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RESUMEN

Se evalud la respuesta de reconocimiento olfatoric durante (a
lactancia en crias desnutridas de rata . Para ello, se recurrio al modelo de
aprendizaje olfatorio temprano que se presenta cuando Ias crias asocian el
olor de la hembra lactante y del nido con la experiencia del cuidado materno.
Esta asociacién genera en las crias una preferencia y orientacién hacia la
fuente que contenga ese clor. Para evaluar la adquisiciéon de esta
preferencia se recurrié a una prueba de dos opciones y en ella se midio el
tiempo dedicado a olfatear, la eleccion, la latencia y la preferencia por una
de dos fuentes de olor en crias de 1 a 12 dias de edad.

Con este paradigma se realizaron tres experimentos en los cuales se
probaron varios grupos experirmentales: desnutridas postnatalmente (DES) y
sus controles (CON); desnutridas pre y postnatalmente {D - D) y desnutridas
prenatalmente y rehabilitadas (D - R), desnutridas postnatalmente y sus
controles expuestas a una modificacién del olor materno (D/AJO y C/AJO).

La desnutricion prenatal se provoco restringiéndoles 50% el alimento
a las hembras gestantes; y la desnutricion postnatal por el método de
separacfon parcial de la camada, que consistic en relirar del nido a !a mitad
de las crias durante 12 horas y colocarlas en una incubadora para reducir su
oportunidad de succion.

Los datos mostraron que tanto las crias desnutridas como sus
controles tenian la capacidad de asociar el olor matemo y exhibir una
preferencia a éste cuando se ies evalud en la prueba de dos opciones. Las
crias desnutridas mostraron mayor niimero de respuestas de preferencia y
eleccion al olor materno, asi como menor latencia para desplazarse a él.
Esta respuesta pudo ser consecuencia de Ia restriccion de alimento a la que
estaban sometidas, lo que incrementd su motivacion por desplazarse al olor
materno.

Al someter a las crias a un olor ajenc (ajo) asociado a la experiencia
matema, las crias mostraron parcialmente preferencia por este estimulo
oloroso, que fue altamenie significaliva cuandc se compard con un estimulo
neutro, pero perdid atraccién cuando se compard contra el olor natural
materno.

Concluimos que {a desnutricion pre y/o postnatal no alteran en las
crias la capacidad para formar asociaciones olfatorias tempranas ni para
expresar esta preferencia a pesar de que estudios previos han descrito
efectos importantes en la onlogenia del bulbo olfatorio asociados a ia
desnutricion. También se plantea iz necesidad de ampliar este conocimiento
con otros paradigmas de aprendizaje olfatorio en periodos de Ia lactancia o
la edad aduita, ya que la informacion olfatoria es relevante para funciones
basicas de supervivencia, interaccion social y reproduccion en Ia rata.
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INTRODUCCION

La desnutsicién es actualmente un problema social difundido por todo el mundo. Este
afecta principaimente a la poblacién infantil durante los primeros afios de vida, que es un
periodo determinante en el crecimiento y maduracidén cerebral. Multiples estudios han
reportado que los nifos que padecen desnutricidn en fa temprana infancia muestran,
posteriormente, capacidad deficiente de aprendizaje y bajo cociente intelectual, que pudieran
ser la manifestacion conductual de alteraciones en la maduracion del sistema nervioso
(Greene, 1977). Los estudios realizados en poblaciones infantiles en riesgo resultan dificiles
de interpretar debido a la cantidad y variedad de factores sociales que interfieren en el
desamrollo mental del nifio, tales como valores culturales, estimulacién temprana,
caracteristicas familiares, escolaridad, etc. (Cravioto y Deticardie, 1975). Por tal motivo, se ha
recurrido a modelos experimentales, con los cuales se ha intentado deslindar fa influencia del
factor nutricionat de otros factores sociales sobre el desarrollo cerebral y la conducta.

Se ha constatado que la desnutricién es unc de los factores ambientales criticos que
afectan 1a maduracién y el desarrolio funcional del SNC, ya que ésta origina un decremento en
el abastecimiento de nutrentes y energias necesarias para el desarrollo de estructuras
celulares y sistemas metabdlicos esenciales. Cuando ésta afecta a organismos en desarrollo,
preduce alteraciones permanentes en la morfologia, fisiclogia y neuroquimica cerebral, que se
manifestaran finalmente en las funciones superiores del SN, particularmente en la esfera del

desarrollo cognoscitivo.



Defini¢ién de Desnutricién

La desnutriciéon es provocada principalmente por deficiencias de energia y proteinas,
por lo cual se le ha denominado "Desnutricién Energélico - Protéinica”. Sin embarge en
muchos casos, este tipo de desnutricién va acompanada de deficiencias de otros nutrimentos
(vitaminas o minerales) por lo que se ha propuesto que el término adecuado para designar
este fenomeno es "Sindrome Pluricarencial’ (Monckeberg, 1968).

Por otra parte, se sabe que las personas desnutridas ademas de carecer de los
elementos anteriores también viven en sitios marginados y tienen pocas oportunidades de
educacion. Cravioto y Delicardie (1975) determinaron que en familias en donde existe aito
riesgo de desnutricidn, se provee al nifio también de una deficients estimulacion temprana, de
tal manera que sugirieron para este fendmeno el término "Sindrome de Privacion Social”,

La desnutricion se pueds ¢lasificar por su duracion en aguda y ¢rénica; y para clasificar
st gravedad hay diversas propuestas. De ellas, la clasificacion de Gomez y col. (1954), con
base en el déficit de peso de acuardo con la edad, es una de las mas utilizadas (Tabla 1).

La desnutricion de tercer grado, puede presentar gran variedad de modalidades
clinicas, cuyos extremos son:

« MARASMO. Eicual generalmente se presenta cuando |a dieta es insuficiente en cantidad,
pero sin alteraciones en las proporciones de los distintos nutrimentos. Se presenta en
lactantes que no reciben la cantidad suficiente de leche matema o bien reciben leche de
vaca muy diluida, asi como suplementos alimenticios en minima cantidad o ninguno, Los
niflos que padecen marasmo, muestran: severa detencion en el crecimiento, disminucion
de la masa muscular, ausencia de grasa subcutdnea, decoloraciones del pelo, frecuentes
diarreas, baja actividad fisica y estado mental irritable, dermatosis y ocasionalmente,
presentan crecimiento del higado.

« KWASHIORKOR. Este se presenta principalmente cuando !a dieta es deficiente en
proteinas pero alta en energia o cuando la dieta consiste basicamente de harinas,

cereales, raices y frutas. Se presenta primordialmente en preescolares. A diferencia del



marasmo, estos nifios presentan: menor detencién del crecimiento, presencia de grasa
subcutdnea, generalmente presentan edemas, dermatosis y crecimiento del higado, baja

actividad fisica y estado mental apatico.

Tabla 1. Clasificacién det grado de desnutricion de
acuerdo al déficit de peso corporal,

GRADO DE DESNUTRICION % DE PESO PROMEDIC TEORICO
PARA CADA EDAD

1° o Leve 70 - 90
2° o Moderado 61 - 75
3° o Grave menor a 60

Periodos Criticos del Desarrollo Cerebral

Dobbing (1968), basado en observaciones de los procesos del desarrolio y
organizacion cerebral que ocurren durante la gestacidn y etapas tempranas postnatales
propuso el concepto de Pariodos Criticos ( Morgane y col., 1993).

Durante los periodos criticos, tiene lugar el "crecimiento rapido” cerebral, el cual
consiste de una secuencia intrincada de varios procesos anatomicos y neuroquimicos en cada
una de las regiones cerebrales. Cada proceso como la neurogénesis, gliogénesis, migracion
celular, diferenciacion celufar, etc.,, comprenden tiempos especificos durante los cuales son

susceptibles a ser alterados con mayor facilidad por agentes exégenos como la desnutricion



(Fig. 1), causando déficits imeversibles en la maduracion y organizacién ultima del cerebro
(Dobbing, 1972, 1990; Morgane, 1983).

La rata, al igual que ef ser humano es una especie altricial, en donde e! desarrofio de
las estructuras que constituyen el sistema nervioso central (SNC) empieza desde la gestacién
y concluye en la etapa temprana neonatal. En ambas especies la ontogenia de las estructuras
que comprenden el SN es heterocronica, ésto es, cada estructura comprende una etapa
distinta de la ontogenia; de tal manera que algunas se forman primordialmente durante la
gestacion y otras durante la lactancia. Células que forman a las estructuras subcorticales se
generan durante la gestacién, también se generan las células grandes de proyeccién que
conforman al SNC y algunas interneuronas, mientras que en la fase postnatal se generan
interneuronas del tipo de las células granulosas del cerebelo, del hipocampo y del bulbo
olfatorio; también se generan células gliales y se lleva a cabo la mielinizacién (Dobbing, 1972;
Winick y Rosso, 1975). Como resultado de esta distribucién temporal, algunas estructuras son
mas vulnerables a eventos que inciden durante !a gestacion, mientras que otras son mas
vuinerables durante la lactancia (Dobbing, 1930).

Asi, la ontogenia cerebral en la rata y el ser humano siguen procesos similares que
resultan equivalentes, pero que en la rata comprenden periodos méas cortos, Por ello, 1a rata
resulta un modelo experimental muy utilizado para el estudio de los efectos de la desnutricion

sobre el desarrollo del SN y su manifestacién conductual.



N,
ACIMIENTO Mielinizacion

Gliogénesis Tardin

_/'\

RATA Gliogénesis Temprana
. Microneurogénesis
Macroneuroginesis
1 ) } 1 1
I [ 1 i = —
[ 7 123 n ? 13 21 28 3s
Dias
NACIMIENTO Miclinizacion
Cliogénesis Temprans Gliogénesis Tardia
HUMANO

Microneurogtnesis

Macroneurogénesis
1 1 |
I i ! T 1 I I
L] 3 & 9 3 6 9 12
Heses
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pre o postnatalmente (Morgane y col., 1983).




Efectos de la Desnutricidn sobre el Sistema Nervioso

Se ha observado que las estructuras cerebrales que cursan por un periodo de intenso
crecimiento postnatal son mas vulnerables a sufrir alteraciones por la desnutricion (West y
Kemper, 1976). Durante la gestacion el organismo de ia hembra gestante amortigua la falta de
nutrizntes, de manera que la gravedad de la desnutricion no se manifiesta de la misma
intensidad en las crias, aunque si llega a afectar algunas estructuras de formacién temprana.
Sin embargo, durante la lactancia la cria queda expuesta directamente a la influencia de
eventos ambientales y las estructuras en desarrollo altamente vulnerables, como son la
corteza cerebral (Barnes y Altman, 1973; Sharma y col., 1987) y la corteza cerebelosa (Griffin
y col.,, 1977), el hipocampo {(Ahmed y col., 1987; Diaz-Cintra y col., 1991) y el bulbo olfatorio
(Debassio y Kemper, 1985) sufren alteraciones irreversibles. En todas ellas {a proliferacién y
migracion celular se lentifican por la desnutricion, resultando entonces una reduccion en la
cantidad de células nerviosas, en especial de intereuronas.

En estas zonas vulnerables asi como en otras estructuras cerebrales se ha descrito
que en algunos grupos celulares se lentifica el proceso de formacion de ramas dendriticas, de
manera que a largo plazo esos grupos neuronales tienen arboles dendriticos menos
ramificados (Cordero y col., 1986; Diaz-Cintra y col., 1990; Diaz-Cintra y col., 1991; Escobar, y
Salas, 1993; Hillman y Chen, 1981; Schénheit y Haensel, 1989),

Por otra parte, se ha encontrado que en algunos grupos neuronales se incrementa la
densidad celular, como es en la corteza entorrinal y el estriado (Brock y Prasad 1992), por lo
que el campo de recepcion y su influencia en la transmisién de los potenciales postsinapticos
al cuerpo celular de algunas estructuras cerebrales se ven modificados por la desnutricién.

