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RESUMEN

Las alteraciones cerebrales asociadas a la restriccion perinatal de alimento (RPA)
pueden perturbar diferentes procesos plasticos como el aprendizaje, la memoria y la
fonacion. Los cuales se han interpretado como el resultado de la interferencia en la
organizacion anatoémica de las diferentes areas cerebrales en desarrollo. Se sabe que
en la rata neonata la malnutricion prenatal interfiere con la elaboracion de las
vocalizaciones ultrasonicas (VUs) mediante mecanismos poco conocidos. La porcion
caudal del nucleo ambiguo (Ambc), la cual inerva los musculos intrinsecos de la laringe
para producir la fonacidén, constituye un sistema basico para la comunicacién
ultrasénica. El cual ha sido poco estudiado en sujetos afectados por la RPA. Por otra
parte, durante el desarrollo postnatal, el fendmeno incrementado de plasticidad
neuronal puede modificar las conductas cognitivas como la memoria y el aprendizaje.
La plasticidad juega un papel fundamental en el mejoramiento de la funcién cerebral. El
masaje corporal puede acelerar el crecimiento fisico e inducir neurogénesis en
diferentes areas del cerebro. Para analizar los efectos de la RPA, y del masaje se
evaluaron mediante la técnica de Golgi-Cox, 20 neuronas motoras multipolares del
Ambc por grupo en las siguientes condiciones: Control (C), Desnutrido (D), Control
Estimulado (CE) y Desnutrido Estimulado (DE) a tres edades del desarrollo (8,12, y 15
dias de edad). El masaje fue aplicado diariamente por 10 min, del dia postnatal 4 al 15.
Los resultados indicaron que la RPA redujo el numero de ramas y la densidad
dendritica de estas neuronas, e indujo cambios espectrales en la emision de VUs
disminuyendo las frecuencias e intensidades en la vocalizacion descendente.
Finalmente, el estudio es relevante tomando en cuenta que la estimulacion de tipo
masaje durante el periodo pre-destete puede atenuar los efectos de hipoplasia neuronal

causada por la RPA.



SUMMARY

The brain alterations associated to perinatal food restriction may disturb different plastic
processes like learning, memory and phonation. Which have been interpreted as a
result of an interference with the anatomical organization of the different developing
brain areas. It is known that in the rat pup, prenatal malnutrition interferes with the
elaboration of ultrasonic vocalizations (UVs) by little known mechanisms. The neuronal
caudal portion of the nucleus ambiguous (Ambc), which innervates the laryngeal intrinsic
muscles to produce phonation, a basic UVs communication system, which has been
poorly studied in subjects affected by perinatal undernutrition. On the other hand, during
postnatal development, the enhanced in plasticity phenomena can modify cognitive
behaviors such as learning and memory. Plasticity plays a fundamental role in improving
brain function. Thus, the body massage may accelerates the physical growth and induce
neurogenesis at different areas of the brain. Furthermore, to analyze perinatal
undernutrition and body massage effects, 20 multipolar motoneurons of the Ambc were
evaluated by the Golgi-Cox technique under the following experimental conditions:
Control (C), Underfed (U), Control Stimulated (CS), and Underfed Stimulated (US) at 8,
12, and 15 postnatal days. Body massage was applied during a daily 10 min period from
4 to 15 postnatal days. The results indicated that perinatal undernutrition reduced the
number and the dendritic density of these neurons, and induced spectral changes in the
UVs emission decreasing the frequency and intensity of the descendant call. Finally, the
neuronal findings could be relevant on the view that massage during the pre-weaning
period may ameliorate the hypoplastic neuronal alterations caused by perinatal food

restriction.
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. INTRODUCCION

En el mundo 1020 millones de personas sufren hambre, 53 millones de ellas
ubicados en América Latina. La pobreza alimentaria alcanz6 un nivel de 13.8% en
el afio 2006, y ascendié a 30% en el afio 2009. La deficiencia en capacidades
intelectuales fue de 20.7 % en el ano 2006, y ascendié a 25.1% en el 2008
(UNICEF, 2009). En Meéxico, el ultimo censo poblacional indico que hay 39
millones de menores de 18 afos, de los cuales el 53.8 (21.4 millones) se hallan en
pobreza. La permanencia anual de la desnutricién cronica infantil en el pais, fue de
12.7% (1.2 millones) de los nifios y nifias menores de 5 afios que viven en zona
urbana, mientras que para la poblacion indigena se reflejé en el 25.6 % (2.4
millones), (UNICEF, 2011). De acuerdo con la estadistica nacional el 11.1% de los
nifos menores de 5 afos, que viven en zona urbana, y el 20.9% de los nifios de
zona rural presentan desnutricion cronica, haciendo un total del 13.6% del total de
la poblacion infantil en México (Gutiérrez et al., 2012). Los casos de desnutricion a
pesar de las diferencias en clasificaciones muestran que los dafios por restriccion
de alimento afectan principalmente a infantes durante la gestacion y desarrollo
postnatal.

El periodo perinatal (que comprende parte del periodo prenatal, y las
primeras semanas post natales) constituye una fase critica para el desarrollo
cerebral del neonato, debido a la concurrencia de procesos citogenéticos de alta
importancia, como lo son: la neurogénesis, angiogénesis, diferenciacion,
migracién, sinaptogénesis, gliogénesis, y mielinizacion celular, que daran origen al
establecimiento del SNC, al menos demostrado en roedores (Fowden y Forjead,
2004). A medida que avanza el desarrollo, las neuronas diferenciadas, que ya
estan preparadas para funcionar, pueden, ante diferentes tipos de estimulacion
sensorial, cambiar su respuesta. Este cambio sugiere que los estimulos
ambientales modifican la morfologia y la funcién de los diversos grupos
neuronales del organismo, incrementando su potencialidad funcional, en el
fendmeno conocido como plasticidad neuronal (Fagiolini et al., 2009; Jobe et al.,
2012). Al nacimiento, en las especies altriciales (especies que al nacer presentan



gran inmadurez motora, sensorial y homeostatica), en desarrollo, se hace
necesario mantener la comunicacion con la madre que les provea de cuidados
para su supervivencia. Por ello, las crias emiten una variedad de sefales
sensoriales de distinta naturaleza, que son reconocidas por la madre para atender
sus necesidades. Dentro de estas senales, se halla la emision de vocalizaciones
ultrasénicas (VUs), que se sabe tiene un papel importante en la comunicacion que
se establece entre la madre y su cria (Farrell y Alberts, 2002).

La naturaleza de estas vocalizaciones se ha caracterizado en distintos
modelos animales de aves y mamiferos (pinglinos, perros, murciélagos y
roedores) (Balcome y McCraken, 1992; Lengagne et al., 1997; Ulanovsky y Moss,
2008). En los roedores, y mas especificamente en la rata neonata, se ha reportado
su emision en respuesta a variados estimulos como lo son la baja temperatura,
hipoxia, y la separacion maternal (Hofer, 1996; Shair et al., 2002; Alleva et al.,
2006; Stevenson et al., 2009). Asimismo, se ha propuesto que, esta emision tiene
como proposito atraer el auxilio, y la atencion materna con el fin de acarrear a la
cria hacia el nido, y proporcionarle estimulacidon tactil a través de diversas
conductas como lo son la posicibn de campana (arqueamiento de la espalda y
disposicion ventral de la madre hacia la cria), el lamido corporal y ano-genital
(Brouette-Lahlou et al., 1992). Dichas atenciones permitiran en el neonato que,
regule su temperatura corporal, se alimente o se le permita la defecacion y la
miccion (Weaver et al., 2004). Asi, se ha demostrado que la estimulacion tactil
materna induce la activacion de sistemas hormonales favoreciendo el crecimiento
de la cria (Schanberg et al., 2003; Weaver et al., 2004; Macri y Wdarbel, 2006).
También se ha demostrado ampliamente que un factor que influye en la emisién
de VUs, es la condicion de nutricion del neonato y su edad (Juntunen et al., 1978;
Tonkiss et al., 2003; Marquez, 2005). Se ha reportado que, las crias desnutridas
durante el periodo prenatal emiten menor numero de vocalizaciones en
comparacién con las crias bien alimentadas a la edad de 8 dias (Tonkiss et al.,
2003). Sin embargo, poco se conoce acerca de los efectos sobre la tasa de
emision (cantidad y duracién) y estructura espectral (frecuencias e intensidades)

de las vocalizaciones emitidas por las crias desnutridas en respuesta a la



separacion maternal en dias posteriores a los 8 dias, sin que otros factores
inductores se encuentren presentes, como es la baja de temperatura corporal.

De esta manera, y basandose en los fendmenos de la organizacion
morfoldgica y funcional del cerebro y sus interacciones con los diferentes nichos
ecoldgicos que se suceden durante el periodo perinatal, es posible inducir cambios
morfolégicos en respuesta a estimulos tanto ambientales como de la nutricidn, y
que definidos a lo largo del establecimiento de los circuitos neuronales, puedan
modificar la comunicacion con fundamento en la emision de las vocalizaciones de
las crias (Alberts y Cramer, 1988).

Por otra parte, se ha establecido en el modelo de la rata, que la estimulacion
sensorial temprana en crias recién nacidas, ademas de promover el desarrollo
neuronal y su funcién a través de distintos mecanismos, es capaz de atenuar la
respuesta al estrés tanto a corto como a largo plazo (Acolet et al., 1993; Salas et
al., 2001; Hernandez et al., 2007; Richards et al., 2012). Tomando en cuenta estos
hallazgos, en el presente estudio se analiza la emision de VUs de crias de rata
Wistar desnutrida durante el periodo perinatal, en respuesta a la separacion
materna inmediata, asi como los efectos de dicha desnutricion, y de la
estimulacion tactil tipo masaje corporal sobre la morfologia neuronal de una de las
estructuras del tallo cerebral, el nucleo ambiguo porcién caudal (Ambc) que regula

la actividad laringea necesaria para la emision de VUs.



Il ANTECEDENTES

La comunicacion en la vida temprana es dependiente del intercambio de sefales
sensoriales, provenientes de los 6rganos de los sentidos que se encuentran en
proceso de maduracion en el contexto del ambiente uterino, del nido, grupales y
sociales (Alberts y Cramer, 1988). Estos estimulos pueden ser olfativos,
gustativos, visuales, auditivos, y tactiles.

Los estimulos generados por las crias usualmente desencadenan una
conducta adaptativa por parte de la madre (Rosenzweig y Bennett, 1996; Amato et
al., 2005). Esta conducta favorece el desarrollo del neonato, y también, modifica el
contexto de la emisién de vocalizaciones por parte de las crias. Por otra parte, la
percepcion de estos estimulos da origen a la transmision e integracion de patrones
de informacién codificada, que enriquecen la organizacion de los circuitos
neuronales, para posteriormente dar una respuesta versatil a dicho estimulo
(Segura et al., 2001). En este contexto, las vocalizaciones y otras sefiales emitidas
por las crias son fundamentales para su desarrollo y adaptacién en el medio
externo.

En los roedores, la percepcion de estimulos, como el cambio de temperatura
ambiental es de vital importancia, dado que se encuentra ligado al funcionamiento
celular (Bettschen et al., 2004). Por esta razén, la rata como especie que procrea
crias altriciales, y quienes, tienen una incapacidad homeotérmica, requieren de la
temperatura del medio ambiente para mantener su temperatura corporal. Esta
situacion es provista principalmente por el contacto fisico materno y la inclusion en
un nido (Bettschen et al., 2004). Por lo que, la falta de contacto materno y la
separacidon del nido genera en las crias la necesidad de emisién de VUs para
atraer la atencién y el cuidado de la madre (Amato et al., 2005).

Las VUs pueden ser emitidas en diversos rangos de frecuencia; actualmente
se han caracterizado y evaluado dichas vocalizaciones en diversas circunstancias,
unas de ellas asociadas a la hipoxia, y la hipotermia, caracterizadas por un rango
de emisién de 20-45kHz (Choi y Brown, 2003). Mientras que en respuesta a la
separacion de la madre y asociadas a la interaccién social se han reportado en un
rango de 50-75kHz (Harmon et al.,, 2008). Asociado a la emision de VUs se
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encuentra ligada la activacién del sistema acustico que permite recibir sefales
sonoras, para integrar y emitir una respuesta a través de la vocalizacion iniciada
en la laringe. Cabe mencionar, que la apertura de oidos se realiza durante la
segunda semana de vida, y consecuentemente esta limitada la entrada de sefales
a través de esta via (Chang et al., 2005). Sin embargo, la captacion de sefales por
conduccion dsea, permite tempranamente a la cria recibir informacion proveniente
de las VUs emitidas por la madre, probablemente ligadas a la interaccidon
necesaria para la comunicacion madre-cria (Chang et al., 2005). Por lo tanto, las
VUs son importantes para la comunicacion entre los congéneres. Dicha emision
ha sido objeto de estudio arduo en los ultimos afios (Wetzel et al., 1980; Hofer,
1996; Shair et al., 2002; Branchi, 2006) y dichas VUs se han evaluado a través del
analisis espectral del sonido emitido por la madre o por la cria. Para tratar de
comprender este fendmeno, es necesario conocer y entender las caracteristicas

del sonido, y el contexto de la emision de VUs.

