nimero de ramas y de espinas sinapticas en varias zonas del encéfalo (Woolsey,
1990; Pascual y Figueroa, 1996; Rosenzweigh y Bennett, 1996). Todo este conjunto de
evidencias, ha sido importante para el establecimiento de las bases morfolégicas de la

estimulacién sensorial temprana.

Desde el punto de vista electrofisioldgico aunque no existe un amplio sustento
experimental, sin embargo, se ha descrito que la estimulacion sensorial predestete,
estimula el desarrollo de los potenciales eléctricos corticales. Asi se sabe que disminuyen
las latencias de los potenciales corticales de corta latencia (Leah et al., 1985). Asimismo,
la reduccion progresiva en la amplitud de los potenciales provocados que acompafian ai
fenbmeno de la habituacion, aparece mas rapido en los animales estimulados
comparados con sus testigos (Leah et al., 1985). Por el contrario, la disminuciéon gradual
en la amplitud de los potenciales provocados caracteristica de la habituacion, no ocurre, o
bien se presenta en forma mas lenta tanto en los animales de experimentacién como en
los lactantes humanos privados parcialmente de estimulos sensoriales (Lesfer, Klein y

Martinez, 1975; Parnavelas, 1978).

La desnutricibn experimental neonatal al retardar la maduracion de los canales
sensoriales y de las vias nerviosas que conducen la informacién sensorial, permite contar
con un modelo experimental de gran utilidad para generar conocimiento acerca del dafio
perinatal provocado por influencias epigenéticas. Asi se puede estudiar conductuaimente

los efectos de la privacién de estimulos sensoriales, las alteraciones de la relacion madre-
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cria y la recuperacion estructural y operativa provocada por la aplicacion de estimulacion
mediante el empleo de diversas rutinas de estimulacion sensorial (Torrero, Regalado,
Pérez, Loranca y Salas,1999; Regalado, Torrero, Salas, 1999; Pérez-Torrero et al., 2001).

Los mecanismos a través de los cuales se producen los efectos de la estimulacion
sensorial ain son motivo de estudio, pero pudieran relacionarse con la liberacion de
factores de crecimiento en los pies axonales de las neuronas o la liberacion de los propios
neurotransmisores que actuarian como factores tréficos en la diferenciacion y crecimiento
~neuronal. Por otro lado, existe la posibilidad de que la propia informacion neuronal bajo la
forma de impuléos nerviosos estimule el crecimiento axonal y el deposito de mielina
incrementando asi la velocidad de conduccion o bien indirectamente influyendo en la
maduracion endocrina de la respuesta al estrés (Suchecki et al.,, 1993; Ketelslegers y
Maiter, 1996; Francis, Dioro, Liu y Meaney, 1999).

C. Desnutricion perinatal y desarrollo cerebral

La desnutricion perinatal como resultado de la ingesta deficiente en la cantidad y
calidad del alimento, es el factor del ambiente externo que mas frecuentemente afecta el
desarrollo cerebral. La desnutricidon es una condicion compleja en la que hay una hotabie
reduccion en la ingesta de varios nutrimentos de la dieta, empobrecimiento en el ingreso
de sefiales sensoriales por un retardo en la aparicién de patrones conductuales normales,
y alteraciones en la distribuciéon de los componentes del medio interno que retardan y/o
alteran el desarrollo neuronal. El empleo de modelos animales altriciales como en el caso
de la rata cuyo desarrollo cerebral es muy similar al del hombre, ha sido de gran utilidad
para la caracterizacion del dafio al tejido cerebral y sus correiatos conductuales,

electrofisiologicos, endocrinos y neuroquimicos (Morgane et al., 1992).
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1. Efectos de la desnutricién perinatal sobre el desarrollo conductual

Las investigaciones en el campo de la desnutricion perinatal tanto en el hombre
como en los modelos animales, han mostrado que el desarrollo motor y las interacciones
del sujeto desnutrido con sus congéneres, se ven notablemente retardadas y son
deficientes en su ejecucion. Asi por ejemplo, en los animales desnutridos durante el
periodo neonatal ocurre un retardo en la aparicion y establecimiento de los reflejos de
enderezamiento, de pivoteo corporal, de la capacidad para colgarse y descender de una
cuerda o para regresar al nido (Altman, Sudarshan y Das, 1971). Asimismo, la habilidad
para el nado juzgada a traves de la posicion de la cabeza con respecto a la superficie del
agua, y de la medicion de la frecuencia de los movimientos de los miembros anteriores se
ve retrasada (Salas, 1972). Por otra parte la habilidad para asearse la cabeza, la piel y
realizar el rascado corporal con las patas, también se retardan en su aparicién y se
incrementan en su frecuencia como resultado de su control deficiente con respecto a los
animales testigos (Salas et al., 1991)..Las crias desnutridas tambien muestran un retardo
y alteracion de la locomocidn, siendo su marcha titubeante, con pasos cortos y elevacion
anormal del tren posterior (Gramsberger y Westerga, 1992). Por otro lado las crias
desnutridas se mantienen dispersas en el nido con escasa interaccién fisica con la madre

y sus hermanos.

Asimismo, las crias desnutridas al bajar su talla y reducir su peso corporal, se
hacen poco atractivas para la madre. Las madres estimulan menos a sus crias, pasan
menos tiempo alimentandolas, las acarician mas lentamente con respecto a los recién
nacidos normales (Galler y Propert, 1981). Estos efectos se han relacionado con la menor
emisién de vocalizaciones y liberacién de feromonas anogenitales que desencadenan la

atraccion materna (Brouette-Lahlou, Vernet-Maury y Chanel, 1991).
Todo este clmulo de evidencias pone de manifiesto que bajo los efectos de la

desnutricion perinatal el retardo en el desarrollo motor de las crias, asi como la atencion

deficiente de la madre, contribuyen a un retardo en el desarrollo motor de los recién
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nacidos el cual puede tener un impacto serio en el desarrollo del substrato neuronal
normal, como en la expresion de diversas conductas sociales en el estado adulto.

D. Sistema somatosensorial en roedores

Los mecanorreceptores de bajo umbral como son los corpusculos de Krause y
Paccini y los que se adaptan mas lentamente como los de Merkel y Ruffini, tienen
procesos dendriticos centrales que conducen sus impulsos nerviosos a las astas dorsales
de la médula espinal en las capas 3 a 6 de las laminas celulares de Rexed. Las terminales
de los foliculos pilosos son llevados estrictamente a la capa laminar 3 (Tracey y Waite,
1995). El grupo de fibras aferentes la y Il del huso muscular tiene sus terminaciones en
las capas 7 y 9 de las astas ventrales (la lamina celular 9 contiene informacion de las
motoneuronas) y las fibras Ib de los drganos tendinosos de Golgi terminan en las iaminas
5 ala 7. Algunas fibras desmielinizadas que son importantes para la nocicepcion terminan
en la capa 2 (substancia gelatinosa), y otras en la capa 1 (zona margihal). Asi en la
'substancia gelatinosa de la zona medial esta representado el pie de la rata y el muslo
proximal en la zona lateral (Tracey y Waite, 1995).