Funcionalmente, |la inmadurez del sistema nervioso del desnutrido se expresa en un
electroencefalograma con mayor proporcion de ondas lentas (Morgane y col. , 1985),
especialmente en el [6bulo temporal (Salas y Cintra, 1975). En los patrones de suefio se ha

descrito una distribucién circadica distinta de los patrones de la fase de suefo paraddjico o



suefio MOR (Cintra y col., 1988) que se caracteriza por un retraso de fase en el nictémero. Asi
mismo, en registros de potenciales provocados por estimulos visuales, auditivos y
somatosensoriales se ha observado mayor latencia y menor amplitud de los componentes
tardios en estas respuestas eléctricas (Morgane y col., 1978; Moureky Himwick, 1867, Salas y
Cintra, 1975).

Asociado al retraso en la maduracion del sistema nervioso se ha observado un ratraso
de 1 a2 dias en la maduracion de las vias sensoriales, como por ejemplo en la apertura de los
parpados y del conducto auditivo (Biel, 1939; Hall y col., 1979); y en el brote de los incisivos
(Biel, 1939).

Efectos de la Desnutricién Sobre 1a Conducta

Efectos a corto plazo.-

Se ha descrito en crias desnutridas la persistencia del reflejo de prension (Altman y
col., 1971); deficiencias notorias en orientacién a la luz (Biel, 1939), orientacién al nido y
dificultad para regresar al mismo (Altman y col. 1971), deficiente interaccién con la hembra
lactante y con las otras crias de |la camada (Frankova, 1973), deficiente exploracién del medio
ambiente (Frankova, 1973), retraso en la aparicién de patrones motores de husmeo horizontal
y vertical (Hall y col. 1979; Massaro y col. 1977), de escarbar (Hall y col. 1979), de trepar
(Massaro y col. 1977), de aseo (Hall y col. 1979; Salas y col. 1991) y de nado {Salas y Cinlra,

1973), asi como modificaciones de las respuestas sociales (Frankova, 1973).

Efectos a largo plazo.-

Las ratas desnutridas postnatalmente, a largo plazo, establecen interacciones sociales
inadecuadas con sus congéneres, caracterizandose por ser mas reactivas (Levitsky, 1975;
Tonkiss y Smart, 1983), mas agresivas (Frankova, 1973) e incapaces de modular su respuesta
emocional (Wiener y col.,, 1983; Escobar, 1987). A su vez en pruebas experimentales de

discriminacion visual y aprendizaje muestran un rendimiento inferior al de sus controles (Bedi,



1992; Goodlett y col,, 1986), muchas veces atribuida a ia intensa reaccion emocional que las
caracteriza (Levitsky, 1975). También se ha observado que tanto la relacion madre - cria,
como la conducta materna en general son afectadas de forma directa por la desnutricion
{Frankova y col., 1973) y las madres desnutridas permanecen mayor tiempo en el nido
(Massaro y col., 1877; Hall y col., 1979; Salas y col.; 1984) y amamantando a sus crias (Salas
y col.,, 1984; Hall y col. 1979). De la misma manera, presentan persistentes y compuisivas
conductas de aseo y rodeo de sus crias, y se han reportado también deficiencias en cuanto a
la fosma y dimensién de los nidos (Salas y col., 1984).

Las observaciones realizadas en ratas desnutridas coinciden en sefalar que Ia
desnutricion neonatal provoca un retraso en la aparicién de ciertas conductas, que hay
alteraciones en el comportamiento social, baja conducta exploratoria y presentan respuestas
emocionales exageradas. Sin embargo en evaluaciones de su capacidad de aprendizaje, en
las que se ha utilizado paradigmas de condicionamiento instrumental y laberintos los
resultados son contradiclorios, principalmente cuando se utilizan reforzadores apetitivos
{primarios). Este fendmeno se ha atribuido a que las ratas desnutridas por la privacion
prolongada de alimento a que se han expuesto, muestran una intensa motivacion hacia la
comida (Levistky, 1975; Halas, 1980; Garcia-Ruiz y col. 1994).

Por otra parte, el uso de reforzadores aversivos, como consectencias para el
aprendizaje han resultado también una estrategia poco exitosa y que ha llevado a
inconsistencias en los resultados, ya que, como se menciond anteriormente, las ratas
desnutridas son muy emocionales y nerviosas. En estas presentan respuestas de
congelamiento y respuestas emocionales exageradas que bloquean la expresion adecuada de
la tarea adquirida {Salas y Cintra, 1973; Levitsky, 1975, Garcia-Ruiz y col. 1994).

Con esta dificultades metodoldgicas se han buscado ofros paradigmas de aprendizaje,
como es el caso de los laberintos que primordialmente miden las habilidades visuo espaciales
{Goodlett y col., 1986, Castro y Rudy, 1987; Bedi, 1992) y en estos, nuevamente han surgido

inconsistencias en cuanto a las posibles alteraciones que pudiera provocar la desnutricion.



Efectos de la Desnutricién sobre el Bulbo Olfatorio y la Respuesta Olfatoria

Como se menciond anteriormente, el bulbo olfatorio es una de las estructuras
cerebrales wuinerables a la desnutricion postnatal dsbido a que sus células granulosas
{inftemeuronas) se generan y organizan durante la lactancia. Estudios previos han descrito que
la migracion de las células del bulbo olfatorio se lentifica por la desnutricion postnatal
(Debassio y Kemper, 1985) lo cual provoca un retardo en la estnicturacién y organizacién de
las intemeuronas en esta zona y posiblemente una modulacién deficiente de la informacion
aferente a nivel del bulbo olfatorio.

El registro EEG de la actividad espontdnea e inducida en el bulbo olfatorio, en crias
desnutridas de los 4 a los10 dias de edad ha mostrado un retraso en la maduracion de los
patrones de actividad eléctrica espontdnea y provocada (Almli y col., 1985) y esta inmadurez
se puede observar todavia a ios 30 dias de edad. Efectos muy similares l0s observaron
Rajanna y col. (1987) en crias de 27 dias de edad, en las cuales persistian ondas de alta
amplitud {ondas lentas) cuando en el patrén EEG de crias control habfan desaparecido.

Con una prueba conduciual, "homing"” Altman y col. {1971) probaron la eficiencia de las
crias de rata para detectar y dirigirse al olor del nido o de la madre. Entre los 6 y los 21 dias
las crias desnulridas moderadamente mostraron mayor cantidad de errores, su latencia de
respuesta y el tiempo para lograr la respuesta correcta fue mayor que en las crias control.
Esta prueba tiene un componente emaocional y requiere de cierta habilidad motora asociadas al
componente de disciiminacién olfatoria, en la rata desnutrida lo cual dificulta interpretar el
rendimiento olfatorio en la prueba.

Con excepcidn del trabajo de Aitman y col. (1971) poca se ha explorado sobre el
desarrollo de la respuesta olfatoria en ratas desnutridas, a pesar de que los estudios
anatémicos han mostrado que el bulbo oifatorio es altamente vulnerable a la desnutricion.
Asimismo, se cuenta con muchos trabajos que han tratado de determinar la capacidad de
aprendizaje en ratas adultas que fueron desnutridas durante el desarrolio, pero poco se sabe

sobre el rendimiento en pruebas de aprendizaje en ratas desnutridas lactantes.



Respuesta de Discriminacién Olfatoria

La rata es una especie macrosmatica dependiente de las sensaciones olfatorias; en
éstas el olfato cubre diversas funciones primarias como mantener contacto entre el organismo
y su medio ambiente, detectar posibles predadores y busqueda de alimento (Teichner y Blass,
1976) y también diversas funciones secundarias como la creacién y mantenimiento de una
organizacion social y control de algunas conductas como el juego (Beatty y Costello, 1983} y el
apareamiento {(Romero y col. 1890). En las crias de rata se observan las primeras respuestas
de actividad eléctrica espontanea olfatoria alrededor del dia 3-4 de edad (Salas y col., 1969) vy
se sugiere que éstas van dirigidas a la identificacion de la madre lactante, de los hermanos de
camada y del nido.

La asociacidn que se establece entre los olores de la hembra y el nido con la
experiencia de los cuidados maternos es considerada como un modelo de aprendizaje olfatorio
temprano, aungue en la literatura no se ha definido el tipo de aprendizaje que comprende a
este fenomeno. Se propone que se frata de un condicionamiento cldsico (Wilson y Leon, 1988;
Leon 1992) en e! que se asocia Ia estimulacién tactil de! lamido de la hembra lactante con el
olor que ella emite, convirtiéndose este olor en un estimulo por si mismo significativo para la
cria. Se propone también que la prasentacién de un olor seguido de un reforzador primario,
que puede ser el lamido de la hembra a la cria o la emisién de leche {Suilivan y col. 1986 y
1990), asi como [a interaccion con las otras crias del nido (Galef y Kaner, 1980) llevan a la
formacion de una preferencia por el olor matemno. Rosenblatt (1983) sugiere que [os estimulos
olfatorios se convierten en incentivos para las crias, debido a que las crias recién nacidas
persiguen Unicamente las fuentes de estimulacién importantes para su supervivencia; como es
el caso de Jos estimulos térmicos y tactiles, los cuales son proporcionados por la hembra
factante durante los cuidados maternos. El uso de la olfacion posibilita a ta cria para identificar
la fuente que e esta proporcionando dichos estimulos y asociarla con el olor. Por lo que esos
estimulos olfatorios adquieren una representacién interna y la cria emitird respuestas

especificas, en términos del significado que poseen esas sefales olfatorias (Haroutunian y
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Campbeli, 1979; Rosenblatt, 1983). En otras palabras, la experiencia olfatoria temprana de las
crias dentro del nido asociada a la estimulacion derivada de los cuidados maternos, tiene
como resultado una preferencia aprendida al olor materno y un cambio concomitante en la
respuesta conductual de las crias ante la presencia del olor matemo (Rosenblatt, 1983;
Sullivan y col., 1986; Sullivan y col., 1990; Sullivan y Wilson, 1991).

Oftra aproximacién teérica sugiere que la rata recién nacida pasa por un periodo
altamente sensible en el cual establece asociaciones oifatorias penmanentes similares a la
experiencia de impronta que se observa con estimulos visuales con aves (Woo y Leon, 1987;
Salas y col. 1969). Esta aproximacion, se apoya en que la asociacién se establece en un
periodo critico que comprende del dia 1 al 8 postnatal y que una vez establecida no es
reversible y es permanente por toda la lactancia. De tal forma que se trataria de un proceso
relativamente estreotipado y con poca posibilidad de modificarse. Los estimulos olfatorios
pudieran variar, como se ha podido constatar con experimentos en que se ha modificado el
olor asociado a Ja madre. Sin embargo, el mecanismo para la formacion de esta asociacién no
desaparece ni parece alterarse.

Michel Leon (1971, 1972, 1975, 1992) propone, que la principal fuente de ofor que es
alractiva para las crias proviene de las excreciones anales de la madre lactante, ya que
durante este periodo se incrementa dramaticamente la cantidad y los componentes volatiles de
los bgolos fecales, principaimente de cecolrofos. En el cecum o intestino ciego es el lugar
donde se producen los cecotrofos. En éste, el alimento que pasa se activa por los microbios
de esa area, los cuales facilitan !a utilizacion del alimento y la produccidn de vitaminas.
Durante [a lactancia [as hembras incrementan el consumo de alimento (el cual se debe a!
aumento de los niveles de prolactina), este dérgano aumenta su tamafo y a reingestion no se
efectia, por lo que los cecotrofos no se consumen y se liberan al medio externo en altas
concentraciones,

Se ha descrito que otros olores que también son atractivos para las crias lactantes son

aquellos que provienen del vienire de ta madre (Teichner y Blass, 1977), la orina del nido y la
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saliva matema (Teichner y Blass, 1876; Sullivan y col., 19886), debido a que estos se asocian a
eventos del cuidado matemo.