2.1. Caracteristicas del sonido

Para comprender las caracteristicas del sonido emitido por las ratas, es necesario
tomar en cuenta los aspectos basicos de las propiedades del mismo. Fisicamente,
el sonido es definido como el cambio de presidon resultado de la vibracion y
dispersion de ondas sonoras propagadas en el medio ambiente (Brown, 2010). El
sonido es una onda longitudinal que al propagarse en un medio elastico y
continuo, genera una variacion de presion local. Esta onda cuenta con magnitudes
fisicas que son la frecuencia [numero de repeticiones de la onda por segundo
(Hz)], y la amplitud [indica la energia que contiene una onda medida en decibeles
(dB)]. Estas unidades al graficarse contra el tiempo resultan en las conocidas
propiedades del sonido, como lo es el tono, la intensidad y el timbre (Figura 1).

Las unidades mencionadas pueden definirse de la siguiente manera:



Intensidad: Se asocia con la amplitud de la onda sonora medida en dB [el
logaritmo de la proporcion de la intensidad de un sonido comparado con la de un

sonido estandar de referencia internacional].

Tono: Esta dado por el numero de ciclos por unidad de tiempo [vgr/segundo],

y esta relacionado con la frecuencia del sonido.

Timbre: Es definido por las frecuencias armdnicas que acompanan a la

frecuencia fundamental o principal de un sonido (Brown, 2010).

Longitudde onda

Tiempo

Amplitud

A—>
o
v

A=Tiempo
f=ciclos/s
t=s

Figura 1. Onda sonora, y sus magnitudes fisicas. (Modificada de Brown, 2010).

Fisicamente este fendmeno esta presente en cualquier sonido, como en los
instrumentos musicales, la caida de un objeto en el agua o fisioldgicamente
cuando emitimos la voz. En el contexto fisiolégico, pero en términos fisicos, la voz
es un sonido producido por la vibracién de las cuerdas vocales. Las cuerdas
vocales se ubican en la laringe, en la parte superior de la traquea, unidas
posteriormente a los cartilagos aritenoides, y anteriormente al cartilago tiroides.

Sus bordes externos se unen a los musculos laringeos, y los internos forman un
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orificio (glotis), que permite el flujo de aire continuo (Figura 2), lo cual favorece la

emision del sonido (Ludlow, 2005).

Cartilago Cartilago
Aritenoides Aritenoides
Cartilago
Cricoides
Abduccion Aduccion

Figura 2. Esquema del movimiento progresivo (1, 2, 3) del cartilago durante la
aduccion y la abduccién. (Modificada de Ludlow, 2005).

La diversidad de emision de sonido es amplia, y en este sentido, el sonido
emitido puede ser de distintos tipos (audible, infrasonido y ultrasonido), todos ellos
han sido clasificados para su comprensién de acuerdo a la percepcion del oido
humano (Zeskind et al., 2011). El oido humano puede percibir frecuencias de
emision de 20Hz a 20kHz. En particular la rata, puede emitir y percibir frecuencias
mayores a 20kHz (Branchi, 2006).

El sonido audible: Corresponde al generado por las ondas sonoras que tiene
un rango de frecuencia de 20 a 20,000Hz (Branchi, 2006; Zeskind et al., 2011).

El infrasonido: Son los sonidos producidos por ondas sonoras que tienen
frecuencias por debajo del rango audible, es decir menor a 20Hz.
El ultrasonido: Corresponde a ondas sonoras producidas con frecuencias

mayores a 20kHz, que se han reportado hasta los 120kHz (Zeskind et al., 2011).



2.2. Emisioén de vocalizaciones en roedores

En los roedores se puede apreciar la emision de tres sonidos diferentes:

1) Las vocalizaciones audibles, que se componen de una frecuencia principal,
y numerosas frecuencias arménicas, que son perceptibles al oido humano
(Zeskind et al., 2011).

2) Los chasquidos caracterizados por tener una duracion corta, y no contar
con una frecuencia fundamental distinguida, ya que la banda de frecuencias
en las que se presenta es amplia y son perceptibles al oido humano
(Marquez, 2005).

3) Los ultrasonidos, construidos por el sonido puro que se presentan con una
alta frecuencia, la cual puede variar tal como su intensidad durante la

vocalizacion (Riede, 2011).

Los ultrasonidos y las vocalizaciones audibles son producidos durante la fase
de espiracién del ciclo respiratorio. Los sonidos audibles a diferencia de los
ultrasonidos se amplifican a través de la cavidad buco-nasal enriqueciéndose con
las ondas cuasi estacionarias (formantes), que corresponden a sus frecuencias
armoénicas o0 acompafantes, mientras que los ultrasonidos provienen
exclusivamente de la cavidad bucal, se generan por los movimientos exclusivos de
la laringe, y se componen de la frecuencia fundamental y sus armédnicas puras sin
la amplificacion en la cavidad nasal (Riede, 2011).

Los sonidos emitidos, tienen una distribucion de la energia sonora con
diferentes frecuencias armonicas, que al digitalizarse generan un espectro
proveniente de la intensidad de las mismas. La estructura de las VUs puede ser
estudiada mediante el analisis espectral de dicha emision. Actualmente, diversos
autores han estudiado las caracteristicas de esta emision en los roedores, y asi se
han descrito varios tipos de vocalizaciones con diferente espectro. Por ejemplo, se



muestran los espectrogramas caracteristicos y su descripcién con base en la
forma de las VUs emitidas por crias con malnutricion en respuesta a la separacion
materna, y su baja de temperatura corporal en un periodo de 2 minutos a los 7, 9,
y 11 dias de edad (Figura 3), (Tonkiss et al., 2003).

Figura 3. Descripcion del tipo de espectro caracteristico de la vocalizacion en la
rata. (Modificada de Tonkiss et al., 2003).

2.3. Vocalizaciones en crias de rata

Dentro de las relaciones madre-cria en los roedores, se despliegan una serie de
conductas que permiten la vinculacion materno-filial en el periodo postnatal (Figura
4), (Fleming et al., 1999; Numan, 2006; Wu y de Groat, 2006; Moriceau et al.,



2010). En este contexto, es necesaria la comunicacion madre-cria, donde las
vocalizaciones emitidas por los neonatos provocan la atencién de la madre ante

las necesidades fisiologicas de éstos.

Figura 4. Etograma de la conducta maternal que permite el cuidado de la cria
durante la etapa postnatal. Las VUs se expresan en el contexto de la conducta
maternal.

La emisidon de VUs en las crias presenta varias caracteristicas, que se han
medido en tres aspectos especificos: uno de ellos es la organizacion temporal, la
cual conceptualmente se refiere a la medicion en dos aspectos: uno es a través de

la duracién [duracion en milisegundos (ms) de la vocalizacion ultrasonica
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individual], o por el intervalo [periodo de tiempo entre el término de la vocalizacion
y el inicio de la siguiente vocalizacion], la segunda forma es a través de un estudio
espectral, en donde se cuantifica dentro de una muestra de vocalizaciones, la
frecuencia minima [el pico de frecuencia minima alcanzada en la vocalizacién
(F1)], la frecuencia maxima [el pico de frecuencia maxima alcanzada en la
vocalizacion (F2)], la amplitud maxima [intensidad en dB, alcanzada en la
vocalizacién (F3)], la frecuencia ultima [la frecuencia final en la vocalizacion (F4)].
Asi como las intensidades que se alcanzan cuando se presentan dichas
frecuencias acompanantes, y la frecuencia fundamental [la frecuencia sostenida
en la vocalizacién (F0)]. Todos estos parametros, pueden ser evaluados como
aspectos integrales de la vocalizacion. Otra forma de reportarlas es mediante la
desviacion estandar, y la varianza de la frecuencia fundamental entre las
vocalizaciones de distintos individuos. La tercera forma es mediante una
estructura acustica, basada en categorias de los espectrogramas de la
vocalizacién; dichas caracteristicas de la vocalizacion van cambiando conforme
avanza la edad de la cria (Zeskind et al., 2011).

En este concepto de mediciones, se sabe que el numero de vocalizaciones
es reducido al nacimiento, pero presenta un pico de incremento aproximadamente
en el dia 11 6 12 postnatal. De acuerdo con algunos estudios la duracién de la
vocalizacion, el pico de la frecuencia y el complejo espectral se incrementa con la
edad, mientras que la amplitud de la frecuencia fundamental se reduce
(Brudzynski et al., 1999; Blumberg et al., 2000; Brudzynski et al., 2005). Ademas
dichas vocalizaciones, se ven modificadas en frecuencia y duracion por factores
como la temperatura, la disminucion de oxigeno del ambiente, el estrés y la edad
del recién nacido (Saucier et al., 2008). En varios estudios realizados durante la
etapa del desarrollo de la rata (Brudzynski et al., 1999), se han descrito espectros
caracteristicos de dicha emisién (Figura 3). Por ejemplo se puede observar, que la
duracion, el ancho de banda, y la frecuencia se incrementan de manera
significativa a medida de que la edad de la cria avanza, en respuesta a un periodo
de separacion materna (Figura 5) (Brudzynski et al., 1999).
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Figura 5. Emision de vocalizaciones ultrasénicas en crias de roedores de 10 a 17
dias de edad, en respuesta a la separacion materna previa, y la separacion
inmediata del nido, a temperatura de 6 grados. (Modificada de Brudzynski et al.,
1999).

Por otra parte, los estimulos sensoriales juegan un papel crucial en la
emision de vocalizaciones por parte de las crias. No solo los efectos por cambio
de temperatura y separacién materna, también los aromas y la estimulacion tactil
modifican la emision de VUs en la crias, ya que la cria emite menor niumero de
VUs cuando se expone al nido, que cuando no se encuentra expuesto a éste; asi
mismo, reduce su emision cuando se encuentra en el nido sucio dentro de su caja
(Oswalt y Meier, 1975; Conely y Bell, 1978). La produccion de vocalizaciones por
parte de las crias altriciales, es sensible como podemos apreciar a los cambios en
el desarrollo fisico, al cuidado materno y a los cambios ambientales. Por otra
parte, en estudios recientes se ha sugerido que los cambios en la produccion de
VUs refleja las alteraciones en el estado de estrés de la cria (Hofer, 1996; Branchi
et al., 2001). Estudios tanto en infantes como en crias de rata con malnutricion se
presentan efectos en la emisién de vocalizaciones y deficiencia en el lenguaje
(Tonkiss et al., 2003; Nassar et al., 2011).
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2.4. Estructuras bucales que regulan la emision de VUs

Las VUs se inician en la fase de inspiracion, y se ejecutan durante la fase de
espiracion del ciclo respiratorio. Dado que, las VUs son sonidos exclusivos de la
cavidad bucal, por ende son dependientes de la inervacion de los musculos
laringeos intrinsecos, que permiten regular los movimientos de las cuerdas
vocales y de la glotis (Duarte et al., 2006; Riede, 2011). La glotis es importante
para dos aspectos, uno es la fonacion, y el otro es el mecanismo de defensa ante
el paso accidental de liquidos o de alimento, que bajo la forma de pequefios
fragmentos puede obstruir el paso de aire.

En los seres humanos la produccién de la voz requiere de tres componentes
basicos: uno de ellos es la fuerza para generar el flujo de aire, el segundo es el
mecanismo para convertir el flujo de aire en ondas sonoras, y el tercero la
amplificacion selectiva de las ondas sonoras, para producir una sefial que pueda
ser interpretada por el cerebro como lenguaje. En la rata los dos primeros
componentes son claros, pero aun se desconoce si existe la amplificacion
selectiva debido al amplio uso del ultrasonido y si los espectrogramas son el
reflejo de dicho lenguaje. Sin embargo, para fines de comprension de los
mecanismos fisioldgicos de produccion de la voz, se parte de la comprension de
como funciona la laringe, y del entendimiento de los conceptos basicos
aerodinamicos.

Para producir la voz, las cuerdas vocales se abren y se cierran en respuesta
a la interaccién de la fuerza del flujo de aire y de la fuerza tisular de la laringe.
Cuando las cuerdas se abren o se cierran, se produce una onda de presion
longitudinal que se propaga a través del tracto vocal, cuya frecuencia a su vez se
compone de varias armoénicas. Uno de los componentes aerodinamicos
elementales en este fenbmeno, es la presion subglotal (Pth), ya que en una
respiracion pasiva, las cuerdas vocales van a la linea central de la glotis, el aire
proveniente de los pulmones fluye causando un incremento de la Pth que abre las
cuerdas vocales. Cuando estas se desplazan a los extremos, permiten que el aire

que fluye reduzca la presion entre ambas, y que la tensién en los musculos
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regrese las cuerdas a la linea central, este fendmeno se repite de manera ciclica y
es esencial en el proceso de la fonacion (Ludlow, 2005).

Estudios en seres humanos control sin entrenamiento ni padecimientos
auditivos o vocales ante la pronunciacién repetitiva de la silaba “pae” demostraron
que el incremento de Pth, y el rango de declive del flujo maximo de aire inducen el
incremento en la intensidad de la voz, mediante el registro del flujo de aire, la
intensidad del sonido y la Pth (Holmberg et al., 1987). Mostrando que los cambios
de inercia en el movimiento del flujo de la onda en el tracto vocal, y la diferencia en
la fase horizontal en el movimiento de la cuerda vocal pueden inducir cambios en
la frecuencia fundamental (FO) de dichos sujetos.

Por otro lado, se ha sugerido que la FO se asocia posiblemente al cambio de
presion subglotal, debido a que con fundamento en los registros electromiograficos
(EMG) obtenidos in vivo, durante la vibracidon de la cuerda vocal ante la

111l
/

pronunciacion de una silaba “” se mostré que a medida que se incrementa la Pth
se incrementa la FO. Estableciéndose una correlacion lineal entre ambos registros,
definiendo que el sostenimiento de la Pth se haya ligado a la intensidad (Plant et
al., 2009). Sin embargo, los cambios generados en la FO reflejan diferencias en el
control muscular entre los sujetos, ya que la activacién de los musculos laringeos
afecta la posicion de la cuerda.