Las vias ascendentes llevan la informacién somatosensorial de los receptores
periféricos hacia las columnas dorsales de los haces espinotalamicos, espinorreticular y
del tracto espinocervical. La sensibilidad propioceptiva procede de receptores musculares
y articulares, y la del tacto discriminativo de las terminaciones de la raiz de los pelos y de
los corpusculos de Meissner. Se considera que esta via estd en relacién con la presién
profunda registrada por los corpusculos de Paccini y con la sensibilidad a la vibracion. Las
neuronas aferentes periféricas penetran a la médula espinal por la division medial de las
raices dorsales y llegan al cordon dorsal', donde se bifurcan. La rama descendente,
termina en el asta dorsal después de recorrer algunos segmentos; la rama ascendente se
incorpora a los fasciculos gracillis y cunneatus que se dirigen hacia los nucleos

homénimos del mismo lado, situados en la parie dorsocaudal del bulbo, este haz cursa
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por el tallo cerebral a través del leminisco medio llegando al nlcleo ventral posterolateral
(VPL) en el talamo (Tracey y Waite, 1995).

En los mamiferos, la informacion somatosensorial se conduce a lo largo de vias
nerviosas ascendentes que se originan en los receptores localizados en la superficie
corporal. Las sensaciones tactiles de |la cabeza y de la cara se transmiten primordialmente
a través del nervio trigémino hacia el complejo del mismo nucleo en el tallo cerebral. Las
fibras aferentes del nicleo del trigémino alcanzan las neuronas del ndcleo venral
posteromedial (VPM) del tdlamo donde forma un segundo relevo sinaptico.
Posteriormente, se proyecta entre las fibras aferentes provenientes del talamo a las
dendritas de las neuronas localizadas en la capa IV de la corteza somatosensorial S1
(Killackey, Jacquin y Rhoades, 1990; Woolsey, 1990; Tracey y Waite, 1995).

Por otro lado la informacion tactil generada en los receptores localizados en las
extremidades y en el tronco se conduce por [0s nervios sensoriales de la raiz dorsal hasta
las astas dorsales de la médula espinal. Esta informacién se transmite entonces hacia los
nicleos gracillis y cunneatus en el tallo cerebral, desde donde se proyectan al ndcleo
ventral posterolateral (VPL) del talamo y finalmente a la corteza somatosensorial S1.
(Killackey et al., 1990; Woolsey, 1990; Tracey y Waite, 1995) (Figura 4).

Esta breve descripcion de la via somatosensorial y ia riqueza de sus conexiones,
pone de manifiesto la importancia del substrato neuroanatémico por el que normalmente
se conducen cada instante millones de estimulos bajo la forma de potenciales de accion.
De este modo debe suponerse que la maduracion progresiva de este sistema durante la
ontogenia, desempefie un papel relevante como fuente de informacion parta el propio

tejido cerebral en desarrollo, su maduracion y la expresién conductual.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antecedentes indican que la desnuiricibn perinatal se acompafa de un
marcado retardo en la maduracién de las vias sensoriales, incluyendo a la olfatoria, ia
auditiva, la visual y la sensibilidad somatosensorial (Callison y Spencer, 1968; Math vy
Davrainville, 1980; Salas, Torrero, Regalado, Martinez-Gémez y Pacheco, 1994; Salas et
al., 1998; Torrero et al., 1999). Paralelamente, la conducta de apifiamiento es una de las
pautas conductuales mas importantes de la rata recién nacida, que es utilizada como
mecanismo de termorregulacién y de estimulacion s'omatosensorial. Asimismo, el encéfalo
de la rata recién nacida es muy vulnerable a la privaciéon sensorial y de alimento,
particularmente, en estructuras del SNC que transmiten e integran' la informacion
ascendente aportando experiencia sensorial a numerosos procesos cognitivos (Lester et
al., 1975; Stern y Johnson, 1990; Suchecki et al., 1993; Salas et al., 1994; Escobar y
Salas, 1995; Pascual y Figueroa, 1996; Torrero et al., 1999; Regalado et al., 1999;
Gonzalez et al.,, 2001). Las alteraciones en el desarrollo cerebral asociadas a la
desnutricion neonatal., sugeririan que el apifiamiento pudiera alterarse en su expresién‘
con deficiencias en la forma de iniciacion, asi como en el nGmero y duracion de los

contactos corporales'.
IV. HIPOTESIS

Con fundamento en estos antecedentes en el presente estudio se proponen las siguientes

hipdtesis:

« Elretraso en la maduracién sensorial y motora provocada por la desnutricidn neonatal,
se manifestara en alteraciones en el desarrollo de la conducta de apifiamiento de la
rata recién nacida.

+ La asociacion entre la desnutricion neonatal, el manoseo y la exposicion diaria a un
ambiente enriquecido en estimulos sensoriales, compensaran los posibles trastornos

en el desarrollo de la conducta de apifamiento en la rata neonata.
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V. OBJETIVOS
Objetivo general:

Caracterizar en ratas desnutridas durante el periodo neonatal el desarrollo de la

conducta social de apifiamiento.
Objetivos particulares:

1. Investigar que el efecto de la desnutricion neonatal sobre las ratas recién nacidas,
trastorna el desarrollo de la conducta de apifiamiento.

2. Identificar las posibles alteraciones en la iniciacion, duracién y la frecuencia de los
accesos de apilamiento en crias desnutridas.

3. Investigar si la asociacion entre la restriccion neonatal de alimento, el manoseo y la
exposicion a un ambiente enriquecido en estimulos senscriales modifica estas posibles

alteraciones.

VI. MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se emplearon crias de la variedad Wistar (Raftus norvegicus)
machos y hembras enire el dia 1 al 25 de edad nacidas en el bioterio del Instituto de
Neurobiologia, Campus Juriquilla de la Universidad Nacional Auténoma de México. Las
crias y sus madres se mantuvieron en condiciones de 12 h de luz (08 :00 a 20 :00 h} por
12 h de obscuridad, en un cuarto con temperatura controlada a 23 + 2°C, teniendo la
madre libre acceso al agua y al alimento (chow de Purina).
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Animales

Para la obtencidén de las crias del experimento, se aparearon ocho ratas hembras
virgenes adultas (200-300 g) por caja, con 2 machos adultos normales en jaulas de
plastico transparente (50x40x20 cm) con agua y alimento (chow de Purina) ad libitum.
Aproximadamente 4 dias antes del parto, las ratas embarazadas se colocaron en cajas
individuales de maternidad de plastico transparente (45x30x20 cm), con aserrin en el piso
(3cm del altura), agua y alimento (chow de Purina) ad libitum. Con el proposito de verificar
la fecha del parto se revisaron las cajas de maternidad diariamente por la mafana (09:00
h) y por la noche (20:00 h). En caso de enconirarse crias con la madre o que ésta se
encontrara pariendo, se anotd esa fecha como dia cero de edad. Transcurridas 24 h
después del parto, se mezclaron las crias provenientes de va-rias madres que hubiesen
parido el mismo dia, ajustandose cada camada a un total de 8 crias por madre (4 hembras
y 4 machos). El procedimien'fo. de redistribucidon de crias a cada una de las madres, tuvo
como proposito el minimizar la participacion de posibles factores genéticos y diferencias
bioldgicas entre las camadas que pudieran influir en los resultados del estudio (Diagrama