Por otra parte, se ha observado un incremento en la respuesta del buibo olfatorio ante
la presencia del olor matemo, manifestada por una mayor absorcion de 2-desoxiglucosa (2.
DG) en fa capa glomerular (Sullivan y Leon, 1986), por o cual Pager (1983) sugiere que la
relevancia bioldgica de un olor, puede incrementar la funcién de los sustratos neuronales
responsables de la codificacidn del olor. También se han descrito cambios en la actividad
eléctrica de las células mitrales y en penacho en presencia del olor materno experimentado y
aprendido durante {a lactancia (Sullivan y Leon, 1985; Salas y col,, 1970).

Asimismo, se ha podido constatar que las crias pueden adquirir preferencia por
cualquier clor artificial que se presente asociado a los cuidados maternos, tales como olores a
fmtr;ls (Sullivan y col., 1986), especias (Sullivan y Wilson, 1981) o quimicos sintéticos ( Duveau
y Godinot, 1988); siempre y cuando la intensidad del olor no llegue a ser aversiva. La
respuesta de preferencia que presentan las crias a [os clores artificiales son iguales a las que

se observan ante el olor materno (Galef y Kaner, 1980; Wilson y Leon, 1988).
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Plantemiento de! Prohlema

Objetivos.-

Uno de los proposites de este trabajo fue implementar un instrumento de evaluacién
conductual que nos permitiera cuantificar la capacidad de aprendizaje y discriminacion olfatoria
en crias de rata desnutridas, y que no dependiera de reforzadores apetitivos ni consecuencias
aversivas.

Con ese instrumento se intentd determinar los efectos de la desnutrician a corto plazo
sobre la capacidad de aprendizaje en 1a rata, ya que exisien reportes sobre retrasos en los
procesos de desarroilo, pero poco se ha explorado esta habilldad cognoscitiva offatoria en
ratas lactantes. Estos datos nos proporcionarian un correfato conductual de lasalteraciones

descritas en el bulbo olfatorio.

Hipotesis.-

Los estudios anteriores muestran que la desnutricion perinatal altera ta estructuracion y
funcionamiento del bulbo olfatorio. Por ello proponemos que la capacidad de establecer una
asocjacion olfatoria y de discriminar una fuente de olor en las crias de rata desnuiridas pre ylo
postnataimente pudiera estar alterada, mostrando ellas un rendimiento deficiente en una
prueba de discriminacion det olor matemo.

Asi mismo, se tratd de determinar el efecto diferencial de la desnutricion pre y postnatal
sobre esta capacidad de asociacién olfatoria, considerando que exisien etapas distintas de

vulnerabilidad en ia ontogenia del bulbo olfatorio.

Pracedimiento.-

Para comprobar esta hipétesis, se implementé un instrumenio, mediante el cual se
abordé el proceso de asociacion de olores del nido y de los cuidados matemos, que como se
menciond anteriormente, es un modelo de aprendizaje temprano. Con ayuda de este

instrumento se compard la ejecucion de diferentes grupos de crias lactantes que fueron
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desnutridas durante la gestacién y/o lactancia y sus controles, cuya crianza fue sometida a la
influencia de olores naturales o de olores artificiales asociados al nido y a la madre.

Para caracterizar la capacidad de discriminacion offatoria en crias de rata dasnutridas y
sus controles, se disefiaron tres estrategias experimentales (Tabla 2} que consistieron de los
siguientes grupos:

Experimento 1: Desnutricidn postnatal (DES) y controles (CON).

Experimento 2: Desnutricién pre y postnatal (D - D) y desnutricion prenatal con

sehabilitacion postnatal {D - R).

Experimenta 3: Desnutricion postnatal {I/AJO) y controles (C/AJO) con

modificacion del olor materno.

Tabla 2. Grupos que se probaron en cada experimento y
ta situacidn olfatosia en Ia que fueran evaluados.

Grupo Contenedor 1 Contenedor 2
EXPERIMENTO 1 ASERRIN FRESCO ASERRIN MATERNO
DES - CON
EXPERIMENTO 2 ASERRIN FRESCO ASERRIN MATERNO
D-D - D-R
ASERRIN
ASERRIN FRESCO MATERNO CON AJO
EXPERIMENTO 3 :
D/AJQO - CIASO ASERRIN
ASERRIN MATERNO MATERNO CON AJO
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EXPERIMENTO 1

Con el primer experimento se pretendio determinar la capacidad de reconocer y elegir
el olor matemo en ratas desnutridas durante la lactancia (DES) y sus controles (CON),
utilizando una prueba de discriminacidn olfatoria de dos opciones. En especifico con esta

prueba conductual se traté de caracterizar:
« La edad en que las crias podian mostrar respuestas correctas en esta prueba.
« Sila edad en la que se presentaban estas respuestas correctas diferia en ambos grupos.

« Sila eficiencia de las respuestas en ambos grupos era distinta,

Si existia influencia de lateralidad que modificara las preferencias mostradas por las crias.

Material y Método

Sujetos

Se utilizaron crias de rata, hembras {H) y machos (M) asignados a dos condiciones
nutricionales, nacidas de hembras primiparas de la cepa Wistar, provenientes del bioterio del -
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Durante el estudio se mantuvieron en condiciones de 14 horas de luz (07:00-21:00) por

10 de oscuridad (21:00-07:00) y con una temperatura ambiental aproximada de 24°C,
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Obtencion de Crias.-

Se aparearon ratas hembras virgenes de aproximadamente tres meses de edad en una
proporcion de tres hembras por cada macho. Durante [a gestacion se mantuvieron estas
hembras en grupos de 6 ratas en cajas de acrilico transparente (50 x 40 x 20 ¢cm) y dias
previos al parto se cambiaron a cajas individuales de maternidad (45 x 30 x 20 cm) del mismo
material. Durante este pericdo, asi como una vez nacidas las crias, las hembras tuvieron libre
acceso al agua y alimento (Purina Chow).

Para determinar la fecha de parto se revisaron diariamente las cajas de matemidad por
la mafana y por la noche. Cuando se observé a una hembra pariendo o se encontraron crias
recién nacidas con la hembra, se designo esta fecha como dia "cero" de edad.

El dia 1 de edad postnatal se retiraron las crias de los nidos, se pesaron y se ajustaron
las camadas a 10 crias, 5 hembras (H) y 5 machos (M), las cuales se asignaron aleatoriamente
a cada hembra lactante. La mitad de las crias de cada camada (n=5) se asigné como grupo
de desnutricién post-natal (DES) y las otras 5 crias se asignaron al grupo control (CON). Se
procurd que la distribucion de hembras y machos de cada grupo nutricional fuera

proporcional.

Método de Desnutricién Postnatal.-

El procedimiento utilizado para desnutrir postnatalmente a las crias, fue e! método de
separacion parcial de la camada. Con este método se reduce un 50% el tiempo de ingesta de
alimento proporcionado por la hembra lactante y como consecuencia las crias se desnutren.
Cabe mencionar que con este modelo experimental se ha producido efectivamente
dasnutricion en crias lactantes (Cragg, 1972; Fuller y Wiggins, 1984; Salas y col. 1984;
Wiener y cot. 1977 ).
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Este método consiste en retirar diafiamente del nido a las crias del grupo desnutrido
(DES) y colocarlas en una incubadora a 29° - 30°C por un periodo de 12 horas (08:00 -
20:00). Las otras 12 horas se regresan nuevamente a sus respectivos nidos, para que estas
puedan alimentarse (Fig. 2). De esta manera se reduce la oportunidad de las crias de
succionar a la madre lactante, por lo que éstas se desnutren. Este procedimiento se Nevd a
cabo de! dia 1 al 12 de edad en que finalizaron las pruebas de olfacion. Por el contrario, las
otras cinco crias de |a camada asignada al grupo control (CON), permanecieron las 24 horas
con libre acceso a la hembra lactante, con excepcion de los periodos en que se evaluaron con

la prueba de dos opciones de discriminacién olfatoria.

Marcaje de Crias.-

£l dia de formacion de las camadas, se les corié a las crias DES la primera falange de
la segunda y tercera garra del miembro anterior derecho, de tal forma que se les pudiera
diferenciar de sus controles al permanecer juntas fas 12 horas que se les regresaba al nido.
Asimismo, para poder identificar a las crias de cada camada al estar juntas en la incubadora y
poder regresarlas a sus nidos correspondientes en las noches, se les pintd con un plumén un

punto de color en la cabeza.

Control de Peso Corporal.-
Como indicador del estado nutricional de las crias se tomaron medidas del peso
corporal al formarse [a carnada el dia 1 de edad; asi como los dias en que se les sometié a la

prueba de discriminacidn olfatoria.
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Flg. 2. Método de separacién parclal de la camada utilizado en este estudio
para desnutrir postnatalmente crias de rata.
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Prueba de Discriminacién Olfatorla.-

Esta prueba se efectud durante la lactancia, del dia 1 al 12 de edad, con la finalidad de
determinar la capacidad de reconocimiento olfatorio, que seria un indicador del
establecimiento de la preferencia del olor materno.

E! aditamento utilizado, fue una prueba de dos opciones, la cual estaba constituida por
una caja metdlica con la superficie superior de tela de alambre (42 x 25 cm), la cual se
encontraba dividida en dos secciones por medio de una franja intermedia (zona neutral) de 4
cm de ancho. En el interior de la caja y comespondiendo a cada seccién se colocaron
simultaneamente dos contenedores con aserrin, en uno se colocaba aserrin fresco (limpio)
tomado de los sacos en gque se distribuye y en la otra aserrin matemo, tomado del nido (Fig.
3).

Con la finalidad de que el asermin materno fuera lo suficientemente oloroso, este aserrin
del nido no se cambio en su totalidad desde dos dias previos al parto, sin embargo para evitar
condiciones antihigiénicas para las crias, cada dos dias se cambiaba parcialmente el aserrin
sucio y se le agregaba aserrin limpio. El dia que se llevaba a cabo la prueba conductual se
tomaba parte del aserrin del nido de las crias, para colocarlo en una de los contenedores del
aditamento de prueba.

En los casos en que fueron sometidas a la prueba de discriminacion varias camadas en
la misma sesion, fue tomado el aserrin de cada uno de los nidos y se colocaron juntos en un
mismo contenedor, el cual se colocaba bajo la tela de alambre del aditamento de prueba.

Las hojas de registro que se utilizaron, eran tamano carta, las cuales incluian los datos
generales de la cria en tumo de experimentacién (edad, condicion nutricional, color de
camada, sexo, fecha de nacimiento, fecha del registro) y un esquema de la caja de registro,
que se utilizé para dibujar la trayectoria que siguieron las crias durante la prueba, y para

anotar el tiempo de ejecucion (Fig. 4).
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PRUEBA DE DISCRIMINACION

EHSAYO 1

ENSAYO 2

OLFATORIA

ASERRIN MATERNO ASERRIN FRESCO

Fig.3.  Adltamento empleado coms prueba de discriminacién olfatotia de dos
opclones para ctlas de rata.
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Candiclién Nutr, Fecha
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Latencia de Elucclén:

Latenola de Eiscoidn:

Fig.4. Hojas de registrio utilizadas para anotar 1a ejecucién de las crias

durante la prueba de discriminacidn olfatoria,
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La forma en que se realizaron las sesiones experimentales fue la siguiente:

La prueba se realizé del dia 1 al 12 de edad postnatal.

Para evitar que las crias se familiarizaran con la situacion experimental, se realizaron los
registros conductuales de cada camada, cada tres dias, por ejemplo: unas crias {N= 50 H
+ 50 M) se registraron los dias 1, 4 y 7, otras camadas se registraron los dias 2, 5, 8 y 12;
y otras los dias 3, 6, y 10 (N Total: 150 crias).
Se retiraron las crias DES y CON del nido 2 horas antes de iniciar el registro, periodo
durante el cual no tuvieron acceso al alimento. Esta privaciéon se realizé6 ya que en
nuestros datos preliminares, asi como en otros estudios (Hall y col., 1979; Sullivan y col.
1986) se ha observado que de esta forma se incrementa la aclividad conductual de [a cria
y aumenta la posibilidad de que la cria responda a la situacion experimental.