De acuerdo con estudios histoldgicos, la construccion de la cuerda vocal se
haya distribuida en cuerpos celulares que constituyen el musculo tiroaritenoideo
(TA) y una capa adyacente de fibras de tejido colageno que forman el epitelio de la
cuerda vocal; por ende los cuerpos celulares estan disponibles para activar los
cambios de rigidez y elongacion mediada por la activacion del musculo TA,
mientras que la capa de epitelio se relaja o contrae dependiendo de la activacion
del cricotiroideo (CT) y del TA en conjunto (Chhetri et al., 2011). Estos estudios
electrofisiolégicos en caninos, mediante la estimulacién del nervio laringeo
superior (NLS) y el nervio laringeo recurrente (NLR) muestran que la frecuencia
fundamental, y sus armoénicas aparecen abruptamente cuando la Pth se
incrementa (Figura 6).
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Figura 6. Cambios en FO y Pth ante la estimulacion con una duracién de (1500ms),
por activacion del nervio laringeo superior (NLS) y del nervio laringeo recurrente
(NLR) en caninos. En la parte superior se presenta el espectrograma acustico
subglotal y en la grafica inferior la respuesta en la presiéon subglotal. (Modificada
de Chhetri et al., 2011).

Ademas se ha observado que la estimulacion bilateral activa de los musculos
abductores (TA/LCA/IA) responde a su maxima activacion mediados por el NLR y
que la actividad simétrica bilateral del CT responde a su maxima activacion

mediado por el NLS (Figura 7).
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Figura 7. Graficos de activacion muscular ante la estimulacion aplicada en el NLS
y NLR (después de la division de las ramas del PCA para activar el musculo CT y
los abductores respectivamente. 1: CT en contraste con los abductores
(TA/LCAJ/IA). En (A) respuesta de la FO, (B) tension, (C) presion subglotal (Pth),
(D) distancia glotal entre los procesos vocales (Dvp). (Modificada de Chhetri et al.,
2011).

Por lo tanto, el control de la inervacion de estos musculos es crucial para la
vibracién de las cuerdas vocales, y para definir los parametros de la voz, tales
como la frecuencia fundamental, las armdnicas acompanantes, y la aerodinamica
laringea (Figura 8), (Chhetri et al., 2010; 2011).
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Figura 8. Imagenes de la configuracion glotal ante la activacion muscular maxima
(estimulacion en NLR para la activacion de los musculos LCA/IA y NLS para la
activacion del CT), mostrando los cambios en la postura prefonatoria, en regiones
de transicion de fonacion a la afonia. En (A) LCA/IA nivel 5 vs CT nivel 1, (B)
LCA/IA nivel 5 vs CT nivel 6, (C) LCA/IA nivel 5 vs CT nivel 11. Los niveles
corresponden al grado de activaciéon que lleva a la contraccion de los musculos.
(Tomada de Chhetri et al., 2011).

No obstante, se ha estudiado la respuesta neuronal en los nucleos del tallo
cerebral, y se ha observado que las motoneuronas del nucleo ambiguo se
sincronizaban con la emisién de ultrasonido (Figura 9), y que las lesiones en el

NLR y el NLS alteraban la funcion glotal normal (Yajima y Hayashi, 1983).
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Figura 9. (A) Descarga tipica durante la unidad de ultrasonido (US). En la parte
superior el registro del ultrasonido, en la parte medial la descarga neuronal de la
division ventral del Amb, en la parte inferior la fase de respiracion. La parte lineal
refiere el artefacto del estimulo. En (B) la descarga neuronal completa cuando
aparece el segundo componente de la vocalizacion presentada en una escala de
tiempo expandido. En (C) el despliegue de 10 unidades de descarga que se
alinean al despliegue de los componentes del sonido. La flecha negra indica el
término del ultrasonido. En (D) histogramas de tiempo al on y al off. Las abscisas
corresponden al inicio y término del ultrasonido on y off. Observe cémo la
descarga neuronal es puntual en un periodo de tiempo al inicio y al final del
ultrasonido. En (E) duracion del ultrasonido en funcion de la duracién de la
descarga, donde el coeficiente de correlacion lineal es de 0.99, el cual responde a
una ecuacion lineal Y=1.06 X-6.27. (Modificada de Yajima y Hayashi, 1983).

Sin embargo, estos disparos parecen ser sélo el silencio y el inicio de la
emision, mientras que otras partes del nucleo pudieran modular la vocalizacion,
por ende el nucleo ambiguo juega un papel integrador en los reflejos que resultan

en la emisién de la vocalizacion (Yajima y Hayashi, 1983).
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Por otro lado, los estudios actuales se han enfocado en el andlisis de los
fendmenos aerodinamicos de las vocalizaciones ultrasonicas de 22 y 55kHz en la
rata adulta, empleando la actividad electromiografica (EMG) de los musculos
intrinsecos de la laringe (TA y CT) encontrandose que tanto en la vocalizacion de
22kHz como en la vocalizacion de 50kHz se generan cuando la actividad muscular
y la Pth se elevan (Figuras 10 y 11). Sin embargo, a diferencia de los seres
humanos la FO fundamental se incrementa, mientras la Pth se sostiene, por lo que

sugiere que no se relacionan directamente (Riede, 2011).

Presion [kPa] Frecuencia[kHz] Nivel

TA
%max.

CT
%max.

Figura 10. Presién subglotal y actividad EMG de los musculos TA'Y CT durante la
vocalizacion de 22kHz de dos sujetos (A y B), (Modificada de Riede, 2011).
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Figura 11. Actividad EMG de los musculos TA y CT durante la vocalizacion de
50kHz de tres sujetos (A, B, C); como se observa las frecuencias moduladas se
asocian a la respuesta corta de EMG. En C el sonido no fue registrado pero la
sefal de presion es similar a la de los sujetos donde se registrd la vocalizacion.
(Modificada de Riede, 2011).

Por consecuencia tanto en otras especies como en la rata se requiere de una
coordinaciéon de actividad muscular y de mecanismos aerodinamicos para la
produccion de la vocalizacion, en este caso ultrasonica. Sin embargo, la
correlacion precisa del mecanismo parece no ser idéntica entre las especies, ya
que la regulacién de los musculos laringeos en la rata no presenta una respuesta
pasiva en comparacion con los reportados en seres humanos (Riede, 2011). Sin
embargo, las estructuras mantienen un correlato funcional y estructural como lo
son, las areas de tallo cerebral (Yajima y Hayashi, 1983), lo cual lo hace un
modelo adecuado para el entendimiento de los fendmenos vocales. De estudios

de colocalizacién de marcaje generado por la inyeccién en los nervios NLS y NLR,
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se conoce que, los nucleos del tallo cerebral juegan un papel importante en la
regulacion de su actividad. Entre estos nucleos se haya el nucleo ambiguo porcion
caudal y porcién ventral (Pascual-Font et al., 2006; Bautista et al., 2010). El nucleo
Amb es una columna de células situadas en la formacion reticular entre el nucleo
trigémino espinal y el complejo olivar inferior, que se extiende desde el nivel de la
decusacion del lemnisco medial hasta el tercio rostral del complejo olivar inferior,
compuesto de neuronas motoras inferiores colinérgicas multipolares en su
mayoria. Los axones de estas neuronas situadas en la parte caudal del Amb,
forman la porcion craneal del nervio espinal accesorio, que se proyectan en
situacion caudal a las fibras del vago, para posteriormente unirse a las fibras del
nervio vago formando el NLR. Como resultado de esta via de inervacion eferente
se regula parte de la inervacion de los musculos intrinsecos de la laringe
necesaria para la emisién de las vocalizaciones, y para el caso de los roedores la
emision de vocalizaciones de caracter ultrasénico (Riede, 2011). Se sabe que las
neuronas de la parte caudal del nucleo, forman parte del control de la actividad
respiratoria no generadora de ritmo respiratorio, pero que es esencial para el
establecimiento de la ritmicidad respiratoria, y el flujo de aire por la glotis.
Asimismo, la convergencia del NLS con la raiz del nervio vago, es también
importante, en un contexto general para la emision de vocalizaciones, ya que
regula también el musculo CT implicado en los cambios posturales primordiales
para la fonaciéon (Wang et al., 2006; Ai et al., 2007).

2.5. Desnutricion y desarrollo del lenguaje

La disponibilidad de alimento durante el desarrollo es de vital importancia para el
organismo, con ello se llevan a cabo los fendmenos de neurogénesis,
diferenciacion, especializacion y establecimiento de circuitos neuronales. Asi, la
deficiencia de alimento durante el periodo perinatal afecta la estructura y funciéon
cerebral. De estudios en roedores se sabe que, bajo condiciones de ayuno crénico
las neuronas de estructuras del tallo cerebral reducen su numero, desarrollo

dendritico y conectividad sinaptica con otras estructuras. Dicho dafio ocasiona que
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se reduzca la posibilidad de recibir, integrar y dar respuesta a las sefales
provenientes de diversas estructuras sensoriales en su camino a la corteza
cerebral. Uno de estos estimulos son las vocalizaciones emitidas por las crias, por
lo que su alteracion disminuye la posibilidad de demandar la atencidon materna
para su supervivencia en el habitat del nido y sus cercanias al interrumpirse o
alterarse la comunicacion con la madre (Perez et al., 2002; Tonkiss et al., 2003;
Marquez, 2005). Estudios en infantes humanos con desnutricién cronica de tipo
marasmo (caracterizado por emaciacion muscular, deficiencia multi vitaminica y
bajo peso para la talla) fueron evaluados en el aspecto de recepcién, expresion y
lenguaje total por la prueba arabiga de lenguaje (ALT) y coeficiente de inteligencia
basada en la escala de Stanford-Binet, dicho estudio mostré que el lenguaje es
deficiente para la edad, y su edad mental es menor respecto a los nifios bien
alimentados (Nassar et al., 2011).

Otros estudios han evaluado las caracteristicas del llanto de los bebes con
desnutricion cronica y han reportado cambios en la frecuencia fundamental, asi
como en los maximos y minimos del espectro de dicho llanto (Juntunen et al.,
1978). Asimismo, en los ultimos afos se ha estudiado la emision de las
vocalizaciones de las crias que fueron sometidas a la restriccion de alimento
durante el periodo prenatal, y se ha reportado que se disminuye la emision por
parte de estos animales comparados con sus controles en edades tempranas en

especifico algunos tipos de vocalizaciones (Figura 12).
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Figura 12. Media de la ocurrencia de tipos de vocalizacion en 30 vocalizaciones de
crias malnutridas vs crias control. (Modificada de Tonkiss et al., 2003).

2.6. Desnutricidon y estimulacion sensorial

Existe una secuencia de maduracion en los sistemas sensoriales tanto en los
seres humanos como en la rata, que obedece a un programa establecido
genéticamente que se expresa durante el periodo perinatal, y que sufre grandes
cambios estructurales y funcionales provocados por la edad y la estimulaciéon
sensorial medioambiental. Asi, el sistema de tacto presion es el primero en iniciar
su maduracion, seguido de la sensibilidad térmica, la funcién vestibular, la
olfaccion, el gusto, la audicion y la vision (Figura 13); (Gottlieb, 1971; Alberts,
1984; Soriano et al., 2006; Ocelli et al., 2011).
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Figura 13. Curso temporal del desarrollo de los sistemas sensoriales durante la
etapa perinatal de la rata (SS= somatosensorial, O=olfativo, V=visual, A=auditivo y
G= gustativo). (Modificada de Gonzalez, 2003).

De acuerdo a diversos estudios, se conoce que la desnutricion perinatal en la
rata retarda la maduracién de los sistemas sensoriales, y causa la expresion
alterada de diversos patrones de movimiento. Estos conducen a una disminucion
significativa en el ingreso de senales que viajan a través de las aferentes somato
sensoriales, auditivas y visuales que pueden ser significativas para la ejecucion a
largo plazo del aprendizaje y el desarrollo social (Callison y Spencer, 1968; Salas
et al., 2001; Gonzalez et al., 2001; Torrero et al., 2003). De manera relevante,
varios estudios sugieren que hay una convergencia de las vias en la regién
temporal a nivel de la parte posterior de la corteza auditiva, y que dicha region
puede estar gobernada por mecanismos comunes de los sistemas sensoriales
auditivo y tactil, que posteriormente logran establecer contacto con la via visual en
la region temporal-occipital (Ocelli et al., 2011).

Por otra parte, tanto la desnutricion prenatal como la neonatal en la rata
recién nacida se haya asociada con distintos grados de privacion sensorial, que se
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han involucrado también en la génesis de las alteraciones en el desarrollo del
SNC. De esta manera, se ha documentado que la separacion de crias recién
nacidas de la madre por periodos breves de 15 minutos, o de 3 a 6 horas, durante
las primeras 3 semanas de vida, activan de manera diferencial el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal durante la respuesta al estrés en la etapa adulta (Plotsky y
Meaney, 1993). Por otra parte, se ha sugerido que los efectos positivos del
manoseo (estimulacion sensorial grupal por corta duracion), en el desarrollo fisico
de las crias se encuentran ligados a la mejoria del cuidado maternal (Levine et al.,
1994; Liu et al., 1997; Francis et al., 1999). Asimismo, se ha comprobado que la
exposicion diaria a un ambiente enriquecido en estimulos sensoriales donde el
recién nacido puede dar y recibir estimulacion somato sensorial, resultan en
incrementos del peso corporal y cerebral, del grosor de la corteza cerebral, del
aumento de espinas dendriticas y arborizaciones neuronales. También en
incrementos de la liberacidn del factor de crecimiento neurotréfico (NGF), factor
neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) y de neurotrofina-3 (NT-3) en diferentes
regiones cerebrales (Schapiro y Vukovich, 1970; Greenough et al., 1990; Pham et
al., 1999; Ickes et al., 2000; Turner et al., 2003; Farmer et al., 2004).