)3
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Desnutricion

Para desnutrir a las crias, se empled ei meétodo de separacion parcial diaria, de las
mismas 6 crias de una camada (3 hembras y 3 machos), de un total de 8 crias por
camada colocandolas en una incdbadora (Diagrama 1) a temperatura regulada (28°C)
durante 12 h (08 :00 a 20 :00 h) del dia 1 al dia 21 de edad. Los animales restantes (n=2)
permanecieron en el nido con la madre para reducir la declinacién de la lactancia y no
formaron parte del experimento. En este procedimiento de desnutricién las crias que
permanecieron en la incubadora, ademas de desnutrirse y mantener su temperatura,
fueron privadas de los estimulos sensoriales provenientes de la madre, de los hermanos y

del medio ambiente del nido. Durante el periodo de desnutricibn se marcé a las crias
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~ desnutridas con un punto de color deleble en la cabeza igual al de su camada, para
identificarlas facilmente al regresarlas con la madre al nido correspondiente después de

cada sesion de desnutricion.

Se formaron cuatro grupos experimentales (n=6 crias/grupo). Un primer grupo de
ratas control (Grupo C), sin privacion de alimento proveniente de las camadas que
permanecieron todo el tiempo con ia madre en el nido con libre acceso a la succic’)h,
excepto por periodos breves de tiempo para evaluar su desarrollo fisico y para registrar su
conducta de apifiamiento. Un segundo grupo de ratas sin privacién de alimento, que
recibieron ademas de la estimulacién habitual de la madre, estimulacion sensorial
temprana (Grupo CEs). Se tuvo un tercer grupo de ratas desnutridas que se les privé del
alimento por 12 horas al separarlas de sus madres y colocarlas en una incubadora (Grupo
D). Finalmente, se formé un cuarto grupo de ratas desnutridas igual al grupo anterior, pero

que recibieron estimulacién sensorial temprana (Grupo DEs) (Diagrama |).

El desarrollo fisico de las crias se evalud a través de la determinacidn del peso
corporal cada 5 dias (dias 5, 10, 15 y 20 postparto) en cada uno de los grupos
experimentales.

Estimulacion sensorial

La estimulacién sensorial temprana de los grupos CEs y DEs se llevd a cabo
mediante el manoseo de las Crias del dia 1 al dia 14 de edad. Para este fin se utilizé una
caja de plastico transparente (35x25x15 cm) con cama de aserrin de 3 cm. La
estimulacion sensorial consistic en aplicar manoseo continuo a las crias, estimulacion
vestibular y de presion durante 5 minutos una vez al dia (Diagrama Il). Del dia 15 al 20
postparto las crias estimuladas de cada camada se colocaron en una caja de plastico
transparente (50x40x20 cm) con cama de aserrin de 3 ¢cm en el piso. La caja contenia
ocho “juguetes” de plastico y de madera, los cuales se cambiaron diariamente de forma

aleatoria con la ayuda de la tabla de nimeros al azar. Durante la exposicién a la caja de
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estimulacién sensorial, los animales también recibieron estimulos sonoros generados por

un radio durante 30 minutos. Durante la estimulacion sensorial los animales incrementan

Diagrama |

MATERIAL Y METODOS: CONDICION NUTRICIONAL

Cruza de 8 hembras con 2 machos Wistar

(250-300 g) normales/caja (dias 1-15 de gestacion)

Separacion de ratas prefiadas.
Parto y ajuste de crias (n=8/camada) 4
hembras y 4 machos (dia 1 postparto}

GRUPO DESNUTRIDO (D) GRUPO CONTROL (C)
Desnutricion por separacion diaria Crias no moiestadas con chow
de crias (n=6 / camada) de Purina y agua ad libitum,
en incubadora a 28°C por 12h temperatura 23 + 2°C, 50%
(08:00-20:00 h) dias 1-24 de edad humedad. (n=6/crias/camada)_

|

Luz roja (75W), temperatura 29°C
n=6 crias (3 hembras y 3 machos)

REGISTRO DE LA CONDUCTA DE APINAMIENTO
Dias 5,10,15 y 20 postparto, 2 grupos diferentes por edad.
Videograbacién por 60 min en cuarto sonoamortiguado.

REGISTRO DEL DESARROLLO FiSICO
 Peso corporal dias 5,10,15 y 20 postparto
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Diagrama Il.

MATERIAL Y METODOS: INTERACCION ESTIMULACION SOMATOSENSORIAL Y

CONDICION NUTRICIONAL

Cruza de 8 hembras con 2 machos Wistar

(250-300 g) normales/caja (dias 1-15 de gestacion)

Separacion de ratas prefiadas.
Parto y ajuste de crias (n=8/camada) 4
hembras y 4. machos (dia 1 postparto)

GRUPO DESNUTRIDO (DEs) GRUPO CONTROL (CEs)
Desnutricion por separacion diaria Crias no molestadas con chow
de crias (n=6 crias / camada) de Purina y agua ad fibitum,
en incubadora a 28°C por 12h temperatura 23° + 2°C, 50%
(08:00-20:00 h) dias 1-20 de edad. humedad. (n=6 crias/camada).
Manoseo continuo por & min del dia 1-14, ‘ Manoseo por 5 min del dia 1-14,
caja de estimulacion del dia 15-20 caja de estimulacion del dia 15-
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Luz roja (75W), temperatura 29°C
n=6/crias (3 hembras y 3 machos)

REGISTRO DE LA CONDUCTA DE APINAMIENTO
Dias 5,10,15 y 20 postparto, 2 grupos diferentes por edad.
Videograbacidn por 60 min en cuario soncamortiguado.

REGISTRO DEL DESARROLLO FiSICO
Peso corporal dias 5,10,15 y 20 postparto
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notablemente su actividad motora, corren, se persiguen unos a otros, trepan por las
rampas y escaleras, se introducen a tubos de plastico, se mecen y saltan en el piso. En
ocasiones mueven los objetos con el hocico, activan una rueda giratoria y frecuentemente
se enciman, forcejeando y rodando por el piso. Esta actividad fue mayor durante los
primeros 10 minutos, declinando gradualmente hasta los 30 min del procedimiento de

estimulacion sensorial (Figura 5).

Figura 5. Caja de estimuiacion sensorial para las crias de 15 a 20 dias postparto.

TESIS Cow

Registro y evaluacion de la conducta de apifiamiento | FALLA DE ORIGEN

La conducta de apifiamiento se filmd en un circuito cerrado de television marca
Sony, modelo SLV-X511 iluminando el ambiente con luz roja (75 W) colocada a 50 cm de
distancia del area de registro. Las pruebas se lievaron a cabo en la primera mitad de la
fase del ciclo de luz (11:00 h). Para el registro conductual, se utilizo una caja de plastico

transparente (31X23X15 cm), con cama de aserrin de 2 cm de altura, colocando la caja
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dentro de una camara sonoamortiguada (3.50X3.10X2.40 mt) ubicada dentro del area del

laboratorio que reduce al minimo diversos distractores a los animales.