Las dos horas previas al registro y durante la prueba, las crias se mantuvieron dentro del
cuarto de registro a una temperatura conirolada aproximada entre 25°C - 27°C. Esto se
realizd debido a que se ha observado que en las crias recién nacidas su capacidad
termorreguladora es deficiente y la temperatura llega a ser un factor determinante para la
emision de respuestas. De ser la temperatura extrema (menor a 20°C o mayor a 40°C),
las crias se inmovilizan o presentan conductas de evitacion (Rosenblatt, 1983; Kleitman y
Satinoff, 1982; Shurtleff y Tobach, 1979).

Para iniciar la prueba se colocd cada cria en la franja intermedia de la caja, guedando asi,
en cada extremo, ambas fuentes de cler (Fig. 3).

Durante la prueba, se anotaron en la hoja de registro los movimientos de la ¢ria y el
tiempo en que los realizé. Los movimientos que se consideraron dentro del registro fueron:

« OLFATEQ: tiempo que dedicd la cria a olfatear cualquiera de las dos fuentes de olor,
dirigiendo para ello la nariz, cabeza o medio cuerpo, fuera de la franja intermedia.

« ELECCION: desplazamiento de la cria hacia cualquiera de las dos fuentes de olor,

dejando de tocar la franja intermedia.
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« LATENCIA DE ELECCION: tiempo que reguirié la cria para desplazar todo su cuerpo
hacia cualquiera de las fuentes de olor, dejando de tocar la franja intermedia.

« PREFERENCIA : debido a que no todas las crias se desplazaban hacia alguna de las
fuentes de olor, mostrando asi su eleccian; se considerd este parametro para establecer
si existia predominio por alguno de los olores, el cuat se determiné considerando el
tiempo y nimero de oifaciones hacia cada una de las fuentes olor y la efeccion de las
crias, en Jos casos en que se desplazaron Ias crias.

7. &l ensayo se didé por concluido cuando la cria se desplaz6 hacia cualquiera de las dos
fuentes de olor dejando de tocar la franja intermedia mostrando con ello una eleccién, o
bien cuando habian transcurrido 120 segundos de iniciado el ensayo y que la cri
permanecia sobre [a franja intermedia.

8. Se realizé un segundo ensayo en el que se cambid la orientacién de fa cria dentro de |

caja con la finalidad de descartar posibles efectos de lateralidad (Fig. 3).

Anélisis Estadistico.-

Los datos se procesaron con los programas estadisticos para computadora ANDEVA'y
COMPAMUL (efaborado Mtro. en ciencias Miguel Ange! Guevara), con los cuales se calcularon
media y error estandar de cada parametro clasificados por grupo nutricional y edad. Se realizé
un andlisis de varianza {ANOVA) de muestras completamente aleatorizadas de dos factorgs,
nutricion (2 niveles) x edad {10 niveles) para determinar la influencia de ta condicién nutsicional
los cambios por fa edad, asi como la interaccién de ambos factores para cada parametro.
Posteriormente se utilizé una prueba de Duncan, para determinar ias diferencias entre arnLos

grupos nutricionales dia por dia.



Resultados

Peso Corporal.-

A partir del dia 5 de edad, se cbservaron efectos significativos de 1a nutsicién sobre el
peso corporal de las crias ( p < 0.001 ), ya que las crias DES desde esa edad presentaron
pesos menores, llegando a tener un déficit del 26% de peso corporal para el dia 12 de edad
(Fig. 5). De acuerdo con e} andlisis de varianza, ef factor nutricién tuvo influencia significativa

sobre esta caracteristica evaluada (p< 0.0001), asi como el factor edad (p< 0.0001).

Tiempo de Olfacién.-

Se observo que desde el dia 1 de edad, ambos grupos exploraron olfatoriamente
durante periodos mas prolongados el aserrin matemo que el aserrin fresco, pero las crias DES
dedicaron menor tiempo a olfatear cualquiera de los dos tipos de aserrines como puede
abservarse en la Fig. 6.

De acuerdo al analisis de varianza (Anexo 1) la desnutricidn ejercié un efecto
significativo sobre este parametro (P<0.04). En ambos ensayos, se observd que las crias DES
dedicaron menor tiempo a olfatear ambas fuentes de olor que el grupo CON. A partir del dia 5
de edad fue mas evidente que las crias DES dedicaron menor tiempo a olfatear el aserrin
materno en comparacién con las crias CON. Por otra parte, se observd que las crias DES
también dedicaron menor tiempo a explorar olfatoriamente el aserrin fresco en comparacion

con las crias CON y esta diferencia fue estadisticamente significativa (P< 0.026).
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Fig. 5. Medias y error estindar del peso corporal de las crlas DES y CON. Los
resultados obtenidos con el ANOVA indicaron que el factor nutricional ejercié
una influencia significativa sobre el peso corporal (p< 0.0001), mostrando las
crias DES a partir del dla 5 de edad una disminucién significativa en el peso
corporal en P 1én a sus trol

. p<0.05
ss p< 0.01
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Fig. 6. Medias y errar esténdar del tiempo que las crias DES y CON dedicaron a explorar

olfatoriamente las fuentes de olor materno y fresco, en |a prusba de disctiminacién olfatorla.

Como se puede observar en |as grificas, el ANOVA mostré diferencias significativas entre
estos grupos,
* p<0.05
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El factor edad ejercié también influencia significativa sobre el tiempo dedicado a
olfatear (P< 0.001), ya que como puede observarse en la Fig. 6, en los Ultimos dias en que se
realizd la prueba se presenté una disminucién en el tiempo de oifacién en ambos grupos de
crias. Lo cual posiblemente se deba a que las crias a esta edad mostraron una mayor facilidad
para desplazarse hacia cualquiera de las fuentes de olor, lo cual redujo el tiempo dedicado
exclusivamente a la exploracidn olfatoria. La interaccién de ambos factores también resulté

significativa a un nivel de P< 0.005.

Eleccién.-

En ambos grupos mayor nimero de crias se desplazaron hacia el aserrin matemo que
al fresco y esto se observd desde el dia 3 de edad. Aunque el nimero de crias que se
desplazaron al aserrin fresco fue minimo, en proporcion la mayor cantidad de crfas que se
desplazaron a éste, fueron las crias CON.

En ambos ensayos hubo una influencia significativa de! factor nutricion (p < 0.001) ya
que desde el dia 3 de edad, mayor numero de crias DES eligieron el aserrin matemo y para el
dia 6 de edad mas del 50% de estas crias, se desplazaban hacia dicha fuente de olor
alcanzando una proparcion del 92% el dia 7 de edad; mientras que el grupo de crias CON
alcanzo [a proporcion de! 50% hasta el dia 7 de edad y la maxima proporcion de crias que se
desplazaron al aserrin materno fue de! 78% en el dia 12 de edad, como se muestra en la Fig.
7. En menor proporcion las crias de ambos grupos se desplazaron hacia el aserrin fresco, en
los primeros dias mayor numero de crias DES se desplazarcn a esta fuente de olor sin ser una
diferencia significativa con los CON y esta tendencia desaparecié desde el dia 6 de edad.

En ambos ensayos se observd influencia significativa del factor edad (p < 0.001} y de la

interaccién de los factores ( p < 0.04),
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Fig.7.  Percentajes del nimero de crlas DES y CON que mostraron su eleccién
desplazdndose hacla alguna de las dos fueates de olor. En este parametro como

se observa en las gréficas, los datos proporclonados por el ANOVA Indicaron que
la condicidn nutricional tuvo efectos significati en la eleccién del aserrin
materno en ambos ensayos.

« p<0.05
= p< 0,01
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Latencia.-

Las crias DES se desplazaron a alguna de las dos fuentes de olor més rapido que las
CON. De acuerdo con el ANOVA (Anexo 1) la influencia de! factor nutricional fue significativa (
p < 0.001), al igual que la influencia del factor edad ( p < 0.001) ya que como se observaen la
Fig. 8 el tiempo que requirieron las crias de ambes grupos para desplazarse a cualquiera de
las fuentes de clor fue inversamente proporcional a su edad, esto es, la latencia de eleccién
disminuy6 a medida que las crias fueron capaces de desplezarse y esta capacidad locomotora
la fueron adquiriendo con la edad.

Finalmente, no se observd influencia significativa en la interaccién de ambos factores.

Preferencia.-

La tendencia en general de las crias fue el oifatear y desplazarse con mayor frecuencia
hacia el aserrin materno que al aserrin fresco desde el dia 1 de edad. El factor nutricional
ejercié influencia significativa sobre este parametro (p< 0.05) y por lo tanto, en esta respuesta
se observé que mayor proporcién de crias DES mostraban esta preferencia en comparacion
de sus CON (Fig. 9).

En ambos ensayos se encontrd que desde el dia 3 de edad, mayor nimero de crias
DES prefirieron el aserrin matemo de forma significativa, de tal forma que para el dia 7 de
edad el 92% de estas mostraron dicha preferencia. Por otra parte, las crias CON mostraron
mencr preferencia a esta fuente de olor y en ninguna de las edades éstas mostraron una
proporcién tan alta como la de las DES en cuanto a su preferencia. Las crias CON mostraron
mayor preferencia al aserrin fresco que las crias DES y de forma significativa (p < .012).

Por otra parte, el ANOVA indicd también un efecto significativo ejercido por e! factor

edad (p< 0.001), pero no mostré diferencias por la interaccion de tos dos factores.
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efectos significativos en la preferencia que mostraron las crias en los dos
ensayos. Como se puede observar en las grificas mayor nimero de crlas de
ambos grupes prefirferon el olor materno.
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CONCLUSIONES

La prueba de dos opciones empleada para evaluar la respuesta de discriminacién olfatoria
en crias de rala, mostro ser un instrumento efectivo para determinar la respusesta oifatoria y
permitié eliminar casi por completo factores de desarrolic motor, ya que la respuesta
motora requerida de (a cria era minima.

En ambos grupos se ohservd que |as crias mostraron respuestas selectivas al olor matemo
desde muy temprana edad, ya que en esta prueba fueron capaces de exhibir
reconocimiento olfatorio y/o desplazarse hacia el olor materno desde el dia 1 de edad y a
partir del dia 3 las respuestas selectivas de [as crias hacia el clor matemo fueron muy
consistentes.

. La desnutricion postnatal no afectd la capacidad de las crias para adquirir una preferencia
por el olor materno, ni para mostrar una respuesta discriminatoria en la prueba de dos
opciones. Sin embargo, en las crias DES se observaron respuestas mds persistentes para
desplazarse hacia esa fuente de clor, como lo muestran los pardmetros de eleccitn,
latencia y preferencia,

De acuerdo al parametro tiempo de olfacion, las crias DES mostraron pobre exploracion
olfatoria de las fuentes de olor. En parte esto pudo ser consecuencia de que éstas se
desplazaban con mayor rapidez que las CON hacia alguna de las fuentes de olor
(matemo). Estos datos apoyan estudios previos que describieron que en crias desnutridas
su conducta exploratoria se ve disminuida por fa persistencia de la cria a permanecer en el
nido (Frankova, 1973).

. El ensayo 1 mostrd resuitados similares a los del ensayo 2 en todos los pardmetros , por lo
que se puede concluir que no hay lateralidad en la respuesta olfatoria de las crias.

. La rapidez del grupo DES a desplazarse al aserrin matemo que se observo a partir del dia

3 de edad, puede reflejar una alta mofivacion de las crias DES por regresar ai nido, que
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pudiera deberse a la privacion de alimentos a fa que estaban semetidas durante este
periodo de lactancia.