Los cambios morfolégicos antes mencionados se correlacionan con incrementos
en la actividad eléctrica neuronal, mejora en la conducta exploratoria, el cuidado
maternal, el aprendizaje espacial y la respuesta al estrés (Leah et al., 1985;
Rosenzweigh y Bennett, 1996; Fleming et al., 1999; Michel y Cabanac, 1999; Adlar
y Cotman, 2004). Ademas, la estimulacién sensorial temprana se ha utilizado para
atenuar las alteraciones conductuales asociadas con la desnutricion perinatal, y la
privacion parcial sensorial, incluyendo el deficiente cuidado maternal (Salas et al.,
1984; Pascual y Figueroa, 1996; Regalado et al., 1999; Salas et al., 2001; Rubio et
al., 2004). De acuerdo a experimentos realizados tanto en seres humanos recién
nacidos como en la rata neonata, se sabe que la separacion de la madre provoca
decrementos significativos en la liberacién tanto de la hormona de crecimiento
(GH) como de la enzima ornitina descarboxilasa (OD) cerebral que promueve la
sintesis de proteinas en el plasma y el tejido cerebral. Ademas se sabe que la

elevacién de glucocorticoides activa la sintesis de OD (Seiler, 2004). Por el
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contrario, la estimulacién de la piel del recién nacido con un cepillo de pelo fino
durante varios minutos restituye a valores fisioldgicos los niveles de GH y OD en el
tejido cerebral (Schanberg y Field, 1987). Estos experimentos, ponen de
manifiesto los efectos sorprendentes que tiene la estimulacion de tacto y presiéon
durante la etapa perinatal para incidir en el desarrollo cerebral y la expresion de
diversos componentes de la conducta y el desarrollo neuronal (Soriano et al.,
2006).

2.6.1. Efectos de la estimulacion tactil en el desarrollo

El utero materno es una estructura que sirve al feto, como barrera de proteccion
selectiva a estimulos ambientales, debido a que los sistemas de sensacion vy
percepcion en el feto se encuentran en fase de desarrollo, y por lo tanto
anatébmicamente incompletos (Gotlieb, 1971). La selectividad a los estimulos
permite recibir informacion importante proveniente del medio ambiente al feto, en
el contexto denominado pre funcionalidad de los sistemas sensoriales. Los
estimulos olfativos, gustativos, sonoros, tactiles y vestibulares en el utero pueden
modificar la conducta del feto generando experiencia temprana que le sera de
utilidad para la adaptacién futura a nuevos cambios y demandas ambientales a las
que se tenga que exponer (Smotherman y Robinson, 1988). La respuesta tactil se
inicia muy temprano durante la vida fetal, acompafando a la aparicion de
contracciones ritmicas de la parte anterior del térax denominadas “flexiones
cefélicas”, de ocurrencia aparentemente espontanea ya que no se identifica un
estimulo en particular que las provoque (Angulo, 1932; Smotherman et al., 1986).

Aun es motivo de discusion, si estas flexiones cefalicas son de origen
meramente muscular o producto de actividad nerviosa temprana, que hace
contraer los grupos musculares correspondientes (Alberts y Cramer, 1988). Este
tipo de actividad de movimiento parece tratarse de un patron evolutivo muy
conservado, ya que surge en embriones de vertebrados diversos como la lamprea,
tiburdn, anfibios, reptiles, pajaros y mamiferos.

26



El surgimiento de la sensibilidad tactil se ha estudiado en ratas prefiadas (dia G18)
y anestesiadas (lidocaina aplicada en médula espinal) abriendo una ventana en la
pared abdominal, exponiendo los cuernos uterinos cubiertos con suero fisiolégico
caliente (37° C) y con iluminacion adecuada (Smotherman et al., 1986). Bajo estas
condiciones, y aplicando estimulacion tactil directa, suave y discreta a zonas
limitadas de la piel del feto (técnica de observacion fetal en bano), seccionado la
pared uterina y manteniendo la union del cordon umbilical entre la placenta y el
utero, pueden observarse y medirse las respuestas de movimiento asociadas a la
estimulacion tactil (Galigher y Kozloff, 1971).

Con esta metodologia se ha descrito que la estimulacién tactil, genera
respuestas de movimiento desde el dia embrionario 16 al 20 siguiendo una
progresion rostrocaudal. Asi, esta secuencia de maduracion inicia en la zona de
los cojinetes labiales, (G 16 a G17), siguiendo a las partes laterales de la cara y el
primordio del pabelléon auricular (G17 a G18). Posteriormente, se extiende a la
zona de las patas (G17 a G19), se extiende al area de las manos y las mufecas
(G18) y terminando en el area del abdomen (G17 a G20) (Narayanan et al., 1971).
Al final de la gestacion y debido a la pérdida de liquido amnidtico por el aumento
en talla del feto y la recesioén de la placenta, el feto incrementa su respuesta tactil y
sus movimientos (Alberts y Cramer, 1988). La actividad de movimientos del feto en
la cavidad amnidtica genera una creciente estimulacion vestibular al flotar éste en
el liquido amnidtico, sometido por las fuerzas geomagnéticas y responder a los
cambios en la aceleracion lineal y angular de los movimientos de la madre
embarazada (Alberts y Cramer, 1988).

A partir del trabajo de parto y del inicio del periodo neonatal, la estimulacion
tactil jugara un papel crucial para el desarrollo del SNC de los recién nacidos ya
que provocara la liberacion de varias hormonas y factores de crecimiento que
actuaran sobre el tejido cerebral en desarrollo. Debe tenerse en cuenta que la
estimulacion tactil puede darse en toda la superficie corporal, mientras que la
estimulacion de los otros canales sensoriales solo puede realizarse en la

extremidad cefalica.
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lll.  JUSTIFICACION

La RPA afecta el desarrollo del SNC en etapa temprana modificando la respuesta
al estrés, induciendo apoptosis neuronal, reduccién de la densidad dendritica y
sinaptogénica, modificando la integracion de informacién en las distintas redes
neuronales. Los efectos conductuales a largo plazo de la RPA son la baja en los
distintos tipos de memoria, el aprendizaje, y el lenguaje entre otros. Los efectos
fisiolégicos son cambios en la regulacién de la frecuencia cardiaca y respiratoria,
en el metabolismo energético y hormonal principalmente en hormona de
crecimiento, insulina, glucocorticoides y hormona tiroidea. La rata representa un
excelente modelo experimental por la similitud al ser humano en el desarrollo
fisico y fisiolégico para caracterizar los dafnos provocados por la RPA. Poco se ha
estudiado su repercusion en el lenguaje, particularmente en la generacion de las
vocalizaciones ultrasonicas (VUs), y en las estructuras del tallo cerebral
necesarias para producirlo. Se desconoce el dafo provocado por la RPA en el
nucleo ambiguo porcién caudal (Ambc), nucleo implicado en la ejecucion de las
VUs, las cuales forman parte del mecanismo de comunicacidn madre-cria,
indispensable en los neonatos para sobrevivir en el ambito del nido y sus
alrededores. La exposicion a ambientes enriquecidos y estimulacion de caracter
sensorial favorece la activacion de factores de crecimiento, la sinaptogénesis y el
incremento en la densidad dendritica en hipocampo, tallo cerebral, y corteza pre
frontal entre otras. Ademas de inducir la maduracién de los sistemas sensoriales,
regulacion de frecuencia cardiaca y respiratoria, ganancia de peso corporal y
cerebral, incremento en la mineralizacion 6sea, y disminucidén en la concentracion
de corticoides del plasma en respuesta a un estimulo estresante (Lund et al.,
1999; Chen, 2009; Guzzetta et al., 2009). Por ello, en este estudio se busca
promover la rehabilitacion de estructuras cerebrales afectadas por la RPA, y
favorecer la mejoria en la emision de vocalizaciones por parte de la cria, e
indirectamente mejorar la comunicacion madre-cria. Con base en la siguiente
pregunta: ;Cual es el efecto de la RPA sobre la morfologia neuronal del Ambc, y
sus efectos sobre la comunicacion ultrasénica, asi como la rehabilitacion inducida

por la ET?; para dar respuesta a esta pregunta se propusieron tres estrategias; en
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el experimento |, se analiz6 los efectos de la desnutricion perinatal sobre el
desarrollo de las neuronas del Ambc. En el experimento Il, se registré las VUs
emitidas por las crias desnutridas unicamente en el dia 15 de edad en respuesta a
la separacion maternal, cuando la capacidad para emitir VUs y el desarrollo de la
via auditiva han alcanzado un grado importante en su maduracion, y en el
experimento lll, se evalud el efecto rehabilitador de la estimulacion tactil (ET) de
tipo masaje corporal sobre los posibles dafios ocasionados por la desnutricion

perinatal en las neuronas del Ambc.
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Iv.

V.

5.1.

HIPOTESIS

4.1 La restriccion perinatal al alimento (RPA) reducira la densidad dendritica

en las motoneuronas del Ambc de las crias durante el periodo predestete.

4.2 La RPA reducira la tasa de emision y las frecuencias e intensidades en
las vocalizaciones ultrasonicas de tipo descendente de las crias desnutridas
a la edad de 15 dias.

4.3 La estimulacidon tactil (ET) tendra efectos de rehabilitacién sobre la
densidad dendritica de las motoneuronas del Ambc posiblemente afectada
por la RPA.

OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar los efectos de la RPA sobre la morfologia neural del Ambc de la cria y su

repercusion en la emisién de VUs, asi como los efectos de una estimulacion tactil

de tipo masaje corporal sobre esa morfologia.

5.2.

Objetivos especificos

5.2.1 Caracterizar las alteraciones en la morfologia neuronal del Ambc

relacionadas con la RPA en las crias de 8,12, y 15 dias de edad.
5.2.2 Caracterizar los efectos de la ET sobre la morfologia neuronal del
Ambc, en las crias a los 8,12, y 15 dias de edad, posiblemente afectadas por

la RPA.

5.2.3 Valorar los efectos de la RPA sobre las VUs emitidas durante la

separacion materna a la edad de 15 dias en crias desnutridas.
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VI. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en crias macho de la variedad Wistar (Rattus norvegicus)
reproducidas en el bioterio del Instituto de Neurobiologia, Campus Juriquilla
Querétaro de la Universidad Nacional Autonoma de México. Las crias y sus
madres permanecieron en ciclos de luz- oscuridad de 12 h, (luces encendidas
08:00-20:00 h); con temperatura controlada a 23 + 2° C; humedad del 40 al 50%,
alimentadas acorde a sus requerimientos y acceso libre al agua. El protocolo
experimental que se utilizd en el presente estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, que esta acorde con la norma

internacional para el uso y manejo de animales de experimentacion (NRC, 2003).

6.1. Sujetos experimentales

Para la obtencion de las crias sujetos de estudio se siguid el siguiente
procedimiento:

Se aparearon 12 ratas hembras virgenes (200-300g) con machos adultos
normales en cajas de plastico transparente (60x40x20 cm?®), con agua y alimento
(Lab Diet 5001) ad libitum. Colocando 4 hembras y dos machos por caja.
Diariamente (09:00h) se realizaron frotis vaginales y mediante microscopia de luz
se reconoci6 la presencia de espermatozoides. El dia de la observaciéon de éstos,
se considerd como dia 0 de gestacion (G0). Tres dias antes del parto, las hembras
gestantes fueron colocadas en cajas individuales de maternidad de policarbonato
de (48x27x20 cm?®). Para la verificacion de la fecha de parto de las ratas prefiadas,
se revisaron las cajas de maternidad diariamente por la manana (09:00h), y por la
noche (20:00h). En caso de identificar crias recién nacidas, o que la madre se
encontrase pariendo, se registré esa fecha como dia 0 de edad (P0). A las 24 h
postparto, se mezclo a las crias de madres que hubiesen parido el mismo dia,
ajustandose cada camada a un total de 8 crias por madre (4 hembras y 4
machos); (Figura 14). Este procedimiento de redistribucion de crias a cada una de

las madres, tuvo como propdsito el reducir la influencia de posibles factores
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genéticos y diferencias biolégicas entre las camadas que pudieran afectar los

resultados del estudio (Sala-Catala et al., 2005).

12 hembras virgenes (200-300g 6 machos (200-300g de peso)
de peso) agua y alimento ad aguay alimento ad libitum (Lab
libitum (Lab Diet 5001) Diet 5001)
i ......... > Apareamiento @rnnnnnnns -:-
v

Frotis vaginal para deteccion de
esperma al microscopio (dia G0)

v
Control=Sin R Colocaclon_en cajas de Protocolo de
restriccion de . maternidadde | ..., > desnutricion
alimento policarbonato (48x27x20
. cm) ‘
B Revision diaria de cajas: (9:00h) »

y (20:00h)

v
Dia del parto=dia 0 de
edad

v
Ajuste de camada a 8 crias por
madre

(4 hembras y 4 machos)

Figura 14. Procedimiento de obtencion y distribucién de sujetos por camada para
el estudio, en amarillo el procedimiento efectuado para todos los grupos, en rojo el
paso siguiente para la obtencion de los grupos desnutrido y desnutrido estimulado,

y en azul marino el de los grupos control.
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Para el estudio se formaron 6 grupos experimentales (n=5 crias/grupo/edad);

(Figura 15) que se describen a continuacion:

1. Grupo Control (C): Ratas crias macho nacidas de madres sin privacion de
alimento, con libre acceso al agua y que ademas, permanecieron todo el
tiempo con la madre en el nido teniendo libre acceso a la succion.

