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RESUMEN

El cuidado materno constituye un factor primordial para el neurodesarrollo normal
de la progenie. La ausencia o deficiencia del cuidado materno por situaciones
naturales o experimentales como la separacion materna y social (SM) durante el
periodo postnatal pre-destete produce una serie de cambios fisioldgicos,
emocionales, cognitivos y conductuales en la progenie. Por ejemplo, ratas que
sufrieron SM cuando adultas muestran alteraciones en la expresion de la conducta
materna, sexual y agresiva. Los mecanismos involucrados o afectados por la SM
son poco claros, sin embargo se conoce que dicha manipulacion temprana afecta
negativamente el desarrollo del sistema nervioso central (SNC), como a los
sistemas dopaminérgicos y serotonérgicos, asi como a la morfologia dendritica de
areas cerebrales involucradas en regular las conductas afectadas. Por otro lado,
también se ha reportado que dicha manipulacion afecta las propiedades
electrofisiolégicas de nervios sensoriales como el nervio sensorial sural (SU). Asi,
recientemente este laboratorio encontré que la amplitud y el area del Potencial de
Accién Compuesto (PAC) del nervio SU de la rata macho adulta aislada (CA) es
menor que el de las ratas criadas por su madre (CM), y el re-emplazo de estimulos
sociales durante el aislamiento previene dicho efecto. Sin embargo se desconoce
durante qué parte del periodo postnatal ocurren dichos cambios, o si el dafio sélo
se observa en la etapa adulta. Una de las posibilidades es que dichos cambios se
observen al destete debido a que es una etapa importante de cambio ambiental en
las crias. Otra pregunta importante es conocer si los estimulos tactiles que la
madre provee a las crias, y que se ha mostrado afectan el desarrollo del SNC,
participan en dicho proceso. Por tal motivo el objetivo del presente trabajo fue
determinar las propiedades electrofisiologicas del nervio SU de ratas macho al
destete (21 dias de edad). Para ello ratas macho de la cepa Wistar a los 4 dias de
edad fueron separadas del nido e instaladas y criadas dentro de un sistema de
crianza artificial hasta el dia postnatal 21 (DPN21). Se formaron los siguientes
grupos; 1) Aislados (CA), 2) Aislados + 5 estimulaciones tactiles (corporales-
anogenitales) diarias con una brocha de cerdas finas, 5 (CA-Téactil), y 3) Criadas

por su madre (CM). En el dia 21 las crias de los diferentes grupos fueron pesadas,
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anestesiadas y se extrajo el nervio SU en su totalidad aproximadamente 1cm, el
cual fue preparado para el registro electrofisiologico in vitro. Se aplicaron
estimulos eléctricos de duracién (0.05ms) e intensidad variable (uA) y de

frecuencia fija (Hz).

Los resultados obtenidos mostraron que el umbral eléctrico de activacion es
significativamente mayor en el grupo CA (p<0.05) y CA-Tactil (p<0.05) en
comparacién con el que presento el grupo CM. I. e., es necesario aplicar mayor
intensidad de corriente en los nervios de ratas experimentales para generar el
PAC. Por otra parte la amplitud y el area del PAC registrada en el nervio SU de
crias CA fue significativamente menor con respecto al grupo CM siendo mas
marcadas en el umbral 3 (amplitud p=0.002; area p=0.02; t-student). En cambio la
amplitud y el area registrada en nervios de ratas CA-Tactiles fue significativamente
mayor que la de los nervios de las crias CA (amplitud p=0.02; area p=0.03; t-
student) pero ligeramente menor a los CM (no mostraron diferencias
significativas). No obstante la velocidad de conduccion maxima y duracion del
PAC fueron similares entre los grupos. Ademas la adicion de estimulos tactiles
durante el periodo postnatal pre-destete previenen los efectos causados por el
aislamiento. Estos resultados sugieren que la privacion de la estimulaciéon
sensorial y/o social durante el periodo postnatal pre-destete incide negativamente
sobre las propiedades electrofisiolégicas del nervio SU y son evidentes desde el
dia postnatal 21 (DPN 21).



1. INTRODUCCION

En mamiferos altriciales, la progenie (hijos) nace inmadura, i. e., sin pelo, sordas y
ciegas, no pueden regular su temperatura corporal, ni controlar sus esfinteres, ni
su coordinacién motora. Esto los hace vulnerables al ambiente y requieren del
cuidado de su madre (conducta materna), de su padre (conducta paterna) o de
cualquier individuo de la misma especie (conducta parental) para sobrevivir y

continuar su desarrollo.

A pesar de que las crias ya muestran un amplio desarrollo neural después del
nacimiento, necesitan de la experiencia sensorial, hormonal y social durante el
periodo postnatal proveniente de la madre y de la camada para continuar con el
desarrollo, maduracién y organizacion de diversos sistemas fisiologicos,

cognitivos, emocionales, neuroendocrinos y conductuales (Fleming et al., 2002).

Asi, en estas especies la experiencia temprana es mediada, principalmente, por la
conducta materna y la interaccion entre hermanos (Fleming et al., 2002; Melo et
al., 2006; Levy et al., 2003). En efecto, el cuidado materno como la conducta de
lamido (caricia en el humano) en rata durante el periodo postnatal, influye a largo
plazo en las respuestas ante el estrés, en procesos conductuales y en procesos

cognitivos de las crias (Champagne, 2008).

De acuerdo a lo anterior, el periodo postnatal es un periodo critico de desarrollo
donde la exposicién a estimulos fisicos o biolégicos incide en el crecimiento y
maduracion del individuo (Moore y Power, 1992). Durante este periodo las crias
tienen una intensa interaccion con su madre, a través de la conducta que ella
despliega hacia ellas. La interaccibn madre-crias afecta un amplio rango de
procesos fisioldgicos, conductuales, cognitivos y sensoriales de las crias (Hofer,
1994). Durante dicha interaccion existe un intercambio de estimulos sensoriales
(tacto y olor) y sociales (de las madre y hermanos de camada), y hormonales (de
la leche materna), esenciales para el desarrollo de diversos sistemas fisiolégicos,
sociales y de comportamiento de la progenie.



Por otro lado cuando la interaccion madre-crias se altera a través de diversos
paradigmas experimentales, como la manipulacion materna o la separacion
materna parcial (SMP) o total (SMT), el desarrollo de los sistemas antes descritos
se modifican negativamente. Efectos que persisten hasta la etapa adulta y afectan

la integracién social de los individuos (Fleming et al., 2001).

Diversos estudios muestran que ratas cuyas madres sufrieron estrés durante la
lactancia o que fueron separadas de su madre durante el periodo postnatal
(separacion maternal o aislamiento social) manifiestan alteraciones conductuales y
fisiologicas del sistema que regula el estrés (Fleming et al., 2002), de los procesos
de atencion (Lovic y Fleming, 2004) y del aprendizaje social (Melo et al., 2006).
Ademas otros estudios muestran que ratas adultas separadas del nido y criadas
artificialmente (CA) manifiestan alteraciones en la interaccién social con sus con-
especificos, son mas agresivas, proveen pocos cuidados maternales a su
progenie y tienen déficit de atencion a estimulos relevantes del entorno, entre
otros cambios conductuales (Fleming et al., 2002; Melo et al., 2009). EIl re-
emplazamiento de estimulos tactiles (simulando los lamidos que la madre les
provee, con una brocha de cerdas finas) durante el aislamiento previenen
parcialmente dichos efectos (Melo et al., 2006, 2009). Lo anterior permite inferir
qgue la interaccion madre-cria es de gran importancia para el desarrollo posnatal

de los sistemas sensoriales de los individuos.