Las diferencias entre los grupos DES y CON no confirmaron la hipotesis de que pudisra
estar decrementada fa capacidad de establecer asociaciones olfatorias en crdas
desnutridas duranrte la lactancia. Por el contrario, fas crias desnutridas mostraron una

respuesta eficiente en la prueba de discriminacion olfatoria.
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EXPERIMENTO 2

ta desnutricion postnatal no ejercia influencia sobre la capacidad de discriminacion
olfatoria en crias de rata. Como ya se menciond, el proceso de reconocimiento oifatorio en ta
crias se establece en una fase temprana de la laclancia (dia 1-8 de edad). De acuerdo a
Sullivan y Leon (1986} esta respuesta empieza a manifestarse desde el dia 1 de edad y con
registros de actividad eféctrica del bulbo cifatorio Salas y col. (1970) mostraron que las crias
responden especificamente al olor matemo desde el dia 3 o 4 de edad. Lo cual nos sugiere
que los mecanismos neuronales que median este mecanismo se establecen prenataimente y
no necesariamente se muodifican por una desnutricion postnatal.

Comao segunda estrategia, se tratd de determinar y medir tas posibles alteraciones en la
capacidad de discriminacion olfatoria asociada a la desnulricion prenatal; ya que de esta forma
la desnutricion abarcaria periodos criticos tempranos de desarrolio, pudiendo alterar en
diferente intensidad las capacidades offatorias y cognoscitivas de las crias.

Para tal efecto, este experimento se realizé desnulrienda crias pre y postnatalmente y
comparando su ejecucion dentro de la prueba de discriminacién olfateria con otro grupc de
crins desnutridas prenataimente y rehabilitadas durante fa lactancia.

Esta estrategia se utilizd, ya que se ha encontrado que la disminucién de los nutrientes
durarte fa gestacian produce retrasos en el crecimiento intrauterino, manifestado por una
reduccion en el tamafio v peso de la placenta y una reduccidn del flujo sanguineo de fa
placenta al feto, de tal manera que disminuye imporiantemente el transporte de oxigeno y
nutrientes al feto y se perturba el desartrolio cerebral del feto (Margane, 1893, Tonkiss y col.,

1993),
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Material y Método

Sujetos.-
Se utilizaron grupos de 8C crias de rata (30H y 30 M) de la cepa Wistar asignadas a
dos grupos de distinta condicion nutricional (n= 15H y 15M), y estas se mantuvieron en las

mismas condiciones que en el experimento anterior.

Estrategia de Desnutricion Prenatal, -

Se utilizaron ratas virgenes normales de aproximadamente 3 meses de edad y de un
peso promedio de 220 gramos, a las cuales se les redujo en un 50% su dieta diaria con la
finalidad de desnutrirfas durante la gestacion.

Estas ratas se alojaron distribuidas en grupos de 6 a 8 hembras en cajas de acrilico
transparente (50 x 40 x 20 cm) y se proporcionaron 10 gramos por individuo de alimento diario
a cada caja, correspondiendo al 50% del consumo diario normal. Diche procedimiento se llevd
a cabo durante 2 semanas, y se realiz6 con la finalidad de disminuir los niveles de nutrientes
de la hembra. EI 50% de alimento se calculé de acuerdo al consumo diario de un grupo de

- hembras control que se monitorearon antes y durante la gestacion, hasta el dia de! parto.

A las dos semanas de instaurada esta dieta se aparearon estas hembras desnutridas
de la siguiente manera: se les proporciond el alimento a fas 09:00 de la mafiana, el cual
consumian en 1 hora aproximadamente. Posteriormente, a las 14:00 horas se colocaron en
cajas de acrilico transparente (50 x 40 x 20 cm) junto con los machos en la siguiente
proporcion: dos hembras por cada macho. Estas ratas permanecieron juntas desde las 14:00 a
las 09:00 del dia siguiente, tiempo durante el cual tuvieron Gnicamente acceso libre al agua y
no se les proporcioné alimento. Durante el periodo de las 09:00 a ias 14:00 horas, se regresé
a los machos a sus cajas correspondientes para que estos se alimentaran libremente; de igual
forma se coloco a las hembras en sus cajas y se les proporcioné 10 g. de aiimento, Este

procedimento de cruza se lievd a cabo durante 10 a 15 dias y posteriormente las hembras se
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alojaron en cajas individuales (45 x 30 x 20 cm) con la finalidad de mantenerlas en
observacion y continuar con su dieta del 50%. Durante !a primera parte de {a gestacion, la
cantidad de alimento proporcionado a las hembras fue de 10 gramos y en los 7 dias previos al
parto, la cantidad de alimento proporcionado fue de 12 gramos; este aumento en la cantidad
de alimento se realizd de acuerdo con el consumo de las hembras control monitoreadas. El
ultimo dia de la gestacion y antes de iniciarse el parto se les permitidé acceso libre al alimento
para evitar que la hembra se comiera a fas crias al nacer. Una vez nacidas las crias las
hembras continuaron teniendo acceso libre al alimento y para la mitad de las crias la
desnutricion postnatal se continué con el método de separacion parcial de la camada.

Se registrd periddicamente el peso corporal de estas hembras, ai inicio de la
desnulricién, el primer dia en que se cruzaron y el dia del parto. Estos pesos corporales
fueron comparados con los pesos de hembras bien nutridas en los mismos periodos
considerados para las hembras desnulridas.

Para determinar la fecha de parto, se siguid el mismo procedimiento que en el

experimento anterior.

Obtencién de Crias.-

Al dia 1 de edad se retiraron las crias de los nidos, las camadas se pesaron y ajustaron
de manera similar al experimento anterior. La mitad de las crias de cada camada (n=5) se
asignaron al grupo de desnutricion prenatal y rehabilitacion postnatal (D - R) las cuales durante
la lactancia tuvieron libre acceso al alimento y las otras § crias se designaron como grupo de
desnutricion pre y postnatal (D - D). De tal manera, que las crias D - D continuaron en una
situacion de desnutricién durante a lactancia impuesta por el método de separacién parcial de

la camada ya descrito anteriormente.
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Evaluacién de las crias.-
De igual forma que en el experimento anterior, se llevé a cabo el marcaje y el control
del peso corporal de las crias. La prueba de discriminacion olfatoria se realizd en un solo

ensayo ya que no se observaron efectos de lateralidad en el experimento 1.

Anélisis Estadistico.-

Los datos se procesaron con fas mismas pruebas estadisticas descritas anteriormente.
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Resultados

Peso Corporal de las Hembras.-

Se observo que las hembras sometidas a desnutricién por reduccion del alimento al
50% presentaron un decremento significativo (P< 0.001) en el peso corporal el dia en el que
se inicid la cruza; asi como en los dias previos al parto en el que mostraron una disminucion

significativa (P< 0.001) en comparacion con sus controles (Tabla 3).

Tabla 3. Comp de las medi. del peso corporal
de las hembras CONy DES 50%
MEDICIONES CON DES 50%
LINEA BASE 230 + 5.6 g 228t 4.4 g
CRUZA 253.5 + 6.8 g 195.4 * 4.1 g
PARTQ 350.6 £ 5.5 g 265 £ 7.6 g

Peso Corporal de las Crias.-

Las crias nacidas de hembras desnutridas 50%, en el dia 1 posinatal tuvieron un
peso corporal promedio de 5.94 + 0.2 g., mientras que las crias del experimento 1 nacidas de
hembras bien nutridas, el peso que presentaron ef dia 1 de edad fue de 7.6 + 0.18 g.; estos
datos sefialan un efecto importante de nuestro procedimiento de desnutricion prenatal sobre el

crecimiento de las crias (Fig.10).
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Fig. 10. Medias y error esténdar del peso corporalde las ¢rfas D -D, D -R y
CON. Los resultados obtenidos con el ANDVA Indlcaron que el factor nutricional
ejerclé una influencia significativa sobre el peso corporal (p< 0.0001), mostrando
l1as crias D - D a partir del dia 5 de edad una disminucidn significativa en el peso
corporal en comparacion a sus controles.

* p< 005
s p<0.01
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Durante la lactancia las crias D - R mostraron una mayor taza de crecimiento
corporal que las crias D - D, de manera que a partir del dia 5 de edad se observd una
diferencia significativa en el peso corporal de ambos grupos y las crias D - D llegaron a tener
un déficit del 21% para el dia 12 de edad en comparacion con las crias D - R, mientras que
estas ultimas se recuperaron y alcanzaron pesos similares a las CON {experimento 1). EI
andlisis de varianza mostré que el factor nutricional tuvo efectos significativos sobre el peso

corporal de las crias {p< 0.0001) al igual que el factor edad (p< 0.0001}.

Tiempo de Olfacién.-
Se observé que a partir del dia 1 de edad, las crias de ambos grupos dedicaron
mayor tiempo a explorar olfatoriamente el aserrin materno, en comparacion al aserrin fresco.
Aliguat que en el experimento 1 el factor edad tuvo efectos significativos {(Anexo 1)
en este parameiro, por lo que esta tendencia a explorar olfatoriamente las fuentes de olor fue
decreciendo en funcién de la edad (Fig. 11). No se observaron efectos por el factor nutricién ni

por la interaccién de ambos factores.

Eleccién.-

Mayor numero de crias de ambos grupos, se desplazaron al aserrin materno a
partir del dia 2 de edad.

Como se observa en la grafica 12, a parlir del dia 3 de edad mayor nimero de
crias D - D se desplazaron hacia el aserrin materno y para el dia 5 de edad mas del 57% de
estas crias se desplazaron hacia dicha fuente de olor, alcanzando una proparcién del 73% el
dia 7 de edad; mientras que las crias D - R alcanzaron dichas proporciones hasta el dia 7 y 8
de edad respectivamente. El Anova confirmd que la condicidon nutricio;'\al tuvo efectos

significativos (P< 0.006) en la eleccion del aserrin materno.
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ANOVA indicaron que Ia condicién nutricional tuvo efectos significativos en la
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= p<0.05
s p<0.01
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En menor proporcion las crias de ambos grupos se desplazaron hacia el aserrin
fresco y no se observd ninguna diferencia entre los grupos. Por otra parte, al dia 12 de edad el
37% de las crias D - R eligieron el aserrin fresco, mientras que en el grupo D - D mostraron
como maxima proporcion el 26% en esta misma edad.

El Anova mostrd efectos significativos asociados al factor edad (p< 0.001) perc no

a la interaccion de ambos factores (Anexo 1).

Latencia.-

A partir del dia 1 de edad ias crias D - D mostraron latencias menores para
desplazarse hacia alguna fuente de olor en comparacion con !as crias D - R aunque esta
tendencia desaparecié los Ultimos dias de registro - 8 y 10-, Como se muestra en el anexo 1,
la latencia de eleccion mostrada por las crias se vid afectada por la condicidon nutricional, ya
que esta tuvo efectos significativos en lo que se refiere a este parametro.

Al igual que en el experimento 1 el factor edad tuvo efectos significativos (p<
0.001) en este parametro, en el que se observd una clara tendencia con la edad en ambos
grupos de crias, a reducir el tiempo que requirieron para desplazarse a cualquiera de las

fuentes de olor{Fig.13}.

Preferencia.-

En lo que se refiere a 1a exploracion olfatoria y desplazamiento hacia alguna de las
fuentes de clor, se observd que mayor nimero de crias mostraron preferencia por el asenin
materno que por el fresco (Fig. 14) y esta respuesta se observd a partir del dia 1 de edad. Sin
embargo, el analisis de varianza no mostré efeclos signiﬁca{ivos asociados a la condicién

nutricional, ni a §a edad o a la interaccidon de los factores (Anexo 1).
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Fig. 13. Medias y error estandar de Ia latencia de eleccidon o tiempo que
requirieron las crias D-Dy D - R para P e a de las de
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Fig. 14, Porcentaje de crias D - D y D -R que mostrazon su preferencia hacla
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olor materno,
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Conclusiones

. La reduccién al 50% de ia dieta matemna produjo efectivamente poca ganancia de peso de
las hembras durante la gestacion. Esto ocasioné una desnutricion prenatal en las crias que
se reflejd en e} bajo peso corporal de los grupos de crias D- R y D - D al nacimiento.