2. Grupo Control Vocalizaciones (CV): Ratas crias machos provenientes de
madres sin privacion al alimento, que fueron sujetas al registro de
vocalizaciones en el dia 15 postnatal.

3. Grupo Control Estimulado (CE): Ratas crias macho originadas de madres
sin privacion de alimento, que fueron sujetas a estimulacion tactil por 10 min
del dia 4 al dia 15 postnatal.

4. Grupo Desnutrido (D): Ratas crias macho provenientes de madres
desnutridas durante la gestacion y sometidas los dias posteriores al
nacimiento a intercambio de madre nodriza cada 12h, limitando asi su tiempo
de succidn, pero manteniendo la interaccion con la madre y la camada.

5. Grupos Desnutrido Vocalizaciones (DV): Ratas crias macho desnutridas
de la misma forma que el grupo anterior (D), pero que estuvieron sujetas al
registro de vocalizaciones en el dia 15 postnatal.

6. Grupo Desnutrido Estimulado (DE): Ratas crias macho desnutridas de la
misma forma que el grupo (D), pero que estuvieron sujetas a estimulacién

tactil por 10 min del dia 4 al dia15 postnatal.
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Grupos Experimentales

Rata Wistar Macho (n=60)

D DV DE
n=5 n=5 n=5
Paradigma de Bajo condiciones de Bajo condiciones
desnutricion. D. de D.
v A 4 Sometidos a registro | V Sometidos a ET.
n=5 n=5 n=5
Alimento y agua Bajo condiciones Bajo condiciones
ad libitum de C. de C.
T0=23+- 20C Sometido a Sometido a ET.
Humedad = 40- registro de VUs.
50%.

Figura 15. Descripcidn general de los grupos experimentales en azul claro el grupo
CE, en rojo los grupos D, DV y DE, en azul marino el grupo C.

6.2. Diseno experimental

6.2.1 Modelo de desnutricidon

El procedimiento por el cual se indujo la desnutricidn perinatal a las crias sujeto de
estudio, se realiz6 de acuerdo al método de reduccion del porcentaje de ingesta
de alimento a lo largo del periodo de gestacion (Figura 16). Este protocolo de
desnutricion se eligié debido a que las estructuras del tallo cerebral que regulan la
emision de vocalizaciones en la rata, se desarrollan a partir de primeros 15 dias de
la gestacion (Altman y Bayer, 1980). La desnutricion perinatal se continué de
acuerdo al método de ligadura de los conductos galactéforos de la madre e
intercambio de madres nodrizas en la camada cada 12 h durante los 15 dias

consecutivos al nacimiento (Figura 16). Mediante el uso de este modelo se
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atentan en las crias los efectos de la privacion sensorial al interactuar los

neonatos entre ellos y con la madre en el medioambiente del nido (Lynch, 1976).

Figura 16 (A). Método de reduccion de ingesta de alimento por porcentaje de la
dieta durante la gestacion que fue aplicada para los grupos D y DE.
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Dia postnatal 1 (PN1)

v

ligadura de conductos galactéforos a una de las
madres

A 4
Ajuste de lacamadaa 8
crias (4machos-4
hembras)

A 4

Intercambio de madres ligada/no ligada cada 12
h (9:00 h) hasta el PN15

Figura 16 (B). Método de ligadura e intercambio de madres nodrizas por el cual se
continud la desnutricién perinatal para los grupos D y DE.

6.2.2 Registro de Vocalizaciones

Las vocalizaciones ultrasénicas de las crias fueron registradas el dia 15 postnatal,
durante un periodo de 10 minutos en respuesta a la separacion maternal y del
nido. El experimento se realizé a la 7:00 am. Previamente, se coloco a la camada
en un cuarto (2.10x2.20x2.20 m?®) amortiguado al sonido y a temperatura
controlada de 23" C e iluminado con luz roja (75W) por 30 min previos al registro,
para familiarizar a los sujetos con el ambiente del cuarto.

Para el registro se colocé a la cria en una caja de acrilico (23x16x16 cm®), la
cual contenia un microfono para ultrasonido (Mini-3, Ultra Sound Advice, Sweden)
colocado a la mitad de la caja, a 10 cm de altura sobre la base. La caja se

encontraba sobre un cojin térmico (Hp-500 12x24”, Homeomedics, USA) para
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controlar la temperatura. Las VUs fueron obtenidas mediante el uso de un
micréfono para ultrasonido, el cual se ajusto en un rango de frecuencia de 20kHz a
100kHz, este mismo se encontraba sujeto en un soporte metalico y conectado a
una computadora durante el experimento. Las VUs fueron grabadas en forma de
senal audible mediante el software (Bat Sound Software Spectro Analyzer 3.0).
Las vocalizaciones grabadas fueron contadas y caracterizadas en funcién de los
espectros reportados en la literatura (Tonkiss et al.,, 2003). Posteriormente, se
selecciond la vocalizacion con mayor incidencia en el registro. Dicha vocalizacion
correspondio a la vocal de tipo descendente. Se cuantifico la intensidad alcanzada
en este pico para cada una de estas frecuencias. En la imagen se puede observar
la ventana del registro y como se fue aislando dicha vocal (Figura 17). Enseguida
se aislaron 10 vocales de este tipo, y se realizé un analisis espectral (Branchi et
al., 2006; Ise y Ohta, 2009; Stevenson et al., 2009) mediante la aplicacion de la
transformacién de Fourier, obteniendo la descomposicion espectral dentro de la
vocal, se cuantificé las frecuencias FO como el valor de la frecuencia sostenida, F1
como el pico minimo, la F2 como el pico maximo, la F3 como la frecuencia en la

que se produjo el pico con mayor intensidad, y F4 como el pico ultimo (Figura 18).
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Figura 17. Procedimiento para aislar las vocalizaciones, y realizar el analisis
espectral de la vocalizacion descendente.

Figura 18. Ejemplo del analisis espectral de la vocalizacion descendente (n=10),
de los grupos control (C), y desnutrido (D).
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6.3.Técnicas Experimentales

6.3.1 Técnica de Golgi-Cox

Para el estudio de la morfologia del Ambc en las crias se utilizé la técnica de Golgi
Cox empleando como fijador dicromato de potasio y el cloruro mercurico, esta
solucion permite generar depdsitos del componente en las proteinas de membrana
y asi tefir la estructura externa de las neuronas. Para ello, se realizd6 el
procedimiento siguiente:

Se decapitd a las crias machos de cada grupo a los dias 8,12, y 15 de edad.
Para ello, se aplic6 como anestésico general pentobarbital sédico (10mg/kg peso)
via intraperitoneal, posteriormente se decapitd con guillotina al animal, y se extrajo
el cerebro. A continuacién el cerebro se pesé y se cortd en 3 bloques de 0.5 cm,
colocando éstos en el fijador por un periodo de 20 a 30 dias, manteniéndolos en la
oscuridad a temperatura ambiente. Al término de este periodo, se deshidraté el
tejido en alcohol con diferentes graduaciones (50, 70, 90 y 100%) por periodos de
20 minutos. Enseguida, se colocaron en solucién de éter-alcohol vol/vol por 24 h.
Posteriormente, fueron incluidos en celoidina al 15% y secados en vapores de
cloroformo absoluto por 5 min en un desecador. Una vez secados, se realizaron
cortes coronales de 120 ym y se revelaron en microdol (Kodak), seguido de la
deshidratacion en alcohol graduado 50, 70, 80, 90, 100%, isopropilico, y tolueno.
Se montaron dichos cortes en portaobjetos, y se observaron al microscopio de luz
(Leica Diastar). Asi mismo, se localizé la parte caudal del nucleo ambiguo de
acuerdo con las coordenadas de Bregma 13.24-13.68 reportadas en el atlas para
la rata (Paxinos y Watson, 1986).

La morfologia neuronal se realizé en 5 células motoras multipolares por
animal, condicién y edad; en ellas se cuantificaron los parametros del soma (area,
perimetro, diametro esférico, longitud mayor, y factor de forma), asi como el

numero de ramas y la densidad dendritica.
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6.3.2 Método de Sholl

El numero de ramas y la densidad dendritica se evaluaron mediante el
método de Sholl, el cual consiste en colocar el soma neuronal en el centro de 7
circulos concéntricos separados uno del otro por una distancia de 40.4 ym (Sholl,
1956). El numero de ramas se califico considerando a las dendritas que surgen del
soma como de primer orden, las que emergen de éstas como de segundo orden y
asi sucesivamente. La densidad dendritica se midié cuantificando el numero de

circulos que cruza dicha rama, como se observa en la Figura 19.
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Figura 19. Técnica de circulos concéntricos, nétese el orden de aparicion de las
ramas dendriticas y su densidad.

6.3.2 Estimulacion tactil (ET)

La ET se aplicé a las crias de los grupos GCE y GDE. Diariamente (dias, P4-P15)
fueron estimulados a base de masaje corporal suave y continuo (10 min);
empleando guantes de cirujano y bajo el calor de una lampara de luz roja (75W).
De esta manera, cada cria recibia estimulacion tactil, de presion suave y vestibular
bajo condiciones de temperatura controlada. La ET se realizé en un cuarto anexo

al area principal del laboratorio (2.10x2.20x2.20 m®) que amortigué el sonido y se
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mantuvo a 27  C, e iluminado con luz roja (75W) que minimiza los efectos
estresantes que provoca la luz blanca (Williams, 1971). La temperatura se
mantuvo constante durante los 30 min previos al experimento y fue registrada 3
veces mediante un (IR mini termémetro laser, modelo 42500) a lo largo de cada

estimulacion.

La ET se llevd a cabo en cada region de acuerdo a las secuencias (Figura

20) que se describen a continuacién:

- Columna corporal: Se colocé a la cria en decubito ventral y se le masajed
suavemente de la cadera hacia la cabeza en 16 tiempos siguiendo una
trayectoria circular. Posteriormente, se realiz6 la misma operacion en
direccion contraria durante 1 minuto.

- Brazos y piernas: Se tomo la extremidad y se le masajed suavemente como
si fuese un rodillo de izquierda a derecha y viceversa (6 veces).
Posteriormente, se las flexiond hacia arriba llevandose la extremidad hacia
el abdomen durante 1 minuto para cada par de extremidades.

- Cadera: el masaje se realizé aplicandolo en forma de circulos, jalandose
suavemente de arriba hacia abajo y viceversa (6 veces) durante 30seg.

- Abdomen: colocando a la cria en decubito ventral, se introdujeron los dedos
por debajo, hasta alcanzar el abdomen, y se masajed con delicadeza en
forma circular hacia abajo (6 veces) por 30seg.

- Cabeza y pinas: Se dio el masaje de forma circular, moviendo a la cria
suavemente de lado a lado y de arriba hacia abajo. Las pinas se
estimularon en forma circular, desplazandolas suavemente hacia atras (6
veces), durante 1 minuto.

- Cuerpo completo: Para finalizar se rot6 suavemente todo el cuerpo (6
veces), repitiéndose la operacién 2 veces con el propdsito de estimular el

sistema vestibular.
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Figura 20. Secuencias realizadas en la estimulacion tactil tipo masaje aplicada a
los grupos DE y CE, en donde los circulos en naranja corresponden a la posicion
inicial de los dedos del investigador, las flechas indican la direccion de la
estimulacion.

Por ultimo, con el propésito de evaluar los efectos de la desnutricién y la ET
sobre el desarrollo fisico de los animales, se registré el peso corporal de las crias
en los dias 4, 8, 12, y 15 postnatales. Asimismo, se determiné la apertura de
parpados y oidos de los mismos, asignandose un puntaje de 1, cuando se
encontraron iniciando su apertura (0%); 2, cuando estuvieron abiertos al 50% y 3,

cuando su apertura fue del 100%.
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6.4. Analisis estadistico

6.4.1  Analisis del desarrollo fisico

Para analizar los datos de unidades relativas provenientes de la apertura de oidos
y parpados, se empleo la prueba de Kruskal-Wallis, la cual, por ser no paramétrica
no requiere que los datos tengan distribucion normal. Con ello, se busca saber si
las muestras son significativamente diferentes. Debido a que este método permite
identificar si los cambios en las variables independientes tienen efecto sobre la
variable dependiente y su grado de asociacion con la misma. Para los datos de
peso corporal se empleé un ANOVA de tres vias teniendo como factores la edad,
la alimentacion y la estimulacion tactil. La prueba post-hoc aplicada a estos datos

fue de Fisher LSD, con un nivel de significancia de p<0.05.

6.4.2 Analisis del desarrollo neuronal

Para analizar las caracteristicas del soma (area y perimetro) de las neuronas
multipolares se realiz6 un ANOVA de 3 vias considerando los factores
alimentacion, edad y estimulacion tactil. Debido a que esta prueba nos permite
evaluar si la interaccién entre factores afecta a la variable dependiente o no. Con
ello, se busca conocer si las medias de las muestras definidas por los niveles del
factor son iguales o diferentes. Por otro lado, para la arborizacion dendritica y su
densidad se evaluaron empleando ANOVA de 4 vias con una medida repetida,
considerando los factores de edad, alimentacion, estimulaciéon y numero de ramas
o densidad como variable de medida repetida. Para los totales solo se consider¢ el
ANOVA de 3 vias, ya que no se cuenta con la medida repetida en este caso. Para
reportar dichas diferencias encontradas se empled la prueba post-hoc de Fisher

LSD con un nivel de significancia de p<0.05.