Las pruebas de la conducta de apifiamiento se realizaron en los dias 5, 10, 15y 20
de edad, llevandose a cabo de la siguiente manera: se tomaron 6 miembros de cada
camada (3 hembras y 3 machos), en cada una de las edades colocandolos dentro de la
caja de registro antes mencionada, mantenida a 29°C de temperatura (Diagrama 1y Il).
Con el propésito de medir el reciciaje de las crias a la masa de animales, se marcd con
una linea interrumpida el dorso de dos crias con tinta de color deleble. De esta forma, era
facilmente en los registros medir la frecuencia de ingreso y egreso a la pila de las crias
marcadas. Posteriormente, la conducta de apifiamiento se filmo durante 60 minutos en
cada uno de los grupos experimentales mencionados. Para los dias 5, 10, 15 y 20 de
edad, se utilizaron crias provenientes de diferentes camadas. En todos los casos, los
registros fueron codificados para asegurar que se hicieran observaciones aleatorias con
respecto a la edad y la condicion experimental.

La evaluacion de la conducta de apifiamiento se lievé a cabo posteriormente a los
registros mediante la observacion de las grabaciones a velocidad normal, en un monitor y
una videograbadora marca Sony, modelo SLV -X511, en las que se cuantificé de continuo

los siguientes parametros del apilamiento definidos como sigue:

1. Tipo de apifiamiento. Se evaluaron 2 tipos de apifiamiento, en forma de bateria y de
pila: a) Se considerd apifiamiento en bateria cuando las crias se dispusieron una junto
a otra tomando contacto maximo con sus flancos, y b) el apifiamiento en pila en el cual
las crias se agruparon una sobre otra formando una masa de animales (Figura6 Ay
B).

2. Latencia al primer apiﬁamiehto. Se definié como el tiempo que le llevd a un minimo
de 3 crias en agruparse formando un apifiamiento.

3. Duracion del apifiamiento. Se definid como el tiempo que permanecieron agrupadas

un minimo de 3 crias.
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4. Temperatura generada durante el apifiamiento. Se tomo la temperatura de la masa
formada por las criaé al inicio del registro de la conducta de apifiamiento y al final del
mismo. _ .

5. Frecuencia de ingreso y egreso de las crias al apiﬁamiento. Se definié como el
namero de veces que las crias marcadas con finta sobre el dorso, penetraron o

salieron del apifiamiento en el curso de una hora (Figura 6B).

En dado caso de que alguna camada no mostrara la conducta de apifiamiento se tomaba

a otra camada para que desarrolle la conducta.

La medicion de la temperatura se realizé introduciendo suavemente un termometro

digital de punta pequefia (1 mm) a la base de la pila de animales una vez que ésta quedé
formada.

Para evitar errores en la observacion se realizaron pruebas doble ciego.
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B

Figura 6. En A, se muestra el tipo de apifiamiento en bateria, en el que solo estan en contacto los flancos de
las crias, mientras que en B, se muestra el tipo de apifiamiento en pila, en el cual las crias estan encimadas

una sobre otra formando una masa de animales.
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Analisis estadisticos

Para el peso corporal y temperatura se utilizd un ANOVA de 2 vias para medidas
independientes, 4 (condiciones experimentales) x 4 (edades). En el caso del tipo de
apilamiento se utiliz6 un ANOVA de 3 vias para medidas independientes, 4 (condiciones

experimentales} x 4 (edades) x 2 (tipos de apilamiento).

En la latencia, duracion del primer apilamiento y frecuencia de reciclaje de las crias
marcadas se utilizdé un ANOVA de 2 vias para medidas independientes, 4 (condiciones
experimentales) x 4 (edades). En todas las pruebas conductuales se empled una prueba
de Fisher como prueba post-hoc. En todas las comparaciones estadisticas que se

realizaron el nivel minimo de significancia se establecié en el 5%.

VIi. RESULTADOS

Inicialmente se dividieron los grupos en machos y hembras. Puesto que no se
encontraron diferencias significativas en ninglin componente de la conducia de
apifiamiento, las comparaciones estadisticas entre los grupos experimentales se

realizaron ¢conjuntando las mediciones de ambos sexos.
Efectos sobre el peso corporal

Los resultados muestran que la desnutricidon interfiere de manera importante en el
desarrollo fisico de las crias. La figura 7, muestra la ganancia de peso corporal hasta los
20 dias de edad dei estudio. El peso corporal de los sujetos del grupo D asi como del
grupo DEs se redujo significativamente, (F(3,383)=133.86, p<0.0001) con respecto a los
testigos y también fue modificado significativamente por el factor edad,
(F(3,383)=1553.15, p<0.0001). Los resultados del ANOVA por factor, mostraron efectos
significativos en la interacciébn de los factores tratamiento (estado nutricional y
- estimulacién) vy la edad, (F(9,383)=11.42, p<0.0001). Ei analisis post hoc mostré

26



Analisis estadisticos

Para el peso corporal y temperatura se utilizd un ANOVA de 2 vias para medidas
independientes, 4 (condiciones experimentales) x 4 (edades). En el caso del tipo de
apilamiento se utiliz6 un ANOVA de 3 vias para medidas independientes, 4 (condiciones

experimentales} x 4 (edades) x 2 (tipos de apilamiento).

En la latencia, duracion del primer apilamiento y frecuencia de reciclaje de las crias
marcadas se utilizdé un ANOVA de 2 vias para medidas independientes, 4 (condiciones
experimentales) x 4 (edades). En todas las pruebas conductuales se empled una prueba
de Fisher como prueba post-hoc. En todas las comparaciones estadisticas que se

realizaron el nivel minimo de significancia se establecié en el 5%.

VIi. RESULTADOS

Inicialmente se dividieron los grupos en machos y hembras. Puesto que no se
encontraron diferencias significativas en ninglin componente de la conducia de
apifiamiento, las comparaciones estadisticas entre los grupos experimentales se

realizaron ¢conjuntando las mediciones de ambos sexos.
Efectos sobre el peso corporal

Los resultados muestran que la desnutricidon interfiere de manera importante en el
desarrollo fisico de las crias. La figura 7, muestra la ganancia de peso corporal hasta los
20 dias de edad dei estudio. El peso corporal de los sujetos del grupo D asi como del
grupo DEs se redujo significativamente, (F(3,383)=133.86, p<0.0001) con respecto a los
testigos y también fue modificado significativamente por el factor edad,
(F(3,383)=1553.15, p<0.0001). Los resultados del ANOVA por factor, mostraron efectos
significativos en la interacciébn de los factores tratamiento (estado nutricional y
- estimulacién) vy la edad, (F(9,383)=11.42, p<0.0001). Ei analisis post hoc mostré
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diferencias significativas (p<0.01) entre el grupo C y el grupo D y entre los grupos CEs y
DEs en las edades de 5, 10, 15 y 20 dias. Esto indica que se hace mas evidente el efecto
de la desnutricion conforme se incrementa la edad de los sujetos experimentales (Figura
7).
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Figura 7: Peso promedio de las crias de los grupos control (C), desnutrido (D), control con estimulacion {CEs)
y desnutrido con estimulacién (DEs), a los 5,10,15 y 20 dias postparto. LLos sujetos det grupo Dy DEs de los
diferentes grupos de edad, pesaron significativamente menos gue sus contreles y CEs correspondientes en
todas las edades, (**) p<0.01. El grupo CEs de 15 dlas pesé menos que el grupo C de la misma edad (*)
p<0.05. (++) indica diferencias significativas p<0.01 entre las diferentes edades de todos los sujetos
experimentales; n=24 sujetos por condicién experimental. :
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Cambios térmicos asociados al apinamiento y la edad