. La rehabilitacion nutricional durante la lactancia promovié un crecimiento corporal en las
crias D - R tal, que para el dia 12 habian alcanzado ef peso corporal de las crias CON. Por
el contrario, en las crias D-D se mantuvo significativamente bajo el peso corporal.

. Las crias de rata D - R y D - D fueron capaces de detectar el ofor matemo y de mostrar una
respuesta de eleccion, desplazandose hacia esa fuente de olor en una prueba de 2
opciones. Lo cual sugiere que la desnutricion prenatal y/o postnatal no altera ja eficiencia
de esta respuesta.

. Las crias D - D fueron méas persistentes a desplazarse y elegir e} aserrin matemo que las
crias D - R y su latencia para elegirfio fue menor de! dia 5 al 8 de edad, debido
posiblemente a una motivacion generada por fa privacion de alimento a la que fueron
sometidas. Sin embargo, en comparacion con los grupos del experimento 1, estos grupos
tuvieron latencias ligeramente mayores para desplazarse a una de las fuentes de olor.

Ef rendimiento del grupo D - D en los demas parametros de la prueba de discriminacion
olfatoria fue muy similar af del grupo DES y e} rendimianto det grupo D - R fue similar ai del
grupo CON. Lo cual sugiere una influencia importante de ia condicion nutricional postnatal
sobre Ja respuesta en la prueba de discriminacidn olfateria.

. El rendimiento de ios grupos D - R y D - D en la prueba de discriminacion olfatoria, no
confirmo la hipdtesis de que la desnutricion prenatal pudiera alterar {a capacidad de

adquirir y discriminar el olor matemo.
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EXPERIMENTO 3

A pesar de la inmadurez que posee el bulbo olfatorio a! momento del nacimiento y del
retraso en el desarrolio asociado a la desnutricién (Debasio y Kemper, 1985), las crias
desnutridas de rata pre y/o postnatalmente, mostraron la capacidad de adquirir una
preferencia olfatoria en la prueba de discriminacién olfatoria. Como ya se mencioné, esta
preferencia resulta de un proceso de aprendizaje en el que generalmente se asocian los olores
del nido y la hembra lactante con los cuidados maternos y la succion, De acuerdo a esto, se ha
comprobado que de igual manera las crias pueden asociar olores artificiales agregados al nido
o al cuidado materno (Wilson y Leon, 1988; Galef y Kaner, 1980; Sullivan y col.,1986).

Con este dltimo paradigma se probo a ratas desnutridas y sus controles con e! fin de
determinar su capacidad de formar preferencias a olores artificiales lo cual seria un indice
definitivo de su capacidad de aprendizaje olfatorio temprano.

Ya que los olores del nido y de la madre estan primordialmente determinados por la
dieta materna y de esta depende la preferencia a dicho olor; en aste experimento se modificd
el olor materno administrando sustancias artificiales al nido y al agua de ingesta diaria de las
hembras lactantes, con la finalidad de que las crias asociaran dicho olor artificial con la
estimulacion proporcionada por la madre durante los cuidados matemos y el amamantamiento.
Se probaron inicialmente esencias florales y frutales que se agregaban al asermin y
directamente al vientre materno. Sin embargo, por su volatilidad se impregnaba tado el bioterio
y el olor utilizado en pocas horas se desvanecia. Se eligid entonces el ajo, porque al beberlo la
hembra, se impregna su saliva y al lamerse transmite su olor al vientre; también, porque el ajo

pasa a las glandulas cebaseas y los bolos fecales.
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Material y Método

Obtencién de Crias,-

Se utilizaron grupos de 50 crias de rata, nacidas de hembras primiparas de la cepa
Wistar divididas en dos grupos (N= 12 H y 13 M) de distinta condicién nutricional {desnutricion
postnatal D/AJO y sus controles C/AJO).

Este experimento, se realizé de la misma forma que el experimento 1, en lo que se

refiere al tipo de hembras utilizadas, su cruza, alojamiento y alimentacion.

Maodificacién def Olor Materno y def Nido.-

Para agregar un olor artificial al ambiente del nido y a la hembra lactante, 3 o 4 dias
previos al parto y durante la lactancia, se le agregd concentrado de ajo al agua del bebedero
(0.5 g/180 ml) de cada hembra gestante. Se escogid esta concentracion de ajo ya que se
constaté que concentraciones mayocres decrementaban la cantidad de agua que bebian las
hembras. También se rocié diariamente el aserrin del nido de estas hembras con un
cohcentrado de ajo (10 g/250 mi} hasta el dia en que fueron concluidas las pruebas de
discriminacién olfatoria (Fig. 15). De tal manera, al nacimiente de las crias y durante la
lactancia el olor imperante asociado a la hembra y al nido fue el ajo.

Con la finalidad de distinguir si la ingesta de agua se hallaba disminuida por fa
presencia del ajo, a partir del primer dia en que a las hembras gestantes se les agregd el
concentrado de ajo en el agua, se midio diariamente el consumo de agua de estas hembras y

se comparé con a ingesta de agua de hembras en condiciones normales.

Procedimiento de Desnutricién.-
En cuanto al método de desnutricidn postnatal (método de separacién parcial de la
camada), determinacion de la fecha de nacimiento, marcaje de las crias, control de peso

corporal, se realizé de la misma forma que en los experimentas anteriores.
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DOSIFICACION DE EXTRACTO DE AJO EN EL
AGUA Y EL ASERRIN DE HEMBRAS LACTANTES

0.5g / 180ml

Fig. 15. Estrategia empleada para dosificar el ajo en el agua de ias hembras
lactantes y en el aseriin del nido.
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Prueba de Discriminacién Olfatoria.-
La prueba de discriminacion olfatoria y ia estrategia de registro de la misma, se realizd
de igua manera que en el experimento 1. En este experimento se realizaron dos ensayos en

los cuales se modificaron 1as fuentes de olor a discriminar de la siguiente forma:

A. MATERNO CON AJO Vs A FRESCO.- En este se compard la ejecucién de las crias
CIAJO y DIAJO, ante la presencia del aserrin matemo con ajo {el cual fue obtenido del
nido de las madres que durante la gestacién y lactancia se les habia agregado el
concentrado de ajo) y aserrin fresco (limpio).

«A, MATERNO CON AJO Vs A. MATERNO.- En este se compard la ejecucién de las
crias C/AJO y D/IAJO, ante la presencia del aserrin matemo con ajo y aserrin matemo (el
cual fue obtenido del nido de hembras lactantes que durante la gestacion y la lactancia

fueron mantenidas en condiciones normmales).
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Resultados

INGESTA DE AGUA.-

De acuerdo a los registros que se realizaron diariamente sobre la ingesta de agua en
hembras que recibieron el concentrado de ajo y sus controles, no se observaron diferencias
entre ambos grupos. Los dias previos al parto, ef consumo promedio de agua de las hembras
fue de 40 - 50 ml. E| dia de parto decrementé la ingesta a 10 ml y fue incrementandose en los
dias posteriores hasta alcanzar valores de 80 - 30 mi por hembra para el dia 12 de lactancia,

dia en que se suspendi6 este registro.

Pesos Corporales.-

Al igual que en el experimento 1, se observd que a partir del dia § de edad hubo una
disminucion significativa en el peso corporal de las crias D/AJO llegando estas a tener un
déficit del 26% para el dia 12 de edad, en comparacion con las crias C/AJO (Fig.16). Los
pesos corporales fueron similares a los de los grupeos DES y CON del experimento 1, lo cual
sefala que el ajo en el agua materna ne medificod el ritmo de crecimiento de las crias.

El analisis de varianza mostrd que el factor nutricional tuvo efectos significativos

(P<.0001) sobre el peso corporal de las crias, al igual que el factor edad (p< 0.0001).
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Fig. 16. Medias y error estindar del peso corporal de las crias D/AJO y C/AJO.
Los resultados obtenidos con el ANOVA indicaron que el factor nutricional
ejercid una influencia significativa sobre el peso corporal {p< 0.0001), mostrando
tas crias D/AJO a partir del dia § de edad una disminucién significativa en ef peso
corporal en comparacién a sus controles,
* p<0.05
** p<0.01
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A. Materno con Ajo Vs A. Fresco

Tiempo de Olfacion,-

Se observd que las crias de ambos grupos dedicaron mayor cantidad de tiempo a
explorar olfatoriamente el aserrin materne con ajo en comparacion al aserrin fresco (Fig. 17), y
que a su vez las crias D/AJO dedicaron menor cantidad de tiempo a explorar olfatoriamente el
aserrin matemo con ajo, en comparacion con las crias C/AJO (p< 0.01); esta respuesta fue
modificandose con la edad y como se muestra en el Anexo 1 el ANOVA no mostid efectos

significativos en la interaccién de ambos factores.

Eleccién.-

Desde el dia 1 al 12 de edad se observé que mayor nimero de crias de ambos grupos
se desplazaron al olor matemo con aje en comparacion al aserrin fresco (Fig. 18).

A partir del dia 4 de edad se observd de forma significativa (p< 0.01) que mayor
namero de crias D/AJO eligieron el aserrin materno con ajo, en comparacion con sus
controles. Esta tendencia de eleccion fue similar a 1a que se habia observado en los otros
experimentos.

Como se muestra en el anexo 1 también (a edad tuvo efectos significativos en la

eleccién de fuente de olor mostrada por las crias.

Latencla.-

Al igual que en los dos experimentos anteriores se observd de forma significativa (p<
0.001) que las crias desnutridas (D/AJO) presentaron una clara tendencia de desplazarse con
mayor rapidez hacia alguna de las fuentes de olor, a comparacion de las crias C/AJO (Fig. 19)
y que la latencia disminuye ¢on la edad de forma significativa (p< 0.001).

Los resultados del ANOVA se muestran en el Anexo 1.
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Fig. 18, Porcentajes del niimero de crias D/AJO y C/AJO que mostraron su
eleceidn desplazdndose hacla alguna de las dos fuentes de olor. En este
pardmetro como se observa en la grifica, Jos datos proporcionados por 2l
ANQVA indicaron que [2 condicion nutricional tuvo efectos significatives en la
elecedn del aserrin materno con ajo.
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Fig.18. Medias y error estindar de la latencia de eleccién o tiempo que

requirieron las crias D/AJO y CAJO para desplazarse a cualquicra de las fuentes
de olor materno con ajo y fresco, Como lo muestra la gréfica, la condicién
nutricional tuvo efectos significativos en este pardmetro dado que [as crias
DfAJO se desplazaron con mayor rapidez hacia alguna de las fuentes de olor,

* p<0.05
*+ p<0.01
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Preferencia.-

En general las crias de ambos grupos mostraron preferencia por el olor mateme con
ajo, que por el fresco. Esto se abservo desde el dia 1 de edad, en donde méas del 80% de las
crias se desplazaron y olfatearon el aserrin matemo con ajo, mientras que menos del 16% de
las crias mostraron preferencia al olor fresco en esta misma edad (Fig. 20).

En lo que se refiere a la preferencia del aserin matemo con ajo y al fresco, se
cbservaron tendencias similares de las crias C/AJO y D/AJO.

El andlisis de varianza indicé que la desnutricion, la edad y la interaccion de estos
factores, no tuvieron efectos significativos en lo que se refiere a la preferencia hacia alguna

fuente de olor, que mostraron las crias en la prueba de discriminacion olfatoria (Anexo 1).
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Fig. 20. Porcentaje de crias DIAJO y CIAJO que mostraron su preferencia hacia
alguna de las dos fuentes de olor. El ANOVA mostré que la desnutricién no tuvo
fectos significati enfap 1cia que mostraron las crias. Como se puede

abservar en las graficas mayor nimero de crias de ambos grupos prefirieron el
olor materno con ajo.
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A. Materno con Ajo Vs A. Matemno

Tiempo de Olfacl6n.-

A partir del dia 2 de edad se observd que las crias de ambos grupos dedicaron
periodos mas prolongados a explorar olfatoriamente el aserrin matemo, en comparacién al
aserrin matemo con ajo (Fig. 21) y las crias de ambos grupos mostraron tendencias similares
en la exploracién olfatoria de las fuentes de olor.