Los datos anteriores muestran que las variaciones ambientales durante la infancia
tienen un efecto particularmente profundo a nivel fisiolégico, conductual, y
morfologico, del cerebro. A pesar de la enorme cantidad de informacion acerca del
fenotipo conductual de animales que sufrieron separacion materna total (criados
artificialmente) y su efecto en el sistema nervioso central, se conoce muy poco
respecto al efecto del aislamiento sobre el sistema nervioso periférico y sus
posibles alteraciones sobre las propiedades electrofisiolégicas de nervios
periféricos. Este supuesto se basa en que personas con alteraciones mentales
como esquizofrenia 0 paranoia, presentan alteraciones en la transmision de

informacion sensorial, lo cual sugiere que ademas de que las areas neurales



encargadas de percibir las sefiales sensoriales, de interpretarlas y dar una
respuesta motora estan alteradas, es probable que la transmisién de dicha

informacién sensorial este distorsionada.

Recientemente, este laboratorio ha publicado que el Potencial de Accion
Compuesto (PAC) del nervio sensorial Sural (SU) de la rata macho adulta que
sufrieron separacidon materna total a través del sistema de crianza artificial es
menor que el de las ratas criadas por su madre, y el re-emplazo de estimulos
sociales durante el aislamiento previene dicho efecto (Segura et al., 2014). Sin
embargo, se desconoce en qué etapa del periodo postnatal ocurre este proceso y

si los estimulos tactiles durante el aislamiento previenen dicho efecto.

1.1 Conducta Materna

La conducta materna (CM) en mamiferos representa el mayor constituyente del
ambiente social durante las primeras etapas de la vida. La mayoria de las madres
de las distintas especies de mamiferos tienen la capacidad de poder desarrollar un
conjunto de respuestas complejas de tipo conductual y emocional hacia sus crias.
El incremento de la responsividad hacia las crias depende de la accién de una
secuencia de cambios hormonales durante la gestacion (estradiol, progesterona) y
el parto (prolactina, oxitocina, cortisol), quienes preparan a la madre para

responder apropiadamente a las crias (Melo et al., 2009).

En roedores la CM consiste en la expresion de una serie de patrones motores y
somatosensoriales desplegados por la madre al final de la gestacion, durante el
parto y el periodo postnatal pre-destete (Rosenblatt y Lehrman, 1963), de tal
manera que la madre construye el nido, acarrea a las crias hacia el nido, les lame
el cuerpo, los genitales y amamanta. Asi la progenie obtiene, ademas de calor,
nutrientes y proteccion, los estimulos sensoriales (estimulos tactiles, auditivos y
odoriferos) y sociales necesarios para su desarrollo (Melo, 2015; Gonzalez-
Mariscal y Melo, 2013).



De manera similar, las crias proveen a la madre de estimulos sensoriales; tactiles,
succién, odoriferos, visuales y sociales indispensables para el establecimiento y
mantenimiento de la CM. Esta interaccion permite generar una relacion de mutua
reciprocidad que participara en la conformacibn de una comunicacion de
fundamental importancia para el desarrollo del individuo, tanto en un nivel
biolégico (maduracién del sistema nervioso, inmune, endocrino entre otros) como
social (patrones de conductas sociales y emocionales). La CM se puede clasificar
de acuerdo a su relacién con el parto; CM pre-parto (construccion de nido,
aislamiento de la camada) o CM postparto (acarreo de las crias al nido,
agrupamiento, lamido a las crias, y amamantamiento, agresion materna), o a su
orientacién; hacia objetos (construcciébn del nido, placentofagia) o hacia la
progenie (mismas conductas post-parto, excepto agresion materna) (Gonzéalez-
Mariscal y Poindron, 2002; Rosenblatt y Lehrman, 1963).

Por consiguiente para que los organismos conserven su integridad anatomica y
funcional, es indispensable que éstos vivan en un ambiente enriquecido y reciban
estimulos somatosensoriales durante el periodo postnatal temprano por parte de la
madre. Estimulos que por medio de érganos de los sentidos son percibidos y
transformados en actividad nerviosa, la cual se conduce a centros nerviosos
centrales donde se interpretan dicha informacion y se da respuestas motoras
(Petryna y Bavera, 2002). Es por esto que a continuacion se da descripcion del

sistema nervioso.

1.2Sistema Nervioso

El sistema nervioso tiene como funcién esencial el asegurar la comunicaciéon y
establecer la relacion entre las diferentes partes de un organismo, asi como entre
el organismo y el medio que lo rodea. Todo esto es posible por las células que lo
constituyen; células nerviosas (neuronas), oligodendrocitos y las células gliales
(glia). Las células gliales proporcionan sostén y nutricion a las neuronas. Las
neuronas se caracterizan por ser células excitables, constituyen la principal unidad
de sefalizacion del sistema nervioso, son encargadas de generar y conducir

impulsos eléctricos y/o quimicos, que permiten que los elementos del sistema
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nervioso se comuniquen. La neurona tiene regiones bien definidas: el cuerpo
celular o soma; es el centro metabdlico de la célula contiene el nucleo y organelos
necesarios para la integracion de informacion, el cual da origen a dos
prolongaciones; las dendritas y el axdn. Las dendritas son prolongaciones
finamente ramificadas, son el aparato esencial de recepcion de sefales
procedentes de otras neuronas transmiten impulsos desde la periferia hacia el
soma, y el axdn la principal unidad de conduccion de sefiales a otras neuronas, su
longitud es variable desde algunos milimetros hasta un metro. Los axones pueden
ser mielinizados o no-mielinizados, en el caso de las fibras mielinizadas estan
rodeados por oligodendrocitos (en el sistema nervioso central, y las células de
Schwann (en el sistema nervioso periférico). Los nodos de Ranvier interrumpen la
continuidad de las vainas de mielina. Esta discontinuidad en la vaina de mielina

permite una conduccion rapida del impulso.

Las neuronas cumplen diversas funciones como son la sintesis de proteinas, el
transporte axonal, la generacién y conduccion del potencial de accion. Las
neuronas se clasifican en tres grupos funcionales principales: sensitivas, motoras
e interneuronas 0 neuronas intercalares. Las primeras transmiten informacion
desde la periferia del cuerpo al sistema nervioso con fines de percepcion y de
coordinaciéon motora. Las segundas transmiten 6rdenes del encéfalo o la medula
espinal a los musculos y las glandulas. Por ultimo las interneuronas o neuronas
intercalares constituyen el grupo mas numeroso actian como relevos entre las
neuronas sensitivas y las motoras. Estas se dividen en neuronas de transmision o
proyeccion y locales, las primeras poseen largos axones y transmiten sefiales a
distancias considerables, y las segundas que elaboran la informaciéon en el seno

de circuitos locales (Kandel et al., 2001).

Desde el punto de vista funcional las neuronas son células excitables y su
importancia radica en su capacidad para establecer comunicaciéon con otras
neuronas, lo cual indica que puede generar y transmitir potenciales

electroquimicos en toda su longitud.



1.2.1 Potencial de Membrana

La capacidad de generar y transmitir potenciales electroquimicos esta asociada
con las caracteristicas fisicoquimicas de la membrana de la célula excitable. La
caracteristica fisiolégica fundamental, consiste en mantener un gradiente eléctrico
y quimico entre el interior y exterior de la célula (gradiente electroquimico). La
diferencia de concentraciones ionicas entre el interior y el exterior de la célula
producen el gradiente quimico. Los principales iones extracelulares son el sodio y
el cloro, y los iones intracelulares son el potasio, y los fosfatos organicos (grupos
PO4 unidos a un ATP), ademas de proteinas que poseen aminoacidos con carga
negativa. La diferencia de cargas provocada por la distribucién asimétrica de los
iones entre el interior y el exterior de la célula producen el gradiente eléctrico
(Zigmond et al., 1999).