Temperatura inicial

En la temperatura inicial de la pila de animales, los resultados del ANOVA por factor
no mostraron efectos significativos relacionados con el tratamiento (condicion nutricional y
estimulacion), (F(3',123)=2.215', p=0.0905). Tampoco hubo diferencias significativas con la
edad de las camadas, (F(3,123)=1.451, p=0.2321), ni de la interaccion de ambos factores
(tratamiento x edad).

Temperatura final

El andlisis de la temperatura final torhada al término del registro (Figura 8), mostro
un efecto significativo del factor tratamiento, (F(3,123)=5.013, p=0.0027), asi como del
factor edad, (F(3,123)=8.898, p<0.0001) y la interaccion entre ambos factores,
(F(3,123)=3.70577, p=0.0004). Las pruebas post hoc mostraron en los grupos estimuiados
(CEs y DEs) de 5 dias de edad tienen una temperatura significativamente menor con
respecto a sus grupos contrdles respectivos (C y D), estos mismos grupos estimulados a
través del desarrollo fue aumentando su temperatura (Ver grafica 8). El grupo D de 10
dias mostrd también una temperatura significativamente menor respecto a los grupos C,
CEs y DEs de la misma edad asi como en los grupos de la misma condicién nutricional’
pero de diferente edad (ver Figura 8).
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CAMBIOS DE LA TEMPERATURA PROMEDIO AL FINAL DEL REGISTRO DE LA
CONDUCTA
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Figura 8: Media'promedio de la temperatura final del apifiamiento, (**) nos indica una p<0.01 comparados con
su respectivo Grupo Control (C) en la misma edad y (°°) nos indica una p<0.01 entre los grupos con el mismo
tratamiento en las diferentes edades.
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Latencia de apifiamiento

La latencia de apifiamiento se muestra en la Figura 9. Hubo diferencias
significativas en el factor edad de cada grupo experimental, (F(3,123)=17.22426,
p<0.0001); mientras que no hubo efecto del tratamiento y la interaccion de ambos factores
(tratamiento X edad). En las pruebas post hoc los grupds de las edades de 10 y 15 dias
mostraron una latencia significativamente menor para mostrar la conducta de apifiamiento
comparandolos con los grupos de 5 dias los cuales tardaron mas tiempo en mostrar la
conducta. En los grupos experimentales de 20 dias sélo el grupo desnutrido mostré una
latencia mayor comparandolos con los grupos de 10y 15 dias de edad (ver Figura 9).

LATENCIA PROMEDIO EN CAMADAS QUE MOSTRARON LA CONDUCT
DE APINAMIENTO '
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Figura 9. (°°) nos indica una p<0.01 y (°) una p<0.05 en comparacién con el grupo C5.
(**) nos indica una p<0.01 en comparacion con los Grupos D de 5 y 20 dias de edad.
(++) nos indica una p<0.01 comparado con el Grupo DEs de 5 dias.

Para el significado de las abreviaturas ver la pagina 29.
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Duracion del apiftamiento

Las pruebas estadisticas mostraron un efecto significativo del factor edad,
(F(3,123)=13.06903, p<0.0001), pero no del tratamiento que se les aplicé a cada grupo
experimental ni de la interaccién de ambos factores (tratamiento x edad). Al realizar las
comparaciones post hoc en la duracién promedio de la conducta se enconfré que los
grupos de la edad de 5 dias duraron menos tiempo apifiadas en comparacion con. los
grupos de las edades de 10 y 15 dias postparto. En el caso de los Grupos C y D de 20
dias de edad duraron menos tiempo apifiadas en-comparacién con los grupos C y D de 15
dias de edad.(Figura 10).
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Figura 10. (**) nos indica una p<0.01 en comparacion con el Grupo C de 5 dias.
{(*) nos indica una p<0.05 vy (°°} una p<0.01 en comparacién con el Grupo D de 5 dias.
(+) nos indica una p<0.05 y (++) una p<0.01 en comparacion con el grupo CEs de 5 dias.
(&) nos indica una p<0.05 comparando con el grupo DEs de 5 dias y (&) una p<0.05 en
comparacion con los grupos C y D de 15 dias.

Para el significado de las abreviaturas ver la pagina 29.
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Duracion del tipo de apifiamiento

El andlisis estadistico de la duracién de la conducta de apifiamiento que se midié
en los grupos, indico que no hay un efecto significativo del tratamiento que se les aplico a
cada uno de los grupos, pero si hay si hay un efecto significativo de la edad,
(F(3,216)=5.74582, p=0.0008) y del tipo de apifiamiento, (F(3,216)=79.46414, p<0.0001),
asi como la interaccion entre estos dos tipos de factores, (F(3,216)=52.61208, p<0.0001).
Debido a que no se mostrd efecto significativo del tratamiento se muestran las graficas de
forma individual para el grupo Control (C), Desnutrido (D), Control estimulado CEs y
Desnutrido estimulado DEs. El andlisis post hoc realizado mostré que la duracilt')n del tipo
de apifiamiento de todos los grupos experimentales fue muy similar durante su desarrollo,
donde todas las camadas duraron mas tiempo mostrando la conducta en bateria en crias
muy jovenes (5 dias de edad) y éste tipo de conducta disminuia conforme las crias se
iban creciendo y a partir de los 10 dias la duracidn de apifiamiento en pila fue mayor en
todos los grupos experimentales y esta conducta se mantuvo constante hasta la edad de
20 dias (ver Figura 11 A, B, C y D).
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DURACION PROMEDIO DEL TIPO DE APINAMIENTO
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Figura 11: (**) nos indica una p<0.01 entre el tipo de apifiamiento (bateria o pila) en cada uno de los
tratamientos que se aplico a las camadas. (+) indica una p<0.05 y (++) una p<0.01 en la duracién de
apiflamiento en bateria comparado con el grupo de 5 dias de edad respectivo. (°) indica una p<0.05 v {°°) una
p<0.01 en la duracidon de apifiamiento en pila donde es significativamente mayor comparado con ef grupo de
5 dias con la misma conducta y su respectivo tratamiento de cada grupo experimental.
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Frecuencia de reciclaje

La frecuencia de reciclaje mostré un efecto significativo del tratamiento que se les
dio a cada uno de los grupos, (F(3,123)=10.071, p<0.0001), asi como de la edad de las
crias, (F(3,123)=29.037, p<0.0001). La interaccion de ambos factores (tratamiento X
edad) reveld un efecto significativo, (F(9,123)=2.263, p=0.0232). En la Figura 12 se
muestra que en la edad de 5 dias todos los grupos experimentales tuvieron una
frecuencia de reciclaje menor con respecto a los grupos de las edades de 10, 15 y 20 dias
de edad. El grupo C de 5 dias tuvo una frecuencia de reciciaje significativamente menor
comparado con los grupos C 10, 15 y 20 dias. También en los casos de D, CEs y DEs de
5 dias postparto la frecuencia de reciclaje de las crias fue significativamente menor
comparandolos con las edades de 10, 15 y 20 dias de la misma condicion experimental
respectivas. Estos resultados nos indican que como se fueran desarrollando las crias la

frecuencia de reciclaje aumento.