6.4.3 Analisis de las vocalizaciones

Para la tasa de vocalizaciones se reporta el numero de vocalizaciones emitidas, y

su duracion promedio en un total de 10 minutos de registro, seccionado en 2
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bloques de tiempo de 5 minutos, los datos se analizaron empleando una prueba
de ANOVA de 2 vias teniendo como factor la condicién de alimentacion y el bloque
de tiempo. Mientras que para la vocalizacidén de tipo descendente en su analisis
espectral (n=10), considerando las frecuencias: FO, F1, F2, F3, y F4; asi como sus
intensidades se realiz6 un ANOVA de una via ya que para este caso solo se

considerd el factor de condicidn de alimentacion.

6 RESULTADOS
6.2 Efectos de la RPA sobre el desarrollo fisico

6.2.1  Cambios en el peso corporal

Las comparaciones estadisticas entre los grupos mostraron reducciones
significativas asociadas a la ET, F(1,64)= 60.40, p<0.0001, a la dieta, F(1,64)=
275.95, p<0.0001, y a la edad, F(3,64)= 368.76, p<0.0001. Con interacciones
significativas de la dieta x la edad, F(3,64)= 4.82, p<0.004, y la ET x la edad,
F(3,64)= 11.06, p<0.0001. Las comparaciones post hoc a lo largo de los dias del
estudio se presentan en la Tabla 1 mostrandose que el peso corporal en todos los
grupos va incrementandose gradualmente hasta el dia 15 de edad; teniendo en
general los sujetos del grupo D los menores pesos corporales (p<0.05), con
respecto a los otros grupos, particularmente a los sujetos del grupo C y CE; y s6lo
siendo significativamente menores (p<0.05) en los dias 8 y 15 postparto con
respecto al grupo DE (ver Tabla 1). Notese que los valores del grupo CE son
significativamente mayores que los del grupo C en el dia 15 postnatal. Asimismo,
que los valores del grupo DE por efecto de la ET son mayores a los sujetos del

grupo D que no recibieron la ET en el dia 15 de edad.

6.2.2 Cambios en el peso cerebral

Las comparaciones estadisticas entre los pesos cerebrales correspondientes a los
distintos grupos experimentales mostraron que la ET modificd el peso cerebral; se
redujo significativamente el peso cerebral por el factor de la dieta, y fue modificado
por la edad. También hubo efectos significativos de interaccion entre dieta x la
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edad y la ET x la dieta x la edad. Las comparaciones post hoc a lo largo de los
dias del estudio indicaron que los sujetos del grupo D mostraron reducciones

significativas en sus pesos cerebrales (Tabla 1).

Tabla 1. Medias y errores estandar del peso corporal y cerebral de los grupos D,
DE, CE, DE alos 8, 12, y 15 dias de edad, los simbolos indican la comparacion
post-hoc significativa p<0.05, el * (Cvs. D) el V (Cvs. CE), el <& (D vs. DE).

6.2.3 Influencia sobre el porcentaje de la apertura de oidos

En cuanto al porcentaje en la apertura de oidos en el dia 12 de edad son minimas
diferencias entre los grupos, con retraso de apertura en los sujetos del grupo D. El
grupo C inicia su apertura en el dia 10 postnatal y la concluye al dia 15.

Obsérvese el retraso en el desarrollo en la apertura de oidos en el grupo D, que
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aun al dia 15 postnatal no ha completado su apertura; mientras que el grupo DE
que refleja los efectos de la estimulacion tactil sobre la desnutricion, no se iguala a
la de los grupos C y CE al dia 15 de edad. El grupo CE no muestra diferencias
significativas de aceleracion del proceso ni retraso del mismo respecto al grupo C

en los diferentes dias de evaluacion (Figura 21).

Figura 21. Medias y errores estandar de los puntajes [1(0%), 2(50%) ,3(100%)] de
apertura de oidos obtenidos por los sujetos de los 4 grupos experimentales,
comparacion por la prueba de Kruskal-Wallis. Las barras en azul marino
corresponden al grupo C, en rojo el grupo D, en azul claro el grupo CE y en
naranja el grupo DE. El * indica las diferencias significativa de la comparacion
post-hoc p<0.05 entre los grupos C vs. D.
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6.2.4 Influencia sobre el porcentaje de la apertura de los parpados

El porcentaje de la apertura de los parpados correspondiente a cada uno de los
distintos grupos experimentales en los dias 13, 14, y 15 dias de edad se muestra
en la Figura 22. En el dia 13 los porcentajes de apertura son minimos, y sin
diferencias entre los distintos grupos. Por el contrario, en los dias 14 y 15 de edad
los porcentajes se incrementan gradualmente en todos los grupos, siendo mayor
el incremento gradual en el grupo CE al 100% de su apertura. Obsérvese los
efectos de la ET en el grupo DE que muestra un retraso inicial ligero en el dia 13,
pero que al dia 14 y 15 postnatal se restablece su curso de desarrollo en un nivel

cercano a los valores de los grupos C y CE.

Figura 22. Medias y errores estandar de los puntajes [1(0%), 2(50%), 3(100%)]
obtenidos por los sujetos de los grupos experimentales. En barras en azul
correspondientes al grupo C, en rojo las del grupo D, en azul claro las del grupo
CE, y en naranja el grupo DE. El (4) corresponde a la comparacion post-hoc por
la prueba de Fisher p<0.05 para los grupos C vs CE.
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6.3 Efectos sobre el arbol dendritico de neuronas multipolares.

6.3.1 Efectos sobre parametros del perikarya

6.3.1.1 Cambios en el area de seccién del soma neuronal

Las comparaciones estadisticas entre las muestras del area de seccion
transversal de los diferentes grupos experimentales mostraron efectos
significativos asociados la edad, F(2,228)= 8.97, p<0.0001, y a la ET, F(1,228)=
28.13, p<0.0001. Asimismo, se encontraron interacciones significativas entre el
factor ET x la edad, F(2,228)= 9.12, p<0.0001, la ET x la dieta, F(1,228)= 11.57,
p<0.0007, y la edad x la dieta, F(2,228)= 6.03,p<0.002. Las comparaciones post
hoc a lo largo de los dias del estudio mostraron reducciones significativas (p<0.05)
en los sujetos del grupo D vs los del grupo C en los dias 8 y 12 de edad (Figura
23); incremento significativo (p<0.05) en las ratas del grupo CE vs las del grupo C
so6lo en el dia 15 de edad; también hubo incrementos significativos (p<0.05) en los
valores del grupo US vs D en los dias 8, 12, y 15 de edad (Figura 23). Las
comparaciones acumuladas del area de seccion transversal del soma de las
neuronas multipolares, en los diferentes grupos experimentales a lo largo de los
dias del estudio (Total), mostraron reduccién significativa (p<0.05) en los sujetos
del grupo D vs. el grupo C, e incrementos significativos (p<0.05) en los valores de
los grupos CS vs. los del grupo C, y los de los sujetos del grupo US vs. los del

grupo D.
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Figura 23. Medias y errores estandar del area del soma de las neuronas
multipolares a la edad de 8, 12, 15 dias postnatales. La linea en azul marino grupo
C, en rojo el grupo D, en azul claro al grupo CE y en naranja el grupo DE. Los *
indican las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos C y D. El y(C vs
CE)y ¢el (D vs. DE).

6.3.1.2 Cambios en el perimetro de soma neuronal

El analisis de las comparaciones de valores del perimetro somatico entre los
diferentes grupos experimentales a lo largo del estudio mostraron efectos
significativos de reduccion asociados a la dieta, F(1, 228)= 14.76, p<0.0001,
cambios significativos relacionados con la edad, F(2, 228)= 4.31, p<0.01, y la ET,
F(1,228)= 20.93, p<0.0001. EIl analisis estadistico también revel6 efectos de
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interaccién soélo entre la ET y la edad, F(2,228)= 7.15, p<0.0009. Las
comparaciones post hoc a lo largo de los dias del estudio, se muestran en la
Figura 24. En esta figura se indica que los perimetros somaticos obtenidos del
grupo D v. el grupo C se redujeron significativamente solo en el dia 8 de edad.
También, los valores del grupo CE vs. los del grupo C se incrementaron
significativamente (p<0.05) solo en el dia 15 de edad; por otra parte, los valores
del grupo DE vs. los del grupo D se incrementaron significativamente (p<0.05) en
los dias 8 y 15 de edad. Las comparaciones acumuladas del perimetro de los
somas neuronales multipolares obtenidos de los diferentes grupos experimentales
en los dias del estudio (Total), indicaron disminucion significativa en los valores del
grupo D vs. los del grupo C. Asimismo, los valores correspondientes a los grupos
CE vs. los del grupo C, y los del grupo DE vs. los del grupo D se incrementaron

significativamente (p<0.05).
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Figura 24. Medias y errores estandar del perimetro del soma de las neuronas
multipolares de los sujetos de los 4 grupos experimentales a la edad de 8, 12,y 15
dias. En la azul marino el grupo C, en rojo el grupo D, en azul claro el grupo CE y
en naranja el grupo DE. El (*) indica que fueron significativamente distintas
(p<0.05)Cvs.D, el Cvs. CE (y )yel entre DvsDE () ).

6.3.2 Efectos sobre el numero de 6rdenes dendriticos

Las comparaciones estadisticas en el numero de los 6rdenes dendriticos de las
neuronas multipolares entre los diferentes grupos experimentales, indicaron
reducciones por la edad, F(2,228)= 46.55, p<0.0001, la aplicacion de ET,
F(1,228)= 104.44, p<0.0001, y efectos significativos sobre el numero de ramas de
todos los grupos experimentales a lo largo de los diferentes o6rdenes, F(5,1140)=

2591.35, p<0.0001. Por otra parte, hubo interacciones significativas entre el factor
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edad y la dieta, F(2,228)= 14.97, p<0.0001, y la ET por la edad, F(2,228)= 26.17,
p<0.0001. Las comparaciones post hoc obtenidas de los diferentes &6rdenes
dendriticos mostraron reducciones significativas (p<0.05) en las ramas de 3rd
orden de los sujetos del grupo D vs. el grupo C en las 3 edades estudiadas.
Asimismo, un incremento significativo en el grupo CE vs. el C (p<0.05) en las
ramas de 3rd, a los 12 y 15 dias de edad, y en el 4th orden a los 8 y 15 dias de
edad, y en el orden 5th a los 15 dias postparto (Figura 25). Por otra parte, hubo
incrementos significativos en el numero de las ramas dendriticas de los sujetos DE
vs. los del D en los 6rdenes 3rd y 4rd en todos los dias del estudio (Figura 25).
También se encontraron efectos significativos en las interacciones de los factores
ET x edad x dieta x ordenes dendriticos, F(2,228)= 52.12, p<0.0001. Las
comparaciones acumuladas del numero de érdenes dendriticos a lo largo de los 3
dias del estudio (Total), indicaron reduccion significativa (p<0.05) en los sujetos
del grupo D vs. los del grupo C a los 8 y 15 dias de edad; incrementos
significativos (p<0.05) en los sujetos del US vs. los del grupo D a los 8 y 15 dias
de edad; e incrementos significativos (p<0.05) en los sujetos CE vs. los C en los
dias 12 y 15 del estudio (Figura 25).
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Figura 25. Medias y errores estandar de numero de ramas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 orden
dendritico a la edad de 8, 12, 15 dias. En azul el grupo C, en rojo el grupo D en
azul marino el grupo CE, y en naranja el grupo DE. El * indica que las medidas de
los grupos C vs D fueron significativamente diferentes (p<0.05), el W{C vs CE) y el
D vs DE).
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6.3.3 Efectos sobre la densidad de las ramas dendriticas

Las comparaciones estadisticas en el numero de cruces dendriticos de neuronas
multipolares indicaron efectos de reduccién asociados a la dieta, F(1,228)= 18.54,
p<0.0001; modificados por la edad, F(2,228)= 72.77, p<0.0001, la ET, F(1,228)=
166.94, p<0.0001 y el factor numero de intersecciones dendriticas a lo largo de los
circulos concéntricos en los diferentes grupos experimentales, F(6,1368)=
1226.55, p<0.0001. Asimismo, un efecto de interaccién entre el factor edad x la
dieta, F(2,228)= 14.97, p<0.001. Las comparaciones post hoc realizadas a lo largo
de los 7 circulos mostraron efectos significativos de reduccion (p<0.05) del numero
de intersecciones en los sujetos del grupo D en los circulos 3 y 4 a los 12 dias de
edad, en los circulos 2, 3, y 5 alos 12 dias de edad; y en los circulos 2, 3,4, 5,y 6
a los 15 dias de edad comparados con los valores del grupo C (Figura 26). Por
otra parte, hubo incremento significativo (p<0.05) en el numero de intersecciones
en los CE vs el grupo C en los circulos 4 y 5 a los 8 dias de edad; también hubo
incrementos significativos (p<0.05) en los circulos 2, 3, y 4 a los 12 dias de edad,;
asi mismo, aumenté significativamente (p<0.05) el numero de cruces en los
circulos 3, 4, 5,6,y 7, a los 15 dias de edad (Figura 26). El grupo DE comparado
con el grupo D presentd incremento significativo (p<0.05) en el numero de cruces
en los circulos 3, 4, y 5 alos 8 y 12 dias de edad; y en los circulos 4, 5, y 6
(p<0.05) a los 15 dias de edad. Por otra parte, se encontraron interacciones
significativas entre los factores ET x edad x dieta x intersecciones dendriticas en
los circulos, F(12,1368)= 7.92, p<0.0001. Las comparaciones acumuladas del
numero de cruces dendriticos a lo largo de los 3 dias del estudio (Total),
mostraron reduccion significativa (p<0.05) en los sujetos del grupo D vs. los del C
solo en el dia 15 de edad. Por otra parte, incrementos significativos (p<0.05) en el
numero de cruces en los grupos CE a los 8, 12, y 15 dias de edad y en el grupo
DE en los dias 8 y 15 de edad (Figura 26).
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Figura 26. Medias y errores estandar de la densidad de las ramas de las neuronas
multipolares, en el eje (x) el numero de circulo concéntrico, la separacién entre
circulos de 40.4um. En el eje (y), la densidad dendritica. Los simbolos [* (C vs. D),
\ (C vs. CE),<>(D vs. DE)] corresponden a las comparaciones post-hoc entre grupos
resultado de la prueba de Fisher p<0.05.
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A continuacion: como apoyo visual se presentan las fotomicrografias de
cortes coronales de 120 um en el nucleo Ambc de los diferentes grupos

experimentales a la edad de 8,12, y 15 dias (Figuras 27, 28, 29 y 30).