1.2.2 Potencial de Accién

Como se mencion6 anteriormente, la propiedad que caracteriza a las células
excitables es su capacidad de generar y trasmitir sefiales eléctricas mediante el
potencial de accion (PA). El PA es una sefal eléctrica que puede definirse como
un cambio muy rapido en la polaridad de la membrana de células excitables. En
funcién de los cambios de permeabilidad i6nica que sufre la membrana durante el

potencial de accion, se distinguen varias fases:

a) Fase de reposo: en este periodo la membrana esta polarizada y hay una
distribucion asimétrica de cargas entre el interior y el exterior de la célula, siendo
el interior de la misma electronegativo. Dependiendo del tipo neuronal, este puede
oscilar entre -55mV y -75mV, b) Fase de despolarizacién: se caracteriza por que el
potencial de membrana cambia a valores positivos, debido a la entrada masiva de
sodio al interior de la célula, cuando esto ocurre, se genera un potencial de accion,
esta fase finaliza cuando se alcanza un potencial de membrana proximo al
potencial de equilibrio para el sodio, éste se conoce como valor maximo de
despolarizaciéon (+30mV). c) Fase de repolarizacién: es la fase de vuelta al



potencial de reposo de la membrana. Una vez que se ha alcanzado el valor
méaximo del potencial de equilibrio para el sodio, los canales de sodio empiezan a
inactivarse lentamente y comienzan a abrirse los canales de potasio, asi, hay
salida de iones potasio al exterior de la célula, restableciéndose asi el valor
negativo de la membrana en reposo (-70mV), esto es muy cercano al potencial de
equilibrio del potasio. d) Fase de hiperpolarizacion: al final de la fase de
repolarizacion el potencial de membrana de la célula es mas negativo que el
potencial de membrana en reposo. Esto se produce debido a que los canales de
potasio dependientes de voltaje tardan en cerrarse y los canales de sodio se
recuperan lentamente de la inactivacion. Para restablecer el potencial de
membrana en reposo la bomba Na-/K+, se encarga de distribuir los iones a sus

valores normales a través de la membrana. (Kandel et al., 1997, 2001; Figura 1).

60

Repolarizacion

Despolarizacién

POTENCIAL DE MEMBRANA
(mV)

-40
Hiperpolarizacién

Figura 1. Registro del potencial de accion de una fibra nerviosa, donde se muestran las diferentes
fases de un impulso nervioso (Modificado de Kandel et al., 1997).

Teniendo en cuenta aspectos anatomicos, el SN se divide en: Sistema nervioso
central y Sistema nervioso periférico.



1.3 Sistema Nervioso Central

Esta formado por el encéfalo y medula espinal, integrados por un conjunto de
neuronas y células gliales encargadas de recibir estimulos, elaborar y procesar las
respuestas efectoras. Ambas estructuras estan localizadas en el eje mayor del
cuerpo; ocupan la alineacion central desde la region cefélica hasta la region sacra-
coxigea. El encéfalo esta cubierto totalmente por los huesos que constituyen el
craneo y la médula espinal se encuentra en el interior del conducto vertebral, es
decir, el sistema nervioso central se halla totalmente protegido por una cubierta
Osea, dura, resistente y muy solida que impide, hasta cierto grado, que los
componentes celulares y tisulares de los 6rganos nerviosos puedan ser dafiados
facilmente (Kandel et al., 1997; Geneser, 2000).

1.4 Sistema Nervioso Periférico

El sistema nervioso periférico esta constituido por ganglios, nervios periféricos y
terminaciones nerviosas. Estructuralmente los Nervios periféricos estan
constituidos por un gran numero de axones que forman paquetes de fibras
nerviosas, cuya funcién es comunicar, mediante potenciales de accién (Keynes y
Aidley, 1985).

Cada fibra nerviosa esta rodeada por una membrana basal que entra en relaciéon
directa con el tejido conectivo denominado endoneuro, y éste a su vez, reune a los
axones formando paquetes de fibras nerviosas. Diferentes paquetes de fibras
nerviosas son agrupados por el perineuro formando los fasciculos nerviosos. El
perineuro esta constituido por células que se agrupan en laminas densas que
mantienen el equilibrio i6nico de los fasciculos nerviosos. Varios fasciculos son
reunidos y recubiertos por tejido conectivo llamado epineuro externo que recubre

el nervio completamente (Ropper et al., 2005; Brushart, 2011; Figura 2).
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Figura 2. Organizacién anatomica de nervios periféricos. (Modificado de Brushart, 2011).



1.4.1 Caracteristicas de los Nervios Periféricos

Los nervios periféricos se han clasificado tomando en cuenta varios criterios, tales
como la estructura periférica que inervan, sus caracteristicas histolégicas o sus

propiedades funcionales.

Considerando las estructuras que inervan sus axones, los nervios periféricos se

han clasificados en:

Nervios cutaneos o sensoriales, cuyos axones (fibras aferentes) provienen de
receptores situados en la piel o en las visceras. Nervios Musculares o motores,
cuyos axones provienen de receptores situados en los musculos, como los husos
musculares (fibras aferentes la y Il), los érganos tendinosos de Golgi (fibras
aferentes Ib), y en receptores profundos (de presion). Los nervios motores
contienen también axones eferentes que provienen de neuronas motoras de la
meédula espinal (Willis y Coggeshall, 1978; Keynes y Aidley, 1985; Kandel et al.,
2001; Guyton y Hall, 2001).

Desde el punto de vista histologico, se han clasificado en:

Fibras mielinicas o Fibras amielinicas, de acuerdo a la presencia o ausencia de
vainas de mielina, también se ha considerado el diametro como un parametro para
clasificarlas en gruesas y delgadas respectivamente. Es importante decir también
varia en funcion del origen. A continuacién se presenta la clasificacion de las fibras

nerviosas propuesta por Erlanger y Gasser en 1937.

Fibras del grupo Ae, son fibras mielinicas “gruesas”, su diametro varia de 13 a 20
um. Este tipo de fibras se encuentra exclusivamente en los nervios motores, la

velocidad a la que conducen es de 72-120 ms.

Fibras del grupo A, son fibras mielinicas su diametro varia de 6 a 12 um. Estas
fibras provienen de receptores de tacto fino localizados en la piel y de receptores

pilosos, la velocidad a la que conducen es de 24-71 ms.

Fibras del grupo Aé, son fibras mielinicas que poseen un diametro que varia de 1

a 5 um. Estas fibras inervan la piel y provienen de receptores de temperatura, de
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tacto grueso y de presion profunda. También conducen el dolor punzante, y la

velocidad a la que conducen es de 6-23 ms.

Fibras del grupo C, son fibras delgadas su diametro es menor de 1 um y no
presentan mielina, inervan la piel y musculo, conducen sensaciones de dolor,
picazon, temperatura y tacto grueso, la velocidad a la que conducen es de 0.5-

5ms. Se caracterizan por tener un umbral de activacion alto.

1.4.2 Propiedades Electrofisiolégicas

Estrechamente relacionadas con sus caracteristicas histolégicas, las fibras

nerviosas presentan propiedades funcionales que las distinguen entre si como:
Umbral eléctrico de activacién

Es el valor minimo de corriente que dispara el potencial de accion en los axones
mas excitables, el cual varia en relacion inversa con el didmetro de los axones, en
este sentido las fibras de los grupos Ao y AP tienen un umbral de activacion

considerablemente inferior (entre 10 y 20 veces menor) que el de las fibras C.
Velocidad de conduccion

La velocidad con la que una fibra nerviosa conduce el impulso nervioso depende
de varios pardmetros: el grosor del axén, debido a que las fibras nerviosas mas
gruesas presentan menor resistencia al flujo longitudinal de corriente, por lo cual la
corriente idnica se desplaza mas rapidamente a lo largo de una fibra gruesa que
otra de pequefio didmetro. La presencia o ausencia de mielina, en las fibras
nerviosas mielinicas, la propagacion del impulso nervioso se produce a saltos
entre los nodos de Ranvier, de tal manera que el potencial de accién se transmite
en los axones a mayor velocidad que las amielinicas, debido a que la mielina
actia como un aislante eléctrico que impide la generacion del potencial de accion
en la membrana axonal, que se encuentra debajo de la region intermodal, siendo
los nodos de Ranvier los Unicos sitios en donde se puede regenerar el impulso

nervioso (Keynes y Aidley, 1985; Segura, 2003).
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1.4.3 Potencial de Accion Compuesto (PAC)

Como ya se menciond humerosos axones constituyen las fibras nerviosas y estas
a su vez conforman un nervio, en este sentido la respuesta eléctrica de un nervio,
producida por estimulos de intensidad supraumbral, se denomina potencial de
accion compuesto (PAC), y es el resultado de la suma de los potenciales de
accion generados en cada una de las fibras que constituyen al nervio (Zigmon et
al., 1999).