Cabe destacar que el grupo desnutrido (D) a partir del dia 15 mostré una mayor
frecuencia de reciclaje comparado con los demas grupos experimentales de la misma
edad y esto se mantuvo significativamente elevado hasta los 20 dias postparto siendo
esto un efecto importante del tratamiento que se le aplicé a este grupo y este efecto se
revierte al estimular a la camada (DEs) hasta llegar a ser muy similar al grupo control'(ver
figura 12)
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FRECUENCIA DE RECICLAJE DE CRIAS MARCADAS DURANTE EL REGISTRO
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Figura 12. (++) nos indica una p<0.01 y (+) p<0.05 comparado con el grupo C de 5 dias de edad.
(°°) indica una p<0.01 comparando los grupos con €l grupo D de 5 dias de edad.

{(##) indica una p<0.01 comparando con el grupo CEs de 5 dias.

(8&&) indica una p<0.01 y (&) una p<0.05 comparado con el grupo DEs de 5 dias.
(**) nos indica una p<0.01 entre los grupos de la misma edad y diferente tratamiento.

Para el significado de las abreviaturas ver la pagina 29.
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Frecuencia de apinamiento en la edad de 5 dias

Como hallazgo enconfrado durante el analisis de la conducta de apifiamiento se
observé que en la edad de 5 dias la mayor parte de los grupos estimulados CEs y DEs (5
de 8 camadas) no mostraron la conducta de apifiamiento por lo menos durante el periodo
de una hora de registro (n=8 por cada condicién experimental). Por el contrario en ias
edades de 10, 15 y 20 dias todas las camadas mostraron claramente esta conducta, Con
base en este comportamiento se realizd una prueba de Fisher para analizar estos
resultados. El analisis mostro que no hubo diferencias significativas entre los grupo Cy D,
mientras que el grupo C en comparacion con los grupos CEs y DEs present6 una mayor
frecuencia para mostrar la conducta de apifiamiento (p=0.0128); y el comparado con el
grupo D y los grupos CEs y DEs también mostré una mayor frecuencia de apifiamiento
que no alcanzo el nivel de significancia elegido (p=0.06)

NUMERO DE CAMADAS QUE PRESENTAN LA CONDUCTA DE APINAMIENTO
EN LA EDAD DE 5 DIAS

&)
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[ o= [&)] [»)] -]
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Control Desnufrido CEs ‘ DEs

Tratamiento

Figura 13, Se muestra la frecuencia de apifiamiento en los grupos de 5 dias de edad postpario en donde (**)
nos indica una menor tendencia (p=0.01) en mostrar la conducta de los grupos estimulados (CEs y DEs)
comparados con los grupos C de la misma edad (n=8 camadas por condicién nutricional).

Para el significado de las abreviaturas ver la pagina 29.
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VIIl. DISCUSION

Los resuitados muestran que los animales desnutridos durante el periodo neonatal
(grupos D y DEs) reducen gradualmente su peso corporal a lo largo de los dias del
estudio, comparados tanto con los animales del grupo sin estimulacién sensorial (C) como
con ella (CEs). Asimismo, la estimulacidn sensorial del tipo de manoseo aplicada desde el
dia 1 al 14 postparto a los sujetos del grupo DEs, no parece generar diferencias en el
peso corporal con respecto al grupo D. En cambio cuando se utiliza la exposicion hacia un
ambiente sensorialmente enriquecido desde el dia 15 al 20 de edad en los animales del
grupo DEs, éstos reducen menos su peso corporal comparados con las ratas del grupo D

que no recibieron esta estimulacion.

Por otro lado la pendiente de incremento de peso corporal en los sujetos de los
grupos D y DEs a lo largo del experimento, fue menor comparada con la que siguieron los
animales de los grupos C y Ces, mostrando un efecto acumulativo de la disminucion de
peso. Paralelamente, entre los sujetos de los grupos C y CEs, sélo hubo una disminucion
de peso en la edad de 15 dias del grupo CEs y esto pudiera estar relacionado al efecto
del manoseo suave que se aplicd a los animales, el cual promueve la disminucion del
peso de los animales (Michel y Cabanac, 1999) (Figura 7). Sin embargo, tomando estos
resultados en su conjunto, parece evidente que la experiencia temprana de manoseo de
las crias recién nacidas, asociada a la exposicidon diaria a un ambiente enriquecido
sensorialmente, afecta en menor grado a los sujetos de los grupos CEs y DEs que logran
asi incrementar su peso corporal. Aunque hay reportes contradictorios que indican que la
estimulacion sensorial temprana provoca una- ligera pérdida de peso corporal, sin
embargo, estos hallazgos son congruentes con ofros estudios que muestran que la
estimulacion sensorial temprana, promueve la ingesta de alimento, el incremento de peso
corporal y la atenuacion de la respuesta al estrés causada por la privacion de alimento
(Bernstein, 1952; Escobar y Salas, 1987; Rosenzweigh y Bennett, 1996; Salas, Regalado
y Torrero, 2001). Estos resultados ponen en evidencia el caracter multidependiente del
peso corporal, que amerita un analisis experimental adicional mas detallado de sus

mecanismos de regulacion que no es posible aqui establecerla ya que no fue el propésito
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fundamental del presente estudio.

Tomando en cuenta que la conducta de apifiamiento estd estrechamente
relacionada con el control de la temperatura corporal, cuando se mantiene constante la
temperatura de la caja de registro durante la prueba de apifiamiento, en general la
temperatura inicial y final de la pila es similar en todas las edades. En la temperatura
promedio al final de la prueba el grupo D de 10 dias muestra una temperatura menor en
comparacion a los grupos experimentales de la misma edad, lo que pudiera sugerir que el
efecto de la privacion de alimento promueve una deficiencia para la regulacién de la
temperatura y que a la edad de 15 y 20 dias ésta se compensa gradualmente. Sokoloff y
Blumberg (2000 y 2001), encontraron que las crias de 8 dias de edad muestran un
incremento en el tejido adiposo pardo (BAT) en comparacion con crias mas jovenes,
siendo este tejido adiposo-pardo muy importante para la termogénesis en un ambiente
frio. Por el contrario para el caso de los valores de temperatura registrados al final de la
prueba de apifiamiento en la edad de 5 dias, los sujetos de los grupos CEs y DEs tienden
a una temperatura final menor, en comparacién con los grupos a los que no se les aplico
estimulacion. Estos resultados son similares a los estudios de Sullivan, Shokrai y Leon
(1988) quienes estimularon a crias de 5 y 6 dias postparto, y encontraron que la
temperatura rectal de los animales manipulados mostraba una menor temperatura
comparada con los grupos no manipulados. Una de las razones por la que estos animales
perdian calor era que aumentaba su frecuencia respiratoria y por lo tanto-tenian una

mayor pérdida de calor en forma de vapor de agua (Sullivan et al., 1988).