Et analisis de varianza indico que la condicién nutriciona! y la interaccion de los factores
no tuvieron efectos significativos en este parametro, pero la edad si fue un factor determinante

(p<0.001).

Eteccion.~

Como se puede observar en la figura 22, la tendencia general de las crias de ambos
grupos fue Ja eleccion del aserrin materno, lo cual se manifesto claramente a partir del dia 4 de
edad, en donde el mayor numero de las crias se desplazaron hacia esta fuente de olor.

A su vez, se encontrd que a partir del dia 1 de edad de forma significativa (p< 0.03), un
mayor namero de crias D/AJO se desplazaron hacia el aserrin materno con ajo en
comparacién con las crias C/AJO. Para el dia 7 de edad el 24% de las crias D/AJO se
desplazaron hacia esta fuente de olor, mientras que tan sélo e 16% de las crias C/AJO
mostraron esta eleccion. En lo que se refiere a la eleccion del aserrin matemo no se observd
diferencia entre ambos grupos.

Como se muestra en el Anexo 1, fambién el factor edad tuvo efectos significativos en la

eleccion mostrada por las crias hacia alguna de las fuentes de olor.
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Fig. 21, Medias y error estindar del tiempo que las crias D/IAJO y CrAJO

dedicaton a explosar olfatoriamente las fuentes de olor materno con ajo y
materno, en la prueba de discriminacién olfatoria. Como se puede observar en
las grificas, el ANOVA no mostré diferencias significativas entre estos grupos.
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Fig.22. Porcentajes del ndmero de crias D/AJO y C/AJO que mostraron su
eleccién desplazéndose hacla alguna de {as dos fuentes de olor. En este
parimetro como se observa en la grifica, los datos proporcionados por el
ANOVA indicaron que la condicién nutricional tuvo efectos significativos en la
eleccién del aserrin materno.
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Latencia.-

Al igual gue en los experimentos anteriores, se observd que la latencia de eleccion
disminuye de forma significativa con la edad (p< 0.001) a medida que las crias son capaces de
desplazarse hacia cualquiera de las fuentes de olor (Fig. 23). A diferencia de los experimentos
anteriores en que se observd muy definido el decremento de latencia de los grupos
desnutridos en este ensayo fue poco evidente esta diferencia. Los resultados obtenidos por el

ANOVA se muestran en el Anexo 1.

Preferencia.-

Mayor nimerc de crias de ambos grupos prefirieron el aserrin matemo, lo cual fue
evidente a partir del dia 2 de edad.

La respuesta de ambos grupos C/AJO y D/AJO al aserrin materno con ajo fue similar
en todas las edades.

El andlisis de varianza mostré que la condicion nutricional y la interacciéon de los
factores no tuvieron efectos estadisticamente significativos (Anexo 1) en la preferencia

mostrada por las crias hacia alguna de las fuentes de olor.
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Fig. 23. Medias y error estindar de la latencia de eleccién o tiempo que
requirieron las crlas D/AJO y C/IAJO para desplazarse a cualquiera de las fuentes
de olor materno con ajo y maternc. Como Jo muestra la grédfica, la condicién
nutricional no tuvo efectos significativos en este pardmetro.
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Fig. 24. Poscentaje de crias D/AJO y CIAJO que mostraron su preferencia hacla
a|gun.1 de lar dos fuentes de olor. El ANOVA mostrd que {a desnutricidn no tuvo

1 en la prefi a que traron las erias. Como se puede
observar en {as grificas mayor mimero de crias de ambos grupos prefirieron el
olor materno,
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CONCL USIONES

Los grupos D/AJO y C/AJO mostraron una preferencia por olfatear el aserrin materno con
ajo en contraste con el aserrin fresco. La proporcion de tiempo de olfacion en esos grupos
fue ligeramente mayor que en los experimentos 1y 2.

Las diferencias entre grupos, en los diferentes parametros de eleccién, latencia y olfacion
mostraron las mismas tendencias que en los experimentos anteriores. Siendo significativas
ias diferencias entres ambos grupos nutricionales en los parametros de eleccion y latencia.
Estos datos confirman que las crias de rata desnutridas y controles pueden adquirir una
preferencia olfatoria cuando se asocia un olor a los cuidados matemos y el nido.

Al probar a las crias en una situacion de discriminacion entre aserrin materno con ajo y
aserrin matemo, ambos grupos mostraron mayor preferencia por el asefrin materno,
aunque previamente habian mostrado preferencia por el ajo cuando este se probd contra
¢l aserin fresco.

En comparacion con los otros experimentos, en este ensayo el tiempo dedicado a explorar
fue mayor. También se observd que las diferencias en la latencia entre desnutridas y
controles se amortiguaron, probablemente porque la situacion experimental confundié a las
crias y no mostraron una eleccion tan rapida como en 10s otros experimentos.

Las crias D/AJO mostraron mas consistencia a elegir el asermin con ajo que las C/AJO. En
los otros experimentes se observd que las crias desnutridas eran mds consistentes para
mostrar la eleccién al aserrin maternc. En este Ultimo experimento, aunque no fue
predominante si mostraron mayor consistencia por elegir el olor correspondiente al nido y a
la hembra lactante.

La exploracion y preferencia por el aserrin con ajo, fue mayor que la observada para et

asemin fresco en otros ensayos. Aunque el olor a ajo adquirid un valor significativo para las
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crias, fue mas poderosa la atraccién ejercida por los olores naturales emitidos por la

hembra,
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DISCUSION

Los datos obtenidos con los 3 experimentos realizados sugieren consistentemente que
jla desnutricién prenatal y/o postnatal no alteran la capacidad de la cria para adquirir una
preferencia olfatoria temprana, ni para manifestarla durante una prueba de discriminacion
olfatoria de dos opciones. Ya que, como se observé en los tres experimentos,ambos grupos
olfatearon, eligieron y prefirieron el aserrin que contenia fa fuente de olor experimentada en el
nido,

De acuerdo al peso corporal de las crias sometidas a uno o ambos paradigmas de
desnutricion, las estrategias empleadas para desnulrir a las crias pre- y postnatalmente,
fueron efectivas. Con ambas estrategias se observaron deficiencias en el peso corporal de las
crias desnutridas, que fueron significativas estadisticamente. A su vez, el decremento
observado en el peso corporal es similar al reportado en otres estudics que han empleado
estas mismas estrategias (Cragg, 1972, Bames y Altman, 1973, Fuiler y Wiggins, 1984), asi
como con otras estrategias para producir desnutricion en las crias, como es el empleo de
dietas hipoproteinicas, reduccion en fa cantidad diaria de alimento y camadas con mas de 12
crias (Bass y col., 1970; Griffin y col., 1977; Morgane y col, 1978, Patel, 1983},

El aditamento empleado para evaluar la respuesta de discriminacion y preferencia
olfatoria, se ha empleado por otros grupos, aunque con ligeras variantes (Coppersmith y Leon,
1984, Sullivan y col. 1986; Wilson y Leon, 1988) y ha mostrado ser una herramienta
adecuada y versatil para evaiuar el reconocimiento del olor asoclado a la hembra lactante y el
nido. A diferencia de otras pruebas empleadas con fines similares, como el "homing” (Altman y
col. 197 1) que requiere de un esfuerzo motor importante para mostrar una respuesta, con la
prueba de dos opciones se require de una respuasta motora minima, Jo cual permite
adjudicarle mayor peso a ia respuesta olfatoria de las crias. Para los objetivos de este estudio
mostrd ser una prueba adecuada que nos permitié determinar el desarrolio de una respuesta

olfatoria.
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En los tres experimentos realizados se observé que desde e! dia 3 de edad las crias de
rata mostraban ya una preferencia por olfatear el aserrin que emanaba el olor experimentado
en el nido y para el dia 5 1a respuesta de desplazarse hacia é| era consistente para todos los
grupos estudiados, Nuestros datos coinciden con algunos reportes de la literatura que también
han observado respuestas olfatorias selectivas en los primeros dias posteriores al nacimiento,
Entre ellos Salas y col. (1969) que registrando la actividad eléctrica espontanea de! bulbo
olfatorio observaron una respuesta selectiva al olor matemo en crias a partir del dia 3 de edad.
Con observaciones conductuales Duveau y Godinot (1988) determinaron que a los 3 dias las
crias muestran 60% de respuestas positivas a la fuente de olor matema y a los 5 dias
alcanzan un 90% de acertividad. También J.Rosenblatt (1983) observd una respuesta olfatoria
para reconocimiento materno a partir del dia 3 de edad. Por otro lado, existen otros reportes
que han sefalado que el periodo critico para establecer esta asociacién se prolonga hasta el
dia 8 postnatal (Leon, 1992) e inclusive es factible generar asociaciones similares con
estimulos que simulen el lamido materno hasta el dia 16 de edad (Leon y Moltz, 1971 y 1972;
Sullivan y col., 1986, 1990).

En estos experimentos, también fue evidente la consistencia de las crias desnutridas
por olfatear y desplazarse hacia la fuente de olor correspondiente a la hembra y el nido. Esta
consistencia se observo principalmente en los parametros de eleccion y latencia, en los que se
vid que las crias desnutridas mostraban mayor proporcion de respuestas positivas hacia el
aserfin materno y su velocidad de respuesta fue menor, estas observaciones se confirmaron
con el ANOVA que indicd efectos significativos ejercidos por la desnutricion sobre estos
parametros y en los tres experimentos, Estas diferencias con los grupos contro! fueron mas
evidentes alrededor del dia 5 de edad, momento en que en el peso corporal se empezaron a
manifestar los efectos del procedimiento de desnutricién postnatal. En todos los grupos se
observé un decremento gradual en la latencia de eleccion, que se asccid a la edad de las
crias y especificamente a la maduracion y el desarrollo de las habilidades motoras, de manera

que de un dia a otro las crias se desplazaban a cualquiera de las fuentes de olor con mayor
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facilidad y rapidez. Es interesante recalcar que las ratas DES del primer experimento, las D-D
del segundo experimento y las D/AJO mostraron menores latencias globates y los tres grupos
estaban expuestos a una restriccion de alimentos postnatal. Por otro lado, los grupos que
tenian libre acceso a la leche matema durante la lactancia, esto es CON, D-R y C/AJO
mostraron otra tendencia de respuesta pero similar entre si. Este haliazgo nos sugiere que la
privacion de alimento pudo actuar como un factor motivante en los grupos desnutridos
postnatalmente para que se aproximaran con mayor vehemencia a la fuente de olor materna.

En diversos paradigmas de aprendizaje se ha observado que la nutricion deficiente
genera en las ratas una motivacion intensa por adquirir alimento. De tal manera que en tareas
de condicionamiento operante en que la consecuencia es un reforzador primario (alimenta), las
ratas desnutridas muestran patrones mas eficientes de respuesta (Halas y col., 1980; Levitsky,
1975). Se han observado resultados similares en el rendimiento de ratas desnutridas cuando
se han probado en laberintos, en los que la meta contiene un reforzador alimem-icio (Jordan y
col. 1980). A raiz de estas observaciones se han tratado de implementar otras pruebas
conductuales, que reflejen la capacidad de aprendizaje en ratas desnutridas y que ofrezcan
otras consecuencias. Con el modelo de aprendizaje olfatorio empleado en este estudio, se
buscé precisamente una alternativa ya que la eleccion de una de las dos opciones no ofrecia
directamente una consecuencia apefitiva. Sin embargo, las respuestas mas rapidas y
acertadas de las crias desnutridas hacia el aserrin materno sugieren que la eleccién de ésta
fuente, implicaria para las crias privadas de alimento, una alternativa de aproximacién al nido,
a la hembra lactante y por lo tanto, la posibilidad de recibir alimentacién, Asi, como se ha
observado en otros paradigmas de aprendizaje, el hambre de la rata desnutrida puedo ser un
factor motivante, que determiné la mejor eficiencia de las crias desnulridas para identificar y
desplazarse hacia el aserrin materno.