El registro del PAC de un nervio periférico puede presentar uno o dos
componentes debido a la presencia de fibras nerviosas con diferente umbral de
excitacion eléctrica y con distinta velocidad de conduccion. Asi, en el registro del
PAC en un nervio sensitivo se observan dos componentes: componente A,
resulta de la activacion de axones con bajo umbral de excitacion y posee una
latencia de aparicion muy breve. EI componente C, es provocado por la
activacion de fibras mielinicas de alto umbral (Ad) o por fibras amielinicas (fibras
C), el cual solo se registra cuando el axén es estimulado con pulsos de corriente
aproximadamente 10 veces mayor que la requerida para activar las fibras mas
excitables del primer componente. El componente C presenta una mayor latencia
de apariciéon, como resultado de la velocidad de conduccién de las fibras Ad o C,
gue es considerablemente menor que la de las fibras A (Gutiérrez, 2000; Segura,
2003; Figura 3).
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Figura 3. Componentes A y C del potencial de acciébn compuesto, registrado en el nervio sural de

rata (Modificado de Segura, 2003).
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1.4.4 Desarrollo Ontogénico de los Nervios Periféricos

La distribucion de las especializaciones pre y postsinapticas, que determina la
direccién del trafico de impulsos nerviosos, es una manifestacion de la polaridad
neuronal. La polaridad se refleja principalmente en la morfologia del axén, por
ejemplo se ha encontrado que el extremo grueso de los microtubulos se encuentra
orientado hacia la region de crecimiento axonal, mientras que el extremo angosto

esta en el centro del cuerpo celular (Burton y Paige, 1981; Heideman et al., 1981).

La diferenciacion y crecimiento del axén permite establecer contactos sinapticos
con blancos adecuados. Esto gracias a moléculas, que estimulan el crecimiento
del cono axodnico, tales como factores de crecimiento que se transportan por
difusion a través del medio extracelular y que forman un gradiente de
concentracion, con un pico cerca del érgano blanco. Aparentemente el cono
axonico posee receptores para esas moléculas, las cuales también poseen la
capacidad de modificar la direccion del axén en desarrollo. También se sabe que
las células localizadas en la via de crecimiento del axén e incluso las células
blanco, producen factores de crecimiento que interacttan con el cono de
crecimiento axonico, acelerando o inhibiendo el alargamiento del axén (Munro y
Crick, 1971).

Por otro lado se sabe que durante el desarrollo de nervios periféricos la
agrupacion de canales y formacion de nodos de Ranvier tienen lugar. En el dia
postnatal 0 (P0O) la mayoria de los axones tienen células de Schwann adherentes y
los agregados de canales de Nal se incrementan simétricamente a lo largo del
axon en la primera semana. Este agregado de canales de NAL se limita en cada
borde de una célula de Schwann vy al final de la primera semana, casi todos los
sitios de alta densidad de canales de Nal tienen caracteristicas nodales (Vabnick
et al., 1996).
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1.4.5 Mielina: Origen y Funcion en el Sistema Nervioso Periférico

Como se menciono, la velocidad con la que se conduce el impulso nervioso a
través de una fibra nerviosa depende de la presencia y ausencia de mielina. El
desarrollo de la cubierta de mielina puede ser un proceso largo cuya duracion
varia de una especie a otra, y dentro de una misma especie en diferentes partes
del cerebro. La mielina es un componente Unico del sistema nervioso, es una
membrana multilaminar formada por células gliales que rodea axones, de la
integridad de esta dependen el desarrollo estructural y metabdlico del axén, su
funcion es maximizar la eficiencia y velocidad de potenciales de accién que se
trasmiten a través de los axones de las células nerviosas (Siegel et al., 2005)

La composicion de mielina difiere en el Sistema nervioso central y periférico,
principalmente en la naturaleza de las proteinas que estan embebidas en la bicapa
lipidica (Chan et al., 2001).

Las células que conforman la mielina de los axones dentro del sistema nervioso
central son los oligodendrocitos, mientras en el sistema nervioso periférico son las
células de Schwann. La formacion de mielina periférica es un proceso complejo y
dindmico que involucra diferentes tipos de células. Las células de Schwann se
originan a partir de la cresta neural, de donde migran hacia los nervios periféricos.
Se han descrito diferentes células intermediarias implicadas en la diferenciaciéon
de las células de Schwann. Las células precursoras, se encuentran en nervios
periféricos de rata en el dia embrionario E14 y E15, y en raton E12 y E13. Las
células inmaduras, se presentan en el dia E17 en rata y E15 en ratdn, estas
células inmaduras comienzan a diferenciarse. La proliferacion y la migracién de
estas células esta modulada por los receptores ErbB3 y ErbB2 los cuales reciben
sefales de las neuroregulinas que secretan moléculas axonales (Carroll et al.,
1997; Jessen y Mirsky, 1999). Las ultimas células corresponden a la diferenciacion
de las células de Schwann que se lleva acabo cuando entra en contacto con los

axones.
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Al nacimiento, los axones de los nervios de los mamiferos altriciales (como la
rata), carecen de mielina y durante las primeras semanas de vida postnatal ésta
se deposita y se compacta (Mirsky y Jessen, 1999; Corfas et al., 2004).

Durante este proceso las células de Schwann se alinean a lo largo de los nervios
periféricos, dejando intervalos que daran lugar a los nodos de Ranvier. A
continuacion la membrana externa de la célula rodea al axén y forma una
estructura de doble membrana, la cual se alarga y forma una espiral alrededor del
axon, constituyendo las capas concéntricas tipicas de las fibras mielinizadas.
Durante este proceso de recubrimiento, el citoplasma de la célula de Schwann es
comprimido y desplazado. Las prolongaciones de la célula de Schwann se
condensan para formar laminillas que son caracteristicas de la vaina de mielina
madura (Kandel et al., 1997, 2001; Brushart, 2011; Figura 4).

La vaina de mielina no es continua, un axon visto desde su exterior, tiene la forma
de un rosario, con engrosamientos que corresponden a las células de Schwann y
pequefias zonas desnudas entre una y otra célula, los nodos de Ranvier, mientras
que la region rodeada de mielina se llama internodo. Funcionalmente los nodos de
Ranvier constituyen la base de la conduccién saltatoria, ya que aqui se localizan
los canales de sodio y de potasio que participan en la generacion y transmision del

potencial de accion (Guyton y Hall, 2001; Brushart, 2011).