Los resultados relacionados con la latencia de apifiamiento muestran basicamente
que en la edad de 5 dias, la mayoria de los grupos experimentales tardaron mas tiempo
en mostrar la conducta de apifiamiento (Figura 9). Esto pudiéra estar relacionado con la
dificultad que tienen las crias de esta edad para moverse. Sokoloff y Blumberg (2000 y
2001) han encontrado que las crias muy inmaduras en sus mecanismo motores
dificilmente pueden desarrollar una conducta de apifiamiento adecuada y conforme se

 vayan desarroliando, estas deficiencias se compensan de forma importante. Las crias en

las edades de 10, 15 y 20 dias mostraron una gran tendencia a mostrar la conducta de
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apifiamiento de forma rapida, pero el grupo D de 20 dias tardé mas tiempo en mostrarla.
En este sentido se ha visto que en los animales desnutridos hay un aumento de la
actividad motora, un incremento de la excitabilidad cortical ante la aplicacion de estimulos
sensoriales, asi como una mayor frecuencia en la expresion del juego social, lo cual pudo
haber influido para mostrar la prolongacion en la latencia para el apifiamienio de este
grupo de 20 dias de edad (Salas, Pulido, Torrero. y Escobar, 1991; Salas, Diaz y Cintra,
1977; Loranca, Torrero y Salas, 1999} y es probable que estas otras actividades compitan

con la conducta de apifiamiento.

Con relacion a la duracién del apifiamiento no se encontraron. diferencias
significativas asociadas al tratamiento experimeﬁtal aplicado a cada uno de los grupos,
pero si hubo diferencias significativas asociadas a la edad. Sin embargo, hay un efecto
significativo en la interaccion entre los tratéfnientos y el factor edad. La Figura 10 muestra
que en particular a los 5 dias de edad, todos sujetos experimentales permanecieron
menos tiempo apilados en comparacion a los grubos experimentales de las demas
edades (10, 15 y 20 dias) en los que la duracion del apifiamiento fue mayor. Este
hallazgo, puede ser explicado porgue el manoseo asociado a la inmadurez en el
desarrollo de los recién nacidos, podria limitar la habilidad para el encuentro de las crias y
la duracion del apifamiento. Esta posibilidad se fortaleceria considerando que a los 5 dias
de edad, los distintos grupos experimentales tienden a mostrar latencias prolongadas para
el apiﬁémiento (Figura 9). Por otra parte, el hecho que en el dia 20 postparto la duracion
del apifiamiento en los sujetos C y D fuese significativamente menor comparado con los
de los grupos de 15 dias de edad (Figura 10), sugiere que co.mo en el caso de la latencia
‘para el apifiamiento de los grupos de 20 dias de edad la emergencia de las pautas de
- conducta motriz mas elaboradas en las crias (locbmocién, acicalamiento, nado, salto, etfc.)
podrian estar involucradas en la menor duracién del apifiamiento de los sujetos de los
distintos grupos experimentales (Altman et al., 1971; Gramsberger y Westerga, 1992;
Salas et al., 1991; Salés et al., 1998).

Los hallazgos referentes al tipo de apifiamiento en las crias recién nacidas de los

distintos grupos empleados, son consistentes en cuanto a su emergencia y duracion a lo
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largo del estudio. La Figura 11 muestra que el apifiamiento en bateria en todos los sujetos
experimentales consistentemente fue mayor en la edad de 5 dias, y este tipo de
apifiamiento es sustituido por un apifiamiento en pila conforme vayan madurando motora
y sensorialmente las crias. Altman et al., (1971) y Morgane (1992) demostraron que hay
un cambio en el curso del desarrollo en los distintos grupos que se asocian al desarrollo
gradual de las habilidades motoras, sensoriales y de la maduracion de los mecanismos de
regulacion térmica en las crias predestete. Otros estudios han encontrado que en edades
- tempranas (2 dias de edad), los neonatos muestran una conducta de apifiamiento poco
organizada a pesar de que el tejido adiposo pardo en estas crias es poco desarrollado,
mientras que a la edad de 8 dias postparto las crias muestran un incremento de la
conducta de apifiamiento en tercera dimensiéon (pila) y un aumento del tejido adiposo
pardo, siendo ambos mecanismos importantes para la termorregulacion de las crias
(Sokoloff , Blumberg y Adams, 2000; Sokoloff y Blumberg, 2001).

La frecuencia de reciclaje de las crias que conforman una pila, ha sido en el pasado
uno de los parémetros conductuales mas empleados para los estudios del desarrollo de la
termorregulacion en especies altriciales (Alberts, 1978b; Brunjes y Alberts, 1979). El
andlisis estadistico de las frecuencias de reciclaje de las crias mostré diferencias
significativas relacionadas con el tratamiento que se les aplicod a los sujetos de cada
grupo, relacionadas con la edad y la interaccion de los factores. El reciclaje de las crias de
los diferentes. grupos experimentales se incrementd de manera gradual con la edad,
mostrando que el perfil de sus cursos temporales estuvo estrechamente asociado a la
maduracion de sus mecanismos neuromusculares a través del desarrollo (Salas et al.,
1991). Por otro lado, los sujetos del grupo D en comparacion con los sujetos del grupo C a
lo largo del estudio, mostraron un incremento significativo en la mayoria de los casos en la
frecuencia de reciclaje de las crias marcadas de la pila de animales. Este hallazgo pudiera
estar relacionado, con la hipermotividad asociada al incremento que normalmente se
asocia a la busgueda de alimentos, ya que la ingesta de éstos pertenece al grupo de las
conductas motivadas (Epstein, 1986; Salas, Torrero y Regalado, 2002). Otro aspecto
interesante de la evaluacién del reciclaje es la reduccion significativa de éste en las crias

del grupo CEs y DEs, este efecto fue consistente en todos los grupos experimentales en
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la edad de 5 dias. Este resultado en el grupo CEs pudiera explicarse porque a los 5 dias
de edad, los efectos de la estimulacién interactuaron con la propia inmadurez corporal
para reducir el reciclaje de las crias marcadas de la pila de animales. Por el contrario, en
el grupo CEs de 20 dias hay un aumento del reciclaje, el cual podria asociarse a los
efectos de la estimulacién sensorial temprana, sobre la maduracion de la respuesta al
estrés. Diversos estudios han comprobado que la manipulacién postnatal durante los
primeros 21 dias de la vida de la rata, provoca una importante reduccion en la ansiedad,
en la timidez, en la defecacion durante la conducta exploratoria, asi como en respuestas
consumatorias (Ader, 1968; Fernandez-Teruel, Escorihuela, Nufiez, Goma, Driscoll y
Tobefia, 1992; Nufiez, Ferré, Escorihuela, Tobefia y Fernandez-Teruel, 1996). En cambio
en el grupo DEs el efecto de la estimulacion temprana parece compensar las alteraciones
provocadas por la desnutricion. A este respecto se conoce que la estimulacion sensorial
aplicada a las crias recién nacidas reduce la respuesta fisica al estrés con reduccioén en la
liberacion de corticoides y de la hormona ACTH plasmatica (Gonzalez et al.,, 2001,
Fleming et al., 1999).