Otros hallazgos en trabajos previos, ofrecen apoyo a esta suposicion ya que se ha
enfatizado que las crias desnutridas se dispersan poco del nido, manteniéndose juntas y que

por lo tanto salen poco a su entorno a explorar (Frankova, 1973; Massaro y col. 1977; Tonkiss
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y Smart, 1983). La falta de interaccion con el medio extemo se ha adjudicado a debilidad
muscular y retardo en el desarrolio de patrones motores que posibiliten su desplazamiento
fuera del nido, sin embargo, también se ha observado que la persistencia por estar cerca del
nido puede tener la finalidad de tener mayor oportunidad de succionar a la madre, ya que se
observa que estas crias son mas demandantes de cuidados maternos {Massaro y col. 1977).
La consecuencia del aisiamiento que la cria misma se impone durante Ia lactancia provoca una
reduccion en su repertorio conductual, a su vez que reduce sus oportunidades de aprendizaje
{Levitsky, 1975). Asi mismo, estas crias de vuelven temerosas, timidas, también son mas
imitables y agresivas (Tonkiss y Smart, 1983; Whatson y col. 1976; Wiener y c¢ol, 1983) y
posteriormente evitan contactos sociales {Frankova, 1973).

La falta de motivacion por explorar fuera del nide e insistencia por permanecer en él
pudo reflejarse en los ensayos de prueba, ya que como se ha mencionade, las crias
desnulridas olfatearon mencs, pero se desplazaron con mayor acertividad y menor latencia a
Ia fuente de olor materno.

Por otra parte, la desnutricion no altero la capacidad de las crias para adquirir una
prefarencia olfatoria, ni para manifestarla durante la prueba de dos opcienes. Considerando la
propuesta de que este lipo de asociaciones pueden corresponder a un mecanismo de
impronta olfatorio (Salas y col., 1970; Woo y Leon, 1887), podemos suponer que debe tratarse
de un proceso poca [&bil y esterectipade que garantice la adguisicion de la respuesta y la
supervivencia de las crias. De ser asi, es entendible que la desnutricién no afectara su
expresion. Recientemente, con marcador 2-desoxiglucosa (2-DG) se ha podido determinar que
esta asociacion temprana se realiza a nivel del bulbo olfatorio. Especificamente en los
glomérulos formados por la unién de los receptores, las células mitrales, células en penacho y
las células granulares {Coppersmith y Leon, 1984; Sullivan y col. 1990; Woo y Leon, 1987). En
estos trabajos se ha visto que zonas localizadas del bulbo olfatorio se marcan cuando se
expone a las crias al olor asociado con los cuidados matemnos y que zonas distintas se marcan

ante estimulos olfatorios extrafios. Quedaria por dilucidar como se realiza esta interaccion
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neuronal en las crias desnutridas en las que se sabe gue la migracion de células granulares se
retrasa importantemente. Es factible que con poca cantidad de tejido celular en el bulbo
olfatorio, organizado precozmente pueda establecerse esta asociacién. Se sabe que el
sistena olfatorio es altamente resistente y plastico a lesiones y en ratas con sdélo un 10% de
tejido del bulbo olfatorio se pueden obtener respuestas de aprendizaje y de discriminacion
olfatoria (Hudson, 1993). A su vez, lesiones de la corteza olfatoria no alteran importantemente
la respuesta de reconocimiento, y solo lesiones totales del bulbo olfatorio abolen la respuesta
y las crias mueren (McClelland y Cowley, 1972).

También se ha postulado que proyecciones noradrenérgicas provenientes del locus
ceruleus son relevantes para la activacion de estos complejos glomerulares y por lo tanto para
que se de la asociacion ol'faloria. De manera que si se bloquean los receptores P -
noradrenérgicos en el bulbo olfatorio, no se establece dicha asociacion (Sullivan y col., 1989).
Asi mismo Nakamura y col. (1987) han registrado un aumento de |a actividad de neuronas del
locus ceruleus ante la estimulacion tactil en crias de rata, lo cual ha sugerido que esta
estructura pudiera mediar el paso de estimulos experimentados en el nido.

Salas y col. (1970) propusieron que los olores asociados a la madre lactante que son
estimulos tipicos de la especie pudieran integrarse a nivel subcortical, en las estructuras
limbicas de desarrollo ontogenético temprano, entre ellas el hipacampo (Salas y col., 1970), lo
cual permitiria que se lleve a cabo este proceso de aprendizaje temprano. Por lo contrario, las
asociaciones posteriores hacia otras fuentes de olor pudieran integrarse a nivel neocortical ya
que requieren de respuestas asociativas mas complejas. Se ha implicado en esta respuesta
también al haz olfatorio lateral que forma un relevo hacia el nicleo mediodorsal del talamo ya
que lesiones en estas estructuras imposibilitan a las crias de rata a reconocer el olor materno
(Slotnick y Risser, 1990).

QOtra estructura que puede intervenir importantemente, en la asociacion de experiencias
olfatorias, es la amigdala. Dos nticleos amigdalinos estén directamente relacionados con el

procesamiento de informacion olfatoria; uno es el nicleo medial que recibe aferencias directas
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de la via olfatoria, del bulbo accescrio y de la corteza piriforme (Price, 19687, Carpenter, 1978;
Lumia y col, 1987). Se ha propuesto que el nucleo medial procesa e integra la informacion
olfatoria y le otorga un sentido afectivo. Asimisme por su interaccion con los nicleos preéptico
y ventromedial del hipotalamo, paricipa en 1a regulaciéon de fa conducta sexual (Chateau y
Aron, 1888; Kostarczyc, 1986; MacLusky, 1985) y apetitiva (Fleming y col., 1983).

Por otro lado, el nicleo basolateral de la amigdala como parte de un circuito con el
nucleo dorsomedial de! talamo y la corteza orbito frontal, participa en procesos de aprendizaje
y memoria (Cador y col., 1989) y en relacién a estimulos olfatorios y gustatives (Bermudez-
Rattoni y col., 1986; Sarter y Markowitsch, 1984). Este nicleo basolateral, al igual que el
hipocampo sufren alteraciones por la desnutricidn (Diaz-Cintra y col. 1980; Diaz-Cintra y col.
1991; Escobar y Salas, 1993) y las alteraciones que sufren pudieran ser substrato anatémico
de deficiencias para el aprendizaje.

El empleo de un olor ajeno al medio natural de la cria para formar una asociacion
matemno-cria resultd muy interesante. Por un lado confimd que efectivamente se pueden
establecer asociaciones con olores distintos del emanado por la hembra lactante y que las
crias desnutridas tienen la misma capacidad que las controles para establecerias. Por otro
lado mostrd que esta preferencia puede ser aparente, ya que al someter a las crias a una
eleccion con el olor natural materno, este ultimoe puede predominar jerarquicamente en las
preferencias de la cria. En nuestro disefio este acontecimiento tiene una explicacion logica, ya
que aunque se agrego un olor a la hembra y al nido, no se elimind la emanacioén de los olores
naturales. De tal manera, la cria era sometida a la experiencia del oler a ajo sumado al olor
natural de la hembra. Otros grupos que han modificado el olor asociado a la hembra con
sustancias adificiales han impiementado ademas estrategias para evitar la secrecién natural
de estos olores. Asi, se ha administrado a las hembras una dieta con sacarosa que evita la
formacién de los cecotrofos que confieren olor a los bolos fecales (Leon, 1975; Sullivan y col.,
1990). En estos estudios las crias de rata se sometian entonces exclusivamente al olor

artificial agregado a la hembra y al nido; y al evaluar este aprendizaje las crias preferian este
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Uitimo sobre el oler natural matemo. En otro trabajo (Duveau y Godinot, 1988) en donde, al
igual que en el experimento 3, se agregd un olor distinto asociado al olor natural, se
encontraron inicialmente preferencias por el olor agregado, pero a particr del dia 6 la
preferencia cambid hacia los olores naturales. Estos autores afirman que los olores agregados
pueden fungir inicialmente como incentivos, pero pierden su fuerza posteriormente. Los datos
obtenidos en el experimento 3 muestran una preferencia consistente por el olor natural sobre
el agregado arificialmente, aunque para el dia 12 esta diferencia se minimiza. Podemos
suponer que también el establecimiento de asociaciones con olores ajenos pudiera requerir
mas dias de exposicion. En los trabajos de Ledn y Sullivan descritos anteriormente, la
determinacion de preferencias olfatorias utilizando olores artificiales, se ha realizado hasta el
dia 18 postnatal.

Se puede suponer también que la intensidad de las 2 fuentes de olor fue desigual. Esta
medicion no se realizd ya que requiere de un equipo especial, sin embargo la respuesta
selectiva al olor materno puede obedecer a que esta fuente de olor emanaba un estimulo mas
intenso que opacaba al otro olor.

En este experimento 3 también resultd interesante en el parametro de eleecién que las
crias desnutridas mostraron mayor proporcion de respuesias correctas por el aserin con ajo
que las controles. Considerande que en las otras pniebas estos grupos desnutridos habian
mostrado mayor acertividad para dirigirse al aserrin materno, podemos suponer que en este
ensayo estaban expresande nuevamente esa eficacia de reconocimiento velada por el olor
matermo.

Con estos resultados podemos concluir que las crias de rata desnulridas tienen la
capacidad de aprender y reconocer estimulos olfatorios asociados a los cuidados matemos y
el nido. No existen ofras referencias en la literatura que hayan explorado aspectos de la
capacidad olfatoria en ratas desnutridas, lo cual deja abierta la posibilidad de explorar otros

procesos olfatorios con distintos paradigmas de aprendizaje tanto en ratas lactantes, como en
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capacidad funcional de un sistema que morfoldgicamente ha mostrado ser deficiente en la rata

desnutrida.
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Tabla de resultados obtenidos con et andlisis de varianza para muestras

ANEXO 1

completamente aleatorizadas de dos factores,

EXPERIMENTQ 1
PARAMETRO NUTRICION EDAD INTERACCION
GL. {1.980) | G (9.380) | G.L. (9,980

TIEMPO DE OLFACION

MATERNO 0.04 0.001 0.005

FRESCO N.S. 0.01 NS.
ELECCION .

MATERNO 2.009 0.001 0.04

FRESCO N.S. 0.001 NS.
LATENCIA £.601 0.001 NS
PREFERENCIA

MATERNO 0.05 0.001 N.S.

FRESCO NS a.04 N.S.

EXPERIMENTO 2
G.L (1,580) | G.L.{9.580) | G.L(3.580}

TIEMPO DE OLFACION

MATERNO N.S. 0.001 N.S.

FRESCO N.S. 0.01 0.02
ELECCION

MATERNO 0.006 0.001 NS

FRESCO NS 0.001 N.S.
LATENCIA 0.003 0.001 NS
PREFERENCIA

MATERNO NS NS NS.

FRESCO N.S 0.01 NS
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A, MATERNO CON AJO VS. A, FRESCO

EXPERIMENTOQ 3

PARAMETRO NUTRICION EDAD INTERACCION
G.L. (1480} | G.L.{9.480) | G.L. (8.480)
TIEMPO DE OLFACION
AJO 0.04 0.001 NS
FRESCO NS. NS, NS.
ELECGION
AJO 0.01 0.001 NS,
FRESCO NS 0.001 NS
LATENCIA 0.001 0.001 0.004
PREFERENCIA
o NS N5, NS,
FRESCO NS 0.001 NS,
A, MATERNQ CON AJD VS, A, MATERNO
G\, (1,460) | G (0480} | G.L.(9,480)
TIEMPO DE OLFACION
AJO N.S. 0.02 N.8.
MATERNO N8, 6.004 NS
ELECCION
o} 0.03 0.001 N.S
MATERNO N.5. 0.001 N.S.
LATENCIA NS, 0.001 N.S.
PREFERENCIA
AJO NS NS. N.S.
MATERNG NS, 0.01 N.S.
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