Se ha reportado que mientras mayor sea el grado de compactacion de las lamelas
(capas) de mielina es mayor la velocidad a la que se conduce el impulso nervioso
y existe una dependencia directa entre la velocidad de conduccion del potencial de
accion y la longitud del internodo (Gutierrez et al., 1995). La distancia internodal y
el grosor de la vaina de mielina no son aleatorios, sino que se relacionan
directamente con el grosor del axén, cuanto mas grueso es el axbn mas gruesa
sera la vaina de mielina y mayor la distancia internodal (Gal, 2001). La longitud
inicial de todos los segmentos internodales en los axones mielinizados es
constante (aproximadamente 200um). Durante el crecimiento, la longitud
intermodal incrementa a medida que el nervio se alarga, pero el numero de

segmentos internodales no se modifica (Friede et al., 1973, 1985).
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Figura 4. Anatomia de un axén mielinizado. Puede apreciarse un segmento no mielinizado o nodo
de Ranvier, las capas de mielina que envuelven al axén, y estructuras que lo componen

(Modificado de Brushart, 2011)
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1.4.6 Nervio Sural

El nervio sural (SU) desde el punto de vista funcional es considerado puramente
sensitivo conformado por fibras aferentes sensoriales mielinicas y amielinicas de
origen cutaneo, cuyos axones provienen de receptores situados en la piel (Manzo,
1984; Frigeni et al., 2012).

El nervio SU esta constituido por axones de las células del ganglio espinal dorsal
que penetran por la raiz dorsal de la medula espinal y por axones de células
aberrantes situadas en la raiz ventral. Estas se han descrito como células

monopolares, lo que sugieren funcién de tipo sensorial (Manzo, 1984).

En el humano, el nervio SU se origina del nervio tibial, rama terminal del ciético
popliteo interno en la fosa poplitea y discurre en forma subfascial entre los vientres
musculares de los dos gastrocnemios, acompafiado de la vena safena externa. En
la uniébn miotendinosa de los gastrocnemios (tercio medio de la pierna), se hace
subcutaneo, perfora la fascia y se conecta algunas veces con el ramo
comunicante peroneo que proviene del nervio cutaneo sural lateral o del nervio
peroneo comun. El nervio cutaneo sural lateral es rama del nervio peroneo comun,
y se origina del mismo proximalmente, casi siempre en la fosa poplitea o antes de
rodear la cabeza del peroné, que suministra inervacién sensorial al extremo inferir
de la pierna y el pie (Nieto et al., 2009).

En la rata, el nervio SU, se origina del peroneo comun, a nivel del trocanter mayor
de la pelvis, dicho nervio continua en la misma envoltura del nervio tibial y del
propio peroneo comun hasta el muslo donde la rama lateral del sural se separa.
Este continua por el musculo popliteo, entre los musculos biceps, femoral y
gastronemio lateral, se hace superficial, dando lugar a la rama cutdnea que inerva
la piel de la parte lateral y posterior del tercio distal de la pierna, y a la rama
anostomotica que se une al nervio plantar lateral a través del cual inerva la piel de
la porcion lateral del quinto dedo de la pata (Greene, 1959; Figura 5).

Su didmetro es variable, se ha reportado que en promedio el diametro del nervio
SU en ratas de 30-90 dias de edad es de 259.5-291.0um (Segura et al., 2004). Sin

embargo el aumento de peso corporal se asocia con cambios en el diametro de
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fibras mielinicas, esto provoca cambios en la distribucidon de fibras (Jeronimo et al.,
2005).

Se ha reportado que la estimulacion eléctrica aplicada en la porcion distal del
nervio SU, solo registra actividad en la raiz dorsal de la medula espinal a nivel de
los segmentos L6 y S1 (Manzo, 1984). En otro estudio encontraron que los nervios
espinales L4, L5 y L6 proyectan fibras mielinicas al nervio SU, siendo L5 y L6 las
que contribuyen en mayor porcentaje, aunque su aporte es variable a lo largo del

tronco nervioso (Sutachan et al., 2000).

Por su facil acceso y debido a que contiene Unicamente aferentes sensoriales se
utiliza en estudios electrofisiolégicos que involucran lesién, regeneracion nerviosa,
experimentos relacionados con el dolor y con los reflejos cutaneos. Por tal motivo
en este trabajo se utilizé el nervio sensorial SU para evaluar la participacion de los
estimulos sensoriales y/o sociales provenientes de la madre y hermanos de

camada sobre sus propiedades electrofisiologicas.
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2.- N. Peroneo comun
3.- N. Tibial

4 .- N. Sural lateral

5.- N. Sural interno
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8.- M. Gastronemio
9.- M. Semitendinoso
10.- M. Semimembranoso
11.- M. Caudofemoral

/ /

Figura 5. Extremidad posterior de una rata en la que se sefiala la localizacion del nervio sural (SU)

ademas musculos y nervios que circundan (Modificado de Greene, 1959).
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1.4.7 Estudios Electrofisiolégicos en Nervios Periféricos: Nervio Sural

Los estudios realizados en nervios periféricos permiten comprender su
neurofisiologia asi como los posibles factores externos que pueden afectar la

integridad y funcionalidad de estos.

Tal es el caso de la desnutricién cronica que induce una inadecuada activacion de
las neuronas de la medula espinal (Quiroz-Gonzalez et al., 2012). Por otro lado
Segura y colaboradores (2001) realizaron un estudio en ratas en desarrollo de la
cepa Wistar para evaluar el efecto de las deficiencias alimentarias perinatales en
las propiedades funcionales y morfolégicas del nervio SU. En este estudio se
formaron los siguientes grupos; desnutridos, malnutridos y controles. El grupo de
ratas desnutridas fue alimentado con el 50% de la cantidad de alimento que en
promedio ingirieron las ratas control, dos semanas antes del apareamiento con el
macho, durante el periodo de gestacion y de lactancia. Después del destete
(21dias de edad) las crias fueron alimentadas con el mismo régimen alimenticio. El
grupo de malnutridos se alimentd con pellets (granulos) de bajo contenido de
proteina (6% de caseina, Teklad, Madison, WI) durante el mismo periodo que el
grupo de animales desnutridos. El grupo control tuvo acceso libre al alimento y
agua (ad libitum). El registro electrofisioldgico en el nervio SU de rata se realiz6 a
la edad de 8, 16, 25, 30, 60 y 90 dias de edad. Se observé que el umbral del PAC
fue significativamente mayor en las ratas desnutridas y malnutridas a los 8, 12, 16
y 25 dias de edad en comparacion con el grupo control pero a los 60 y 90 dias de
edad el umbral no difiri6 entre los grupos. Por otro lado la desnutricion vy
malnutricidon provocan una reduccion significativa en la amplitud y el area del
potencial de accion compuesto (PAC) a los 25, 30, 60 y 90 dias de edad (Tabla 1).
Estos mismos autores realizaron analisis histologico y registro las propiedades
electrofisiolégicas en nervios SU de ratas de 30 y 90 dias de edad de grupos
similares al trabajo anterior. Ellos encontraron una disminucion significativa en la
amplitud y el area en los grupos experimentales (desnutrido y malnutrido) con
respecto al grupo control. Ademas de una reduccion significativa en el grosor de la

vaina de mielina axonal y didmetro de los axones en animales desnutridos y
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malnutridos con respecto a los controles. Sin embargo, no encontraron alteracion
alguna en el numero de axones, mientras que el &rea del PAC registrado en los
nervios de animales desnutridos mostré mayores fluctuaciones (Mercado, 2004;
Segura et al., 2004; Figura 6y 7).

Tabla 1. Propiedades electrofisioldgicas del componente A del PAC generado en nervios de ratas
control (C), desnutridas (D) y malnutridas (M) a diferentes edades postnatales. En paréntesis se

muestra el nimero de nervios empleados. Media + E.E. ANOVA y Tukey * p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.001 (Modificado de Segura et al., 2001).