Figura 27. Esquema de ubicacion de Ambc, donde se realizaron las mediciones de
los grupos celulares. En A) atlas de Paxinos y Watson, 1986. Bregma -13.24 a -
13.68. Interaural -4.24 a -4.68. En B) fotomicrografia (4x) en un corte coronal de
120um tefiido con la técnica de Golgi-Cox.
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Figura 28. Fotomicrografia de cortes coronales de 120 um (10x) de los grupos
experimentales a la edad de 8 dias. En azul marino (marco) el grupo control (C),
en rojo el desnutrido (D), en azul claro el grupo (CE) y en naranja el (DE). Nétese
la hipoplasia causada por la RPA en el grupo D. Asi mismo el CE y el DE son muy
similares en su densidad a esta edad, un efecto positivo de la ET.
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Figura 29. Fotomicrografia de cortes coronales de 120um (10x) de los diferentes
grupos experimentales a la edad de 12 dias. Nétese con mayor claridad la
hipoplasia en las neuronas y la disminucidon de sus ramas dendriticas causada por
la RPA el grupo D. Observe como la ET actua inhibiendo el efecto de dafio por la
RPA al mantener la densidad dendritica.
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Figura 30. Fotomicrografia de cortes coronales de 120um (10x) de los diferentes
grupos experimentales a la edad de 15 dias. Observe la reduccién neuronal y
retraimiento de la densidad dendritica del grupo D comparado con el C. Nétese el
efecto de rehabilitacion que indujo la ET, inhibiendo el efecto de hipoplasia
neuronal causado por la RPA.

6.4 Efectos sobre la emision de VUs de las crias

6.4.1 Cambios en la tasa de emisidon de vocalizaciones

El analisis de las comparaciones del numero de vocalizaciones emitidas por
bloques de tiempo mostré que la emisidn es mayor en el grupo control, F (1,16)=
15.106, p<0.001. En el segundo bloque de tiempo del registro comparado en si

mismo. Sin embargo, comparado con el grupo D sélo existe una tendencia a la
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significancia p=0.569. En el analisis de la emision total en los 10 minutos de
registro no mostré diferencias significativas. La desnutricion perinatal en

consecuencia no indujo la reduccion el numero de vocalizaciones (Figura 31).

Figura 31. Medias y errores estandar del numero de VUs emitidas en 10 minutos
de registro en bloques de 5 minutos. El (*) muestra la diferencia significativa del
grupo C entre los bloques.

Las comparaciones por bloque de la duracion promedio de la emision de las
vocalizaciones no se afectaron por la desnutricion perinatal. Ya que no se
encontraron diferencias en la interaccion grupo x bloque, F (1,16)= 0.009,
p=0.0976 (Figura 32).
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Figura 32. Medias y errores estandar de la duracion promedio de las
vocalizaciones emitidas en 10 minutos de registro en bloques de 5 minutos por los
grupos C y D. Observe que la duracion de la emision es similar en ambos grupos
para cada bloque.

6.4.2 Analisis espectral de la vocalizacion descendente

Las comparaciones de las frecuencias de la vocal descendente (n=10) mostraron
ser menores por el factor de tratamiento, F(1,490)=13.76, p<0.0002, en el grupo C
vs D. Obsérvese que la FO y F2 no se ven afectadas por la desnutricion perinatal,

ya que sus valores son similares en ambos grupos (Figura 33).
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Figura 33. Analisis espectral de la vocal descendente, en el eje “X” se presentan
las frecuencias: fundamental (FO), minima (F1), maxima (F2), pico (F3), ultima

(F4), y en el eje “y” el valor de la frecuencia en kHz. Los (*) indican las diferencias

significativas de la prueba post-hoc Fisher entre grupos.

Los valores de la intensidad a la cual se presentan las frecuencias: FO, F1,
F2, F3 y F4 en la vocal descendente es menor en el grupo D versus el C por el
factor de tratamiento, F(1,490)= 355.88, p<0.0001 como se observa en la siguiente
grafica (Figura 34). En ella se puede apreciar la reduccion de intensidad en
decibeles alcanzada en dichas frecuencias. Notese que en las FO y F2 también se
alter6 la intensidad. Lo cual sugiere que la desnutricibn perinatal reduce la
intensidad de la vocalizacién en cada una de sus partes.
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Figura 34. Analisis espectral de la vocal descendente para los grupos C y D, en el

eje “X” se presentan las frecuencias: fundamental (FO), minima (F1), maxima (F2),

pico (F3), ultima (F4), y en el eje “y” el valor de la intensidad en dB. Los (*) indican
las diferencias significativas de la prueba post-hoc Fisher entre grupos.

Para analizar estos efectos en la intensidad se cuantifico el poder de cambio
de intensidad con respecto al nivel basal de la sefial (-70dB), los resultados se
muestran en la siguiente grafica (Figura 35). Notese que la media del poder de
cambio ya sea positivo o negativo sugiere que el grupo D posee una menor
capacidad para incrementar su intensidad comparada con el grupo C. El valor
relativo se sefalé como 1 si el valor de la intensidad superé -+10dB del nivel basal
(-70dB), y 0 si su valor de cambio fue menor a £10dB con respecto el valor basal.
El promedio del valor relativo graficada como poder de cambio (delta de Dirac (3))
indica que el grupo D posee la mitad de la capacidad para generar dicho cambio
en la intensidad comparado con el grupo C.
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Figura 35. Valor relativo del poder de cambio de intensidad (3) con respecto al
nivel basal de la sefal (-70dB). A la izquierda las mediast error estandar de la
intensidad promedio de la vocal descendente. Obsérvese que el grupo D posee un

valor (5) de 0.26, y el grupo C una media de 0.54.
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7 DISCUSION

7.2 Fenomenos que pueden propiciar los cambios en el desarrollo fisico

De acuerdo con los resultados de este estudio, la RPA redujo la ganancia
de peso corporal y cerebral, e indujo el retraso en la apertura de meatos auditivos
externos y de los parpados de las crias. La estimulacion tactil (ET) favorecié la
ganancia de peso corporal y cerebral a los 15 dias de edad. Sin embargo, el grupo
DE no se igualo al grupo control en el tiempo de apertura de oidos y parpados. El
retraso en la apertura de oidos y parpados en la crias propiciado por la RPA,
puede afectar el ingreso se senales ambientales via de los sistemas (auditivo y
visual) que favorecen la entrada de informacién para el establecimiento de los
circuitos neuronales, integracion y respuesta a los estimulos ambientales (Callison
y Spencer, 1968; Salas et al., 2001; Gonzalez et al., 2001; Torrero et al., 2003).
Los efectos de la ET en el sujeto control pudieran de acuerdo a estudios recientes
favorecer el reconocimiento visual a objetos novedosos (Richards et al., 2012).
Entre los mecanismos que propician este efecto se reconoce el papel de factor de
crecimiento epidérmico (EGF) local, ya que la inyeccién con EGF en crias de 4 a
21 dias postnatales, induce la apertura precoz de parpados, y el surgimiento de
los incisivos en los neonatos (Calamandrei et al., 1988). EI EGF parece participar
en la regulacion local de la maduracion epidérmica en la piel del neonato (Hoath et
al., 1987). Por otra parte, se encuentra intimamente relacionada a los niveles de
hormonas tiroideas, principalmente la T4. Estas hormonas presentan bajos niveles
en sujetos sometidos a desnutricién perinatal (Mahajan et al., 2005). Por ende, es
posible que la estimulacion tactil como estimulo repetitivo sobre la piel del neonato
pueda inducir cambios en la produccion local de factores de crecimiento como es
el EGF. Sin embargo, este fendmeno de favorecimiento en el sistema visual se ha
relacionado a la induccion de la elevacién de factores como el factor de
crecimiento de tipo insulinico 1 (IGF-1) en la corteza visual primaria, la liberacién
de IGF-1 es inducida por la GH, y se sabe que la GH puede incrementarse por la
estimulacion tactil (Schanberg et al., 1984; Guzzetta et al., 2009). Por otra parte, la

integracion multisensorial juega un papel crucial para el entendimiento de los
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efectos de la ET, ya que recientemente se ha identificado a nivel de la corteza
temporal, la influencia que tiene la actividad audio tactil en el desarrollo posterior
de la corteza visual primaria (Ocelli et al., 2011; lurilli et al., 2012). El hallazgo en
este estudio del efecto promotor de la apertura de oidos pudiera estar ligado a la
interrelacion entre los diferentes sistemas sensoriales y hormonales (Leah et al.,
1985). Respecto a la ganancia de peso corporal y cerebral, se sabe que la ET
reduce los niveles de glucorticoides, y favorece la elevacion de los niveles de GH,
la diversa accion de la GH sobre factores de crecimiento tales como el factor de
crecimiento derivado del cerebro (BMDF) y el NGF; estos ultimos se hayan
involucrados en procesos de crecimiento neuronal y maduracién de los circuitos
(Berry et al., 2012). Otros efectos de la ET, es que eleva la actividad basal vagal y
los receptores de presion en el sistema entérico, favoreciendo la actividad gastrica
y la asimilacion del alimento, que contribuye a la ganancia de peso corporal (Field
y Diego, 2008).

7.3 Mecanismos asociados al desarrollo neuronal

Considerando la hipotesis 4.1, con base en los resultados obtenidos, se acepta la
hipétesis, ya que la RPA indujo cambios en la morfologia neuronal del Ambc,
generando una inversién del patrén de desarrollo del soma de las neuronas
multipolares y produciendo un menor numero de ramas, y la disminucidon de la
densidad dendritica. Para abordar la discusion al respecto es primordial hablar de
los mecanismos de formacion, y elongacién dendritica que subyacen durante el
desarrollo postnatal; que tienen como finalidad el establecimiento del patréon de
crecimiento neuronal, y la consolidacion de los circuitos. Dichos circuitos son
esenciales en el mantenimiento del desarrollo estructural, y funcional del
organismo. Durante la formacién de los circuitos, es primordial la estructuracién de
la morfologia axonal, y de la arborizacion dendritica. En ese contexto, la
arborizacion dendritica recibe multiples entradas, incluso en las neuronas
sensoriales la arborizacion define su campo sensorial, el rango de sefales que

perciben las dendritas estan principalmente determinados entre otros factores por
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los canales idnicos, asi como por la densidad y tipo de receptores que expresan.
Entre mas densa sea la arborizacion por grosor y area que se halla cubierta por
dichos receptores, mayor sera la habilidad de las neuronas sensoriales para
percibir el estimulo externo (Rosenzweigh y Bennett, 1996). Debido a que se ha
sugerido que la forma de arborizacién dendritica puede interferir con la sumacion y
propagacion de un estimulo sinaptico percibido mediante las dendritas distales
como sitio de iniciacion del potencial sinaptico, por lo que el numero de dendritas
distales podria modificar el control de la transmision de dicho potencial de accion,
y por ende influir en la eficacia para transmitir la informacion del estimulo externo
(Hall y Treinin, 2011). Lo cual sugiere que la RPA via de la reduccién en la
densidad de la arborizacion dendritica puede limitar la entrada de sefales
sensoriales, interferir en la iniciacion de un potencial ya que reduce el numero de
ramas distales y modificar la propagacion del impulso, reduciendo la posibilidad de
integrar informacion y responder a estimulos externos. Por otro lado, el orden
temporal en que surgen de las dendritas primaria, secundaria, terciaria, etc. indica
que el proceso de formacion de ramas es dinamico, y requiere de una regulacién
directa ya que tanto dendritas secundarias como de cuarto orden, crecen y se
retraen para regular el arreglo espacial de las ramas en paralelo, mientras las
ramas de tercer orden retraen su terminacion para no interferir con las de cuarto
orden. El desarrollo es un proceso altamente dinamico que depende de
mecanismos competitivos para formar un orden adecuado y un arreglo espacial
que permita no sobrelapar las ramas (Hall y Treinin, 2011). Por ende, cambios en
numero y extension interfieren con el establecimiento de este patrén espacio-
temporal, asi la RPA puede reducir el campo de interaccidon neuronal, y afectar la
transmision de impulsos. Los hallazgos de interferencia en los procesos de
integracion a nivel de los arboles dendriticos de las neuronas del Ambc que aqui
se describen, tienen posiblemente sustento parcial en estudios recientes que
muestran que tanto la morfologia dendritica, como la extensién de sus arboles
tienen una razoén funcional importante, debida a que se hayan altamente regulados
por la accion de multiples factores de transcripcion. En estos procesos

moleculares se involucra también el control post-transcripcional a través de la
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sintesis de proteinas locales en las neuronas en desarrollo. En el cono, la terminal
pre sinaptica, y en las ramas dendriticas se requiere dicha sintesis para dirigir el
patron de crecimiento (Swanger y Bassell, 2011). Por lo que la RPA puede a
través de inducir cambios en las concentraciones de dichos factores de
crecimiento, reducir la sintesis de proteinas locales o afectar la actividad
enzimatica modificar el patron de crecimiento para retraer las ramas dendriticas.
La desnutricion induce la elevacién de los glucocorticoides, y cambios en el eje
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) a corto y largo plazo (Chisari et al., 2001;
Florian y Nunes, 2010), dicha elevacion puede influir en la actividad enzimatica de
la OD, que a su vez esta asociada a la sintesis local de proteina (Seiler, 2004).
Una baja en la sintesis local se relaciona a la incapacidad intelectual,
hiperexcitabilidad y neurodegeneraciéon (Swanger y Bassell, 2011). Entonces, la
RPA aplicada a los sujetos experimentales tras haber reducido la arborizacion, y la
densidad dendritica pudo interferir con la sefalizacidn mediante los cambios en la
generacion del patrén espacio temporal de la arborizacion dendritica, afectando la
iniciacion, sumacion y propagacion de los potenciales, ademas de reducir la
probabilidad de establecer mas conexiones. De estudios moleculares in vivo se
sabe de factores como el BDNF que pueden interferir con estos mecanismos
induciendo neurogénesis espinal (Swanger y Bassell, 2011; Hale et al., 2011). Por
ello, el BNDF es esencial para el desarrollo cerebral. Recientemente, se ha
reportado que la RPA altera los niveles de factores como el BDNF (Coupé et al.,
2009; Florian y Nunes, 2010). Por lo tanto, es posible que mediante estos efectos
sobre dicho factor entre otros, cause los cambios observados en la arborizacién
dendritica de las neuronas multipolares, reduciendo la formaciéon de nuevas ramas

e interfiriendo con su crecimiento y funcionamiento en diferentes niveles del SNC.