Un efecto muy importante de la estimulacion sensorial en crias muy jovenes es la
disminucion en la frecuencia del apifiamiento en la que al parecer estas crias, no
mostraban la conducta de forma significativa (Figura 13) comparandolas con los grupos
control y desnutridos de la misma edad. Esta influencia importante que pudo haber
afectado el desarrollo del apifiamiento puede ser el estrés producido por la separacion de
las crias de la madre al realizar ¢l registro. En efecto estudios recientes muestran que la
'respuesta hipotalamo-hipéfisis-adrenal al estrés, se encuenfra permanentemente alterada
por influencias tempranas medio ambientales. Asi los animales adultos que fueron
expuestos a periodos cortos de manipulacion postnatal durante la primera semana de la
vida, tienen una reducida respuesta de elevacién de ACTH y corticosterona hacia un
amplio rango de estimulos estresantes (Meaney et al, 1996). Este efecto de la
manipulaciéon persisté a lo largo de la vida del animal y va acompafiado por una reduccion
significativa en la liberacion de la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y de la
arginina vasopresina (AVP) (Meaney et al., 1988; Plostsky y Meaney, 1993; Francis et al.,

1996). El manoseo postnatal incrementa la expresion del gen de los receptores a
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glucocorticoideé en el hipocampo, que es una regidn cerebral involucrada en el
mecanismo de regulacion negativa de los glucocorticoides, reduciéndose asf la sintesis de
CRH y AVP (Herman y Cullinan, 1997). De esta manera el ambiente sensorial temprano
contribuye al desarrollo de diferencias individuales en las réspuestas neuroendocrinas,
asociadas a estimulos estresantes a través de efectos a largo plazo sobre la expresion
genetica. En todos los sujetos en los distintos grupos experimentales, ocurrié la
separacion de las crias de la madre y del ambiente del nido por periodos de por lo menos
60 minutos, incluyendo el registro de apifiamiento. Sin embargo, en el caso de los sujetos
de los grupos D, CEs y DEs, al estrés producido por la separacion materna se le asocio el
estrés de la desnutricion (grupo D), de la manipulacién sensorial (CEs) o de la
desnutricion y de la estimulacion sensorial (Grupo DEs). Los presentes hallazgos indican
que en la mayoria de las mediciones realizadas en el dia 5 de edad cuando se asocia la
estimulacion sensorial con la desnutricion, se reduce la temperatura de la pila de animales
al final de la prueba, se 'incrementa la latencia para apilarse, se reduce la duracion del
apifiamiento y el reciclaje de animales. Los efectos no sufren grandes cambios a los 10 y
15 dias de edad, y a los 20 dias postparto tanto la desnutricion como la estimulacion
sensorial aln se asocian con cambios en las caracteristicas del apifiamiento opuestos a
los observados en el dia 5 de edad. Sin embargo, aunque los efectos de estos estresores -
no son consistentes en su influencia sobre el desarrollo del apifiamiento, ia participacion

de los distintos tipos de estrés no pueden descartarse en estos resultados.

Finalmente el hecho de no haber encontrado alteraciones en el desarrollo de
algunos componentes asociados a la conducta d.e apifiamiento por efecto de la
desnutriciébn neonatal, no descarta la posibilidad de que utilizando un paradigma de
desnutricion prenatal, sea posible afectar de manera significativa el apifiamiento de las
crias. El apifiamiento de los neonatos en una conducta cuyo substrato neural debe de
surgir en etapas previas al parto, para permitir al nacimiento la expresion de los primordios
de la termorregulacion. En este sentido, su desarrollo es parebido a otras respuestas
reflejas del tipo de la succién, la deglucion y de los reflejos gusto-faciales que permiten la
sobrevida del recién nacido de especies altriciales. Se requeriran estudios adicionales que

permitan indagar los mecanismos que regulan el apifiamiento, y definir el periodo de
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mayor vulnerabilidad a otras influencias epigenéticas. Asimismo, los efectos que tengan

las alteraciones en el apifiamiento temprano asociadas a la desnutricion perinatal sobre el

desarrollo de la conducta social atin estan por definirse.

1.

IX. CONCLUSIONES

La desnutricion neonatal por el método de separacion parcial diaria no afecté el

desarrollo de la mayoria de los componentes de la conducta de apifiamiento de la rata.

La estimulacion sensorial tiene un efecto importante para reducir la expresién de esta
conducta en etapas muy tempranas de la vida de las crias, y probablemente ésto sea
debido a que los animales se encuentran ante una situacidn estresante diferente de la

que se observa en etapas posteriores del desarrollo.

El apifiamiento durante el desarrollo de las crias cambia significativamente con
respecto a la edad. En edades tempranas el tipo de apifiamiento en bateria es el que
prevalece y disminuye gradualmente. Posteriormente, se presenta el apifiamiento en
pila siendo ésto un indicativo de la maduracién sensorial y motora de las crias a traves

de su desarrollo.
La estimulacion sensocrial temprana tiene un papel importante para revertir las

alteraciones de la respuesta del reciclaje en las crias por efecto de la desnutricion

neonatal.
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X. PERSPECTIVAS

Una forma para determinar cual sea la razon por la que la estimulacidén sensorial en
crias muy jovenes afecta la conducta de apifiamiento, seria la medicion de hormonas
liberadas durante el esirés, tales como la CRH, ACTH, y AVP. La deteccién de RNAm
especifico para estas hormonas a nivel del hipotdlamo y los nlcleos talamicos, nos
permitiria corroborar si efectivamente el estrés es la posible causa que afecta la presencia’

del apifiamiento en crias jovenes.

El estudio permitié determinar que el desarrollo de la conducta de apifiamiento a
pesar de un tratamiento como la desnutricién postnatal que altera otras conductas de los
neonatos, no afecta mayormente la maduracion de esta conducta. Esto nos indica que su.
ontogenia muy probablemente se encuentre antes del nacimiento, y un paradigma que
seria de utilidad, esla deshutricién pre y postnatal. El analisis del apifamiento bajo estas
condiciones, podria dar resultados mas consistentes a los descritos en el presente
estudio. ' |

Otra posibilidad para robustecer el conocimiento de los posibles efectos de la
malnutricion perinatal sobre el desarrollo del apifiamiento, seria el caracterizar los efectos
sobre las zonas de recepcion (arboles dendriticos y espinas), y de descarga (axones)
neuronales de estructuras que procesan la informacion somatosensorial. Esta informacion
seria de gran utlidad para establecer las bases morfolégicas de la conducta de
apifiamiento que con distintos significados funcionales puede observarse a lo largo de
varias especies.
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