Edad Area del PAC [V ms) Umbral del PAC [pA)
(dias) C 3] Lt C D ]
B8 453.5%152 358.9+75.1 153.9%25.3 102.7+12.9 228.1+23.6 127.8%434.3
{8} {8) 8 (8 (g)y=*= (8
12 503.3+127 3755801 335.2%38.6 26.715.1 60.5+9.7 46.3129.7
(9] (10) (5] (10) ()= [£:) S
16 605.8360.1 5331.8%114 429.68125 36.115.2 26.4110.4 33.8%7.2
(8 {8) (1o)*= (=) (g)=*= (g)
25 1085+52.6 466.7%23.9 501.7%38.9 16.9+2.0 25.1+9.1 65.0%2.2
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30 1261117 496.8x60.7 314.6£102 29.313.5 20.213.9 47.1x2.7
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Figura 6. Registros representativos y representacion grafica que mustran el efecto de la
desnutricion y malnutricion sobre la amplitud y el area del PAC evodados en el nervio sural (SU) de
ratas a diferentes edades postnatales (Modificado de Segura et al., 2001).
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EDAD POSTNATAL: 30 DIAS EDAD POSTNATAL: 90 DIAS
Control Control

—

Figura 7. Cortes histolégicos transversales y potenciales de accion obtenidos del nervio sural (SU)
de ratas control y desnutridas en 30 y 90 dias de edad (Modificado de Segura et al., 2004).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Modelos de Separacion Materna

La Separacion Materna (SM) es un modelo animal de estudio que involucra la
manipulacion de la relacion madre-cria y tiende a reducir o abolir la percepcion de
los estimulos sensoriales y sociales en las crias. La SM puede ser parcial (SMP) o
total (SMT) la primera consiste en separar a las crias del nido durante 3, 6, 12 6 24
horas diarias, durante los primeros 10-14 dias de vida. Por otro lado la SMT
consiste en separar las crias de 3-4 dias postnatal (DPN) del nido y mantenerlas
aisladas en un sistema de crianza artificial durante todo el periodo postnatal pre-
destete que: 1) permite criar a la progenie dentro de un ambiente controlado sin la
madre, sin los hermanos de camada, sin el olor del nido, y sin la leche materna, 2)
las crias no son privadas de nutrientes, pues el peso corporal y diversos 6rganos
internos (higado, cerebro, intestinos) de las crias aisladas no difieren del de las
criadas por su madre, 3) es factible evaluar de manera especifica la participacion
de cada uno de los estimulos sensoriales, sociales y hormonales involucrados
durante este periodo critico de desarrollo, 4) las crias permanecen en un ambiente
con temperatura y humedad controlada, y 5) no estan expuestas a estrés cronico,
como ocurre en el modelo de SMP.

Este modelo de crianza artificial propone explicar patologias conductuales que se
manifiestan en la etapa adulta, y de qué manera influye la conducta materna sobre
las crias (Melo 2015; Lomanowska y Melo, en prensa; Fleming et al., 2002;

Gonzalez y Fleming, 2002).

2.2 Cuidados Maternos Deficientes por Efecto de la Separacion Materna:
Participacion de Estimulos Tactiles

Los primeros estimulos tactiles, especialmente aquellos proporcionados por la
madre, juegan un papel crucial en el desarrollo emocional, conductual y endocrino
(Fleming et al., 2002). Por ende el cuidado materno constituye un factor primordial

para el neurodesarrollo normal de los individuos. Sin embargo, si durante el
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desarrollo neonatal se presentan periodos de separacion materna, se producen en
las crias una serie de cambios (a corto y a largo plazo) bioquimicos, morfologicos
y conductuales que se han relacionado con algunas enfermedades mentales. En
mamiferos el desarrollo fisico y psicolégico depende de la relacion establecida
entre la madre y sus crias. Cualquier variacion en el cuidado materno representa

un factor importante que afecta el desarrollo de las crias.

2.2.1 Efectos Conductuales

Conducta de Agresioén

Diversos estudios han sefialado que la separacion materna utilizando el modelo de
crianza artificial incide sobre el desarrollo de las crias. Esta incidencia se
manifiesta cuando los individuos son adultos porque presentan alteraciones
conductuales. Se ha reportado que ratas que fueron criadas artificialmente son
mas agresivas, que aquellas que son criadas por su madre i.e., 1) machos
juveniles muestran altos niveles de juego-lucha (datos no publicados), 2) machos
adultos manifiestan mayor agresividad (Hidalgo-Flores et al., 2013), y 3) hembras

lactantes presentan mayor agresion materna (Melo et al., 2009).

Conducta Materna

Por otra parte varios estudios han mostrado que el cuidado materno (lamido-
caricia) en la rata durante el periodo postnatal, influye a largo plazo en el
desarrollo de la conducta materna. Por ejemplo se encontré que ratas hembra
adultas que fueron criadas artificialmente durante el periodo postnatal pre-destete
muestran un déficit de cuidados maternos hacia sus propias crias, i. €., emplean
menos tiempo en el acarreo y agrupamiento de las crias al nido, menor cantidad
de lamidos hacia sus crias, asi como una mayor respuesta a objetos novedosos
(Melo et al., 2006; 2009). Curiosamente, algunos de los déficits observados en la
conducta materna resultado de la crianza artificial se trasfieren a la generacion

siguiente (Gonzalez et al., 2001).
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Conducta Sexual

Diversos estudios han mostrado que la interaccidbn madre-crias durante el periodo
postnatal pre-destete es crucial para el despliegue de la conducta sexual.
Ocupando este mismo modelo de separacibn materna se ha evidenciado que
ratas macho que fueron criadas dentro del sistema de crianza artificial presentan
una mayor latencia de monta, latencia de intromision, ademas de no presentar el
patron de eyaculacion (Aguilar 2012, 2015). Asi mismo se ha encontrado que
machos criados artificialmente presentan alteraciones en los reflejos peneanos
(p.e., de ereccion) y una reduccion del 27% en la longitud de las dendritas en el
nucleo espinal bulbocavernoso motor (area que regula los reflejos peneanos) con
respecto a los criados por su madre (Lenz et al.,, 2008). Esto denota que la
estimulacién que la madre provee a su progenie en la infancia tiene efectos sobre
el desarrollo del nucleo espinal del bulbo cavernoso, de los reflejos peneanos y, en

la conducta sexual masculina.

2.2.2 Efectos Cognitivos

También se han utilizado pruebas para evaluar el desempefio cognitivo de las
crias, como la respuesta inhibitoria de sobresalto por prepulso (PPI, por sus siglas
en inglés, parametro utilizado como modelo de esquizofrenia) que permite que un
individuo pueda discernir informacién sensorial excitadora tal que un estimulo
externo irrelevante sea ignorado y solo los importantes sean atendidos. Es por
esto que una alteracion en el PPI puede significar una sobrecarga de informacion.
Se ha reportado que ratas que sufrieron separacibn materna y fueron criadas
artificialmente (CA) cuando adultas muestran una reduccién del PPl (Lovic y
Fleming, 2004), asi como déficit de atencion, de aprendizaje social y de cuidados
maternos (Gonzalez et al.,, 2001; Gonzalez y Fleming, 2004; Levy et al., 2003;
Melo et al., 2006, 2009).
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2.2.3 Efectos Neuroanatémicos

Recientemente se encontré que la separacion materna repetida (parcial) durante
los primeros 12 dias postnatales provoco una disminucién en la longitud dendritica
total y densidad de espinas dendriticas en las neuronas de la corteza prefrontal
(PFC), el hipocampo ventral (CA1) y el nucleo Acumbens (NAcc) a los 60 dias de
edad. El primer estudio de morfologia dendritica en ratas CA mostré que el area
predptica media y el estriado de hembras lactantes (expuestas a crias) manifiestan
una mayor arborizacién dendritica proximal (cerca del soma) y una menor
densidad distal en comparacion con lo encontrado en las hembras criadas por su
madre (Shams et al., 2012).