7.4 Efectos de rehabilitacion inducidos por la estimulacion tactil

En la hipétesis 4.3 se sugiri6 que la estimulacion tactil tendria efectos de
rehabilitacion sobre la morfologia neuronal del Ambc posiblemente danada por la
RPA y basandose en los resultados de los efectos de la RPA en la morfologia de
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las neuronas multipolares del Ambc descrita con anterioridad, y tomando en
cuenta los efectos en los grupos DE y CE que recibieron la estimulacién tactil, en
donde se favorecio la formacion de ramas distales de tercer y cuarto orden, asi
como se incrementd la densidad dendritica, lo cual sugiere que dichos efectos son
independientes de la condicion del sujeto. Como se sefald con anterioridad, las
ramas distales son el sitio de iniciacion de un potencial, mediante la sumacion de
potenciales excitatorios potsinapticos (EPSPs) generados por sefiales sensoriales
externas, por ello si la ET favorecio la generacién y sostenimiento de dichas ramas
sugiere un mecanismo de atenuacion de los efectos del dafio causado por la RPA
en esta etapa de desarrollo, asi como pudo incidir en el desarrollo neuronal en los
sujetos control, incrementando el numero de ramas y la extension dendritica. Lo
cual pudiera tener implicaciones positivas al favorecer la sumacion espacio
temporal y mejorar la generacién de los EPSPs en las neuronas multipolares.
Otros estudios, han mostrado que el masaje corporal tiene efectos similares a los
reportados en este estudio, mas el incremento en la sinaptogénesis en otras areas
cerebrales tales como la corteza del cingulo, area 3 (Cg3), amigdala (Richards et
al., 2012). Por lo que la ET aplicada provee de estimulos neuro activadores como
lo es el incremento en la entrada sensorial para promover el desarrollo neuronal.
Tal como se ha mostrado en otros estudios de estimulacion tactil en donde los
sujetos con lesidon neuronal considerable, al ser expuestos a un ambiente
enriquecido, presentan una mejora al incrementar la neurogénesis Yy
sinaptogénesis comparado con sujetos que no fueron expuestos a este ambiente
(Rosenzweigh y Bennett, 1996; Morroni et al., 2011). En este caso, la estimulacion
tactii de tipo masaje provee de estimulos que probablemente promuevan el
incremento en la liberacion de factores de crecimiento como el NGF y al BDNF, y
mejorar la generacién del patron de crecimiento dendritico, mejorando la
posibilidad de conectividad entre las neuronas de los diferentes circuitos
neuronales. Se sabe que la estimulaciéon tactil, que la madre provee a la cria
permite regular el funcionamiento (programacion) del eje HPA de la cria
(Schanberg et al., 2003). De estudios conductuales, en los cuales se ha

comparado crias con separacion maternal y crias control, se reconoce que
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conductas como el lamido anogenital, el aseo y el contacto fisico materno tiene
influencia en la estructura, y funcion de las neuronas hipocampales afectando a
moléculas de BNDF y receptores a NMDA,; teniendo impacto a largo plazo en el
reconocimiento de objetos novedosos, conducta exploratoria, aprendizaje espacial
y memoria, asi como en los receptores a glucorticoides influenciado por la
regulacion del eje HPA, teniendo asi impacto en la densidad espinal y plasticidad
del hipocampo (Liu et al., 2000; Weaver et al., 2004; Champagne y Curley, 2009).
Estudios en roedores han mostrado que la ET puede reducir los efectos negativos
producidos por la separacion maternal o por estrés prenatal en el crecimiento de
las crias, en la secrecion de hormona del crecimiento, en el eje HPA, en el BDNF y
en la expresion de sinaptofisina (Schanberg y Field, 1987; Burton et al., 2007;
Chatterjee et al., 2007). Esto ultimo sugiere que la ET de tipo masaje pudiera
remedar algunos de los efectos de la ET materna, favoreciendo la sintesis de
proteinas especificas locales que promueven la formacién de nuevas ramas, y la
elongacion de las mismas, promoviendo el desarrollo dendritico y la
sinaptogénesis (McAllister, 2000). Respecto al NGF se sabe que puede inducir la
supervivencia neuronal, crecimiento y plasticidad sinaptica (Berry et al., 2012). Por
ultimo es posible que la accién de la ET como un estimulo inductor de formacién, y
elongacion del arbol dendritico previniendo el dafio estructural por la RPA se
encuentre ligado tanto a procesos de sintesis local de proteinas, como a la
atenuacién en la elevacion hormonal, y al favorecimiento de la accion de los
factores de crecimiento sobre el tejido neuronal (Coupé et al., 2009). Por ultimo, es
necesario resaltar que estos efectos que se presentan en el desarrollo pueden
tener implicacion o no tenerla en la etapa adulta, por ello es necesario para fines
de la comprensién de los efectos aparentemente positivos de la estimulacion, se
evaluen los sujetos en otras etapas de la vida, se considere la duracién, intensidad
y ventana de tiempo de la aplicacidon de dicha estimulacion, ya que puede que los
efectos positivos observados no prevalezcan bajo otras condiciones de
estimulacién o etapas de la vida.
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7.5 Mecanismos asociados a la intensidad de la emision de vocalizaciones

De acuerdo con la hipotesis propuesta en donde se sugirio que la RPA afectaria la
tasa de emision y las caracteristicas de las VUs de las crias a la edad de 15 dias,
podemos concluir con base en los resultados obtenidos que la tasa de emision de
vocalizaciones (el numero y duracién) entre los grupos C y D no es diferente, lo
cual indica la posibilidad de que existan mecanismos reguladores de la emision de
VUs, que se hayan preservados evolutivamente de tal forma que, los estimulos
epigenéticos como lo es la RPA no alteran dichos mecanismos reguladores para
producir la vocalizacion. Sin embargo, de acuerdo a los resultados, la RPA
modifico las caracteristicas de la vocalizacion descendente, que redujo
significativamente el valor de las frecuencias minima (F1), pico (F3) y ultima (F4),
asi como sus intensidades incluyendo la de FO y F2 en el grupo D con respecto al
grupo C. Lo cual sugiere la existencia de mecanismos moduladores para la
emision de la VUs a través de los cuales se puede modificar el mensaje en la
comunicacién ultrasonica. Los hallazgos obtenidos en este estudio favorecen
entonces parcialmente la hipotesis propuesta. De acuerdo con la literatura, la tasa
de emision en cuanto a su duracidn presenta un correlacion lineal con la duracion
del disparo neuronal del Ambc (Yashima y Hayashi, 1987), lo que sugiere que al
no haberse observado cambios en la duracidon de la vocalizacién causado por la
RPA, el dafio en la morfologia del Ambc por la RPA en menor numero de ramas y
retraimiento dendritico no se haya asociado directamente a la duracion de la
vocalizacién. Por otro lado, la intensidad y frecuencia del disparo neuronal, se ha
asociado a la fuerza del aire, que induce la vibracion de la cuerda vocal, es decir al
sostenimiento de la Psub, y a cambios instantaneos de presion en el ciclo glotal,
dicha presion mantiene un correlato lineal con la intensidad de la vocalizacién. Los
hallazgos sugieren que los mecanismos que modulan la intensidad podrian estar
relacionados con los cambios en la morfologia neuronal. Por lo que es posible que
al afectar la arborizacién dendritica y la elongacion de las dendritas de dichas
neuronas se pudo inducir cambios en la inervacion de los musculos TA/LTA/IA y
afectar la presion subglotal, reduciendo la intensidad de las frecuencias durante la
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vocalizacion. Ademas de reducir el poder de cambio en la intensidad de la
vocalizacién en el grupo desnutrido comparado con el grupo control. De acuerdo a
otros estudios, sobre el tiempo de integracién critica de los formantes para la
percepcion de la comunicacion, las frecuencias acompanantes (F1, F2, F3, y F4)
son los complejos de frecuencias que surgen de la integracion del contexto de la
vocalizacién, que se forman de los picos maximos y minimos, y son los que
permiten la discriminacion de un fonema, misma que propicia la respuesta a un
determinado estimulo, que en este caso fue la separacion materna (Geissler y
Ehret, 2002). Es posible entonces que la RPA al alterar dichos formantes pueda
influir en la discriminacion, y percepcién de la vocalizaciéon, lo cual afectaria
directamente la comprension en la comunicacion madre-cria. Por otro lado, las
frecuencias e intensidades alcanzadas en la vocalizacién, podrian oscilar de
acuerdo al tipo de VUs, por lo que este estudio se haya limitado para definir si
estos cambios prevalecen a lo largo de toda la compleja gama de vocalizaciones
en la emision de la comunicacion ante la separacion materna. Cabe sefialar que
existen otras estructuras asociadas al control de la emision de vocalizaciones
entre ellas el nucleo motor del facial porcion caudal, complejo Béxinger, nucleo del
tracto solitario porcién ventro—lateral (Yajima y Hayashi, 1983). Por lo que es
posible que esté efecto de reduccion este asociado el dafio causado por RPA en
multiples areas del tallo cerebral afectando la integracion y llegada de informacion
necesaria para la emision de la vocalizacion. Por lo tanto, se requieren estudios
adicionales en diferentes estructuras, y contextos de emision antes de establecer
conclusiones definitivas acerca de los posibles mecanismos que subyacen a las
hipdtesis y objetivos que aqui se propusieron.

Por ultimo, este estudio presenta diversas limitantes, una de ellas es que el
estudio de los efectos se reduce a cambios morfolégicos en un grupo neuronal, de
un nucleo del tallo cerebral que regula la emisién de VUs, en una ventana de
tiempo corta en donde la plasticidad neuronal favorece la observacién de dichos
resultados. Por otra parte, sélo se analiza un tipo de vocalizacion ultrasonica en
respuesta a la separacion materna, siendo la comunicacion amplia y dependiente

del contexto de dicha emision y ademas, que se requiere de la actividad integrada
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en términos de un circuito conformado por diversas estructuras cerebrales. Sin
embargo, es un buen inicio para tratar de entender los procesos de activacion
secuencial que llevan hacia algo tan complejo como lo es el lenguaje. Por otro
lado, se demuestra que la ET es una posible herramienta como tratamiento de
apoyo en casos de desnutricion, debido a que no implica un costo econémico para
ejecutarse, los efectos positivos en el desarrollo neuronal y desarrollo fisico son un
buen comienzo para mejorar la recuperacion morfolégica y funcional de los seres

humanos afectados perennemente por la pobreza y la desnutricion.

CONCLUSIONES
La restriccion perinatal de alimento retrasa el desarrollo fisico y sensorial en
las crias, y reduce el numero y la densidad dendritica de las neuronas multipolares

del nucleo Ambc.

La estimulacion tactil produce efectos de rehabilitacidon incrementando el
numero y densidad dendritica neuronal, tanto de los sujetos control como en los

desnutridos.

La estimulacion tactil potencié la integracion aferente, posiblemente a través
de la liberacion de factores de crecimiento, que activan procesos neuroprotectores
para mantener las sinapsis y la funcién, independientemente de la condicion

nutricional.

Se sugiere que los efectos de la RPA en las neuronas multipolares del Ambc
propician cambios en la inervacién de los musculos intrinsecos de la laringe,
reduciendo las frecuencias armoénicas, y la intensidad de la emision de las VUs de

tipo descendente.

La RPA decrece el poder de cambio de intensidad en la emisién de la

vocalizacién descendente, probablemente alterando la emision de VUs de la cria.
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Los hallazgos del estudio son valiosos para la comprensién de los procesos
sensoriales complejos e integracion neuronal de la informacién, como lo es la

emision de VUs de las crias.
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