Ademas se ha evidenciado que la experiencia temprana también influye en la
expresion de proteinas neurales. Por ejemplo Gonzalez y Fleming (2002)
encontraron una disminucibn en la expresion del numero de células
inmunoreactivas a c-fos en el area predptica media, corteza parietal y piriforme en
hembras juveniles que fueron CA. Asimismo se ha encontrado que la expresion de
c-fos en el area preodptica media (area cerebral que participa en la regulaciéon de la
conducta sexual masculina), hipotalamo ventromedial en machos adultos también
se ve afectada ya que muestra una disminucién en la inmunoreactividad (Akbari et
al., 2008).

Por otro lado, Chatterjee y colaboradores (2007) comparo la expresion de
proteinas del cerebro, necesarias para el desarrollo del cerebro, entre ratas CM y
CA y encontro que en machos juveniles y adultos criados artificialmente muestran
concentraciones elevadas de Nue-N (un marcador neuronal) y S-100 (un marcador
de atrocitos), pero una reduccion en los niveles de sinaptosina (proteina de las
sinapsis), N-Cam (moléculas de adhesiéon celular), GAP-43 (proteinas para la
elongacion de los axones) en varias regiones del cerebro como el area predptica
media, hipotalamo ventromedial, corteza prefrontal y el nicleo Accumbens. Estos
resultados sugieren que los cuidados maternos y la variacion de estos pueden
alterar, a largo plazo, el funcionamiento del sistema nervioso. Ademas, que estas

modificaciones anatémicas pueden ser relevantes para las conductas alteradas
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observadas en la edad adulta de animales que sufrieron separacion materna
durante el periodo postnatal. A partir de estos estudios se ha podido evidenciar la
importancia de la interaccion madre-crias durante el periodo postnatal pre-destete,
en el desarrollo de las crias. Asimismo, se ha encontrado en humanos que las
experiencias adversas en la infancia son importantes determinantes de los
trastornos psiquiatricos, que persisten en todo el curso de la vida. La exposicion al
maltrato, privacion del medio ambiente, violencia familiar y la inestabilidad de los
padres (el comportamiento criminal, abuso de sustancias) tiene efectos duraderos

perjudiciales sobre la salud mental (Nelson, 2012).

Ademas, se ha encontrado que si durante el aislamiento se provee a las crias rata
de estimulos tactiles (con una brocha de cerdas finas), simulando los lamidos
corporales de la madre o de estimulos sociales (convivencia con 2 crias de la
misma edad) durante el aislamiento, la mayoria de los efectos negativos del
aislamiento se previenen. Esto establece que la experiencia sensorial ha mostrado
ser crucial en el desarrollo cerebral y conductual durante los periodos criticos
(Gonzalez et al., 2001; Melo et al., 2006, 2009; Fleming et al., 2002).

Por otro lado esta bien establecido que la mielinizacion es un proceso altamente
dindmico que se inicia durante la vida intrauterina y continua durante el periodo
postnatal. (Tolcos et al., 2011). El proceso de mielinizacién se vuelve mas lento a
la edad de 15 dias y concluye a los 25-30 dias (Morgane et al., 1993; Mirsky y
Jenssen, 1999).

Existen estudios de desarrollo donde se ha mostrado que la experiencia temprana
afecta algunos procesos de la mielinizacion a nivel del SNC y SNP. A nivel central,
se ha encontrado que el destete temprano afecta la expresién de la proteina
basica de mielina (MBP por sus siglas en ingles) en el cerebro completo de
ratones macho, pero no hembras. En este estudio se utilizaron ratones ICR con el
objeto de evaluar el efecto del destete temprano sobre la formacion de la MBP, a
través de Western Blott, a la semana 3, 5 y 8 postparto. Se encontré6 que la
expresion total de la MBP en cerebros de machos fue inferior en comparacion a
los machos destetados normalmente en la semana 3 y 5. Sin embargo, los
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resultados de la semana 8 no mostraron diferencias entre los grupos. Lo cual
podria indicar que la formacion de mielina en el sistema nervioso central de
machos es alterado por el destete temprano pero no en hembras (Kikusui et al.,
2007).

A nivel del sistema nervioso periférico, se ha encontrado que la velocidad a la que
se conduce el impulso nervioso es reducida a edades tempranas y se incrementan

a medida que el animal crece (Fitzgerald, 1985).

En un estudio se ha reportado que durante la primera semana de vida postnatal
hay un incremento gradual en la velocidad de conduccion del potencial de accion
compuesto, registrado en el nervio ciatico de la rata, y esto ha sido relacionado
con la formacién de la vaina de mielina (Vabnick y Shrager, 1998). Esto coincide
con lo reportado por Jeronimo y colaboradores (2005) quienes encontraron que
existen cambios morfolégicos importantes en el nervio sural relacionados con la
edad. Ademas se ha mostrado que una formacion adecuada de la mielina en los
nervios periféricos y tractos nerviosos permite la propagacion adecuada de los
impulsos nerviosos, desde la periferia hacia el sistema nerviosos central (SNC) y
viceversa. En cambio, la inadecuada mielinizacidbn causa alteraciones en la
propagacion del impulso nervioso, incluyendo una disminucion en la velocidad de
conduccion o una propagacion intermitente o inadecuada y blogueo del potencial

de accion (Waxman et al., 1995).

Un estudio reciente ha mostrado que la experiencia temprana afecta las
propiedades electrofisiologicas y algunos procesos de la mielinizacién en el nervio
sensorial sural (SU). En este estudio utilizaron el paradigma de crianza artificial
(ver mas adelante) para evaluar el efecto que produce el aislamiento total
temprano y la adiccion de estimulos sociales sobre las propiedades
electrofisiolégicas y caracteristicas histologicas del nervio sural. Para el registro
electrofisiolégico y andlisis histolégico en ratas macho adultas se formaron 3
grupos; criado por su madre (CM) criados en completo aislamiento (CA) y criados
artificialmente con la presencia de dos congéneres de la misma edad (CA-Social).
Los registros electrofisiologicos mostraron que el umbral eléctrico de las fibras
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mas excitables en el nervio SU de ratas CM fue inferior con respecto a los grupos
experimentales aunque no significativo, por otra parte la amplitud y éarea
normalizada del Potencial de Accion Compuesto (PAC) en el grupo CA fue
significativamente menor al que presentaron los CM (p<0.05). En cambio
encontraron que la convivencia con 2 congéneres de la misma edad durante el
aislamiento (CA-Social) influye en el desarrollo de las crias, i. e. que la amplitud y
el area del PAC de nervios de ratas del grupo CA-Social fueron similares a las que
se encontraron en el grupo CM. Por otro lado que la velocidad de conduccién
maxima en el grupo CA fue relativamente menor pero no mostro diferencias

significativas (Tabla 2 y Figura 8).

En cuanto al analisis histolégico, encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo CM y CA, siendo este ultimo grupo el que presento menor grosor de
mielina (7.2 vs 5), area del ax6n (97.8 vs 57.9) y diametro (10.7 vs 8.0) mas
pequefio. Se encontré que la convivencia con 2 congéneres de la misma edad
durante el aislamiento (CA-Social) favorece una adecuada mielinizacion y previene
los efectos del aislamiento. Es decir, el grupo CA-Social presento un grosor de
mielina (6.4), area (70.7) y diametro del axén, valores que fueron ligeramente
menores que el grupo CM (no mostraron diferencias significativas) pero
significativamente mayores que el grupo CA (p<0.05). Estos resultados indican
qgue la privacién de estimulos sensoriales y sociales de la madre y hermanos de
camada durante el periodo postnatal pre-destete inciden negativamente sobre el
desarrollo normal del nervio SU. Ademas la adicion de estimulos sociales (grupo
CA-Social) durante dicho periodo previenen los efectos antes mencionados
(Segura et al., 2014).
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Tabla 2. Caracteristicas electrofisiologicas del nervio SU de ratas control y experimentales.

Ch CA CA-Social
Rty & It 3
Number of nerves 12 1% L0
Electrical threshiold (jia) M3+ThH LRI T
PAC-Peak smplitude (py) JHG = 459 A6 E IR0 1728265227
PAC Anen (V) 135005 = 293.5 1274 % 121.5¢% 12521 £ 3103
Mk, Veloeity STE®=114 S5 83 s34

* *indican diferencias estadisticas entre CA y CA-Social con respecto al grupo CM (Modificado de
Segura et al., 2014).

CM CA CA- Social

_|J _F [ 0.5 mV

H

1ms

Figura 8. Potencial de accidon compuesto (PAC) de nervio SU de ratas macho adultas criada por su
madre (CM) aislada (CA) y aislada en convivencia con dos congéneres (CA-Social) (Modificado de
Segura et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION
Los anteriores datos sugieren que la privacion de los estimulos tactiles/sociales
que provienen de la madre y/o de los hermanos de camada durante el periodo
postnatal temprano tiene efectos a largo plazo sobre la integridad anatomica y
funcional de las crias. Es decir, estos autores encontraron que el aislamiento
materno-social y CA tiene efectos negativos sobre las propiedades
electrofisiolégicas e histologicas del nervio sensorial SU de la rata macho adulta, y
el remplazo de estimulos sociales durante el aislamiento previene dicho efecto.
Sin embargo se desconoce si los cambios encontrados en animales adultos ya
son evidentes al destete. Ademas, si los estimulos tactiles (con una brocha de
cerdas finas, simulando los lamidos de la madre) previenen las alteraciones del
aislamiento. Para ello en el presente trabajo se decidi6 aislar a crias macho, con o
sin estimulaciones téactiles, durante todo el periodo postnatal y registrar las

propiedades electrofisiolégicas del nervio SU a la edad de 21 dias.

En este sentido, los resultados de las propiedades electrofisiologicas del nervio SU
de crias machos de 21 dias de edad nos daran informacion importante acerca de
la etapa en que los cambios se observan, asi como de las posibles estrategias
terapéuticas a través de las estimulaciones tactiles que ayuden en un futuro a

proponer estrategias en los humanos.
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4. HIPOTESIS

Si el cuidado materno y la interaccién con los hermanos de camada durante el
periodo postnatal pre-destete participa en el desarrollo del nervio sensorial SU,

entonces;

Hipotesisl.- Las crias que son privadas del cuidado materno y criadas
artificialmente presentaran alteraciones en las propiedades electrofisiologicas del
nervio SU desde el dia 21 postnatal (DPN).

Hipotesis 2.- El re-emplazé de estimulos sensoriales tactiles durante el aislamiento
prevendran los efectos de la CA sobre las propiedades electrofisiolégicas del

nervios SU.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar los efectos que producen el aislamiento total temprano sobre las

propiedades electrofisiologicas del PAC: Umbral eléctrico de activacion, amplitud,

area, velocidad de conduccién maxima y duracion, en el nervio sensorial SU de

ratas macho al destete, y si dicho efecto se previenen con el re-emplazo de

estimulaciones tactiles.

1)

2)

3)

5.2 Objetivos particulares

Mediante técnicas electrofisioldgicas convencionales obtener y analizar
las propiedades electrofisiolégicas del PAC: umbral eléctrico de
activacion, amplitud, area, velocidad de conduccién maxima y duracion
en el nervio SU de ratas macho de 21 DPN criados por su madre (CM)

y criados artificialmente (CA).

Establecer si las estimulaciones tactiles durante el aislamiento (CA-
Tactil) previenen el efecto del aislamiento sobre las propiedades

electrofisioldgicas del nervio SU de crias macho de 21 DPN.
Comparar las propiedades electrofisiolégicas del PAC: umbral eléctrico

de activacion, amplitud, area, velocidad de conduccibn maxima y
duracion en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactil de 21 DPN.

34



6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron ratas primiparas de la cepa Wistar
de 3-4 meses de edad, se aparearon con machos sexualmente activos,
provenientes del bioterio del Centro de Investigacion en Reproduccién Animal,
CINVESTAV-Laboratorio Tlaxcala, Universidad Autonoma de Tlaxcala para
proveer crias experimentales (n= 27). Las ratas hembra gestantes se mantuvieron
en jaulas de acrilico transparentes (plexiglas; 44 cm de largo X 28 cm de ancho X
19.5 cm de altura), bajo un esquema de Iluz/oscuridad: 12:12 horas. La
temperatura del bioterio oscilo entre 22 y 24°C. Las ratas se les proporciono
alimento balanceado para roedores (Rodent Laboratory Chow 5001; Purina) y

agua ad libitum.

6.2 Implante de Catéter y Crianza Artificial

El dia del parto (dia 0), se ajusté la camada y cuatro dias después (dia 4
postnatal; DPN), 3 machos se separaron del nido y se pesaron. Una de ellas se
marcé en el dorso con un plumén de tinta permanente y se regresé
inmediatamente para ser criada por su madre. A dos de ellos se les implanto un
catéter de polietileno (PE10) en la mejilla. Los dos machos implantados fueron
colocados dentro del sistema de crianza artificial y alimentadas con una formula

lactea hasta el DPN 21 (ver méas adelante).

La cirugia consistid en implantar un catéter en la mejilla de cria para alimentarlo.
Para esto se requirié un catéter polietileno (PE-10; IntramedicClay Adams Brand)
de diez centimetros de longitud aproximadamente. Un extremo del catéter se
expuso al calor para redondearlo, de esta manera se colocé en este sitio una
pieza circular de plastico (rondana) que sirvi6 como ancla en la pared interna de la
mejilla de la cria. Para el implante del catéter PE-10 se coloc6, dentro de éste, un

cable guia de acero inoxidable de 0.25 mm de diametro y 7.2 cm de longitud,
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dejando un extremo de éste fuera del catéter en el cual se introdujo un tubo de
silastic (Down Corning) para cubrir dicho extremo y evitar lastimar al crio. Se aplico
anestésico local en la parte interior de la mejilla y con un breve empujon se
atraveso la pared de la mejilla. Después de retirar el tubo de silastic y el cable guia
se aplicé crema antibacterial (Terramicina) en la mejilla perforada y un seguro
elaborado con un catéter de polietileno (PE-50 Intrramedic Clay Adams Brand). La

duracion de la cirugia fue aproximadamente 60 segundos (Figura 9).

Después del implante del catéter PE10, las crias se alojaron individualmente en
recipientes de plastico flotando dentro de un acuario lleno de agua caliente
(36+40°C), dentro de un cuarto mantenido a 24+25°C y con una humedad de
46+48%. Inmediatamente el catéter PE10 se conecté a otro catéter de mayor
calibre (PE50), y éste a una jeringa de 10ml, que contenia leche artificial. La
jeringa se colocé en una bomba de infusibn (HARVARD PH-2000, programable),
la cual infundio leche durante 10 minutos, cada hora, las 24 horas del dia. El
primer dia de aislamiento (dia postnatal 4), las crias recibieron un volumen de
leche igual al 33% de peso corporal promedio, y esta cantidad se incrementd 1%
por dia. Cada mafiana éstas se desconectaron de la bomba, se pesaron, los
catéteres se limpiaron con agua caliente, las jeringas se remplazaron por otras
nuevas con leche artificial y las crias se conectaron nuevamente a la bomba. La
velocidad de infusién se volvio a calcular de acuerdo al peso promedio de las crias
(Figura 10). En el DPN 21 las crias fueron destetadas (tanto aquellas criadas por

su madre como las mantenidas en el sistema de crianza artificial).

A B Pared exterior
Seguro (PE50)
IE II\I ) | )
}ndana
Catéter (PE10)

Figura 9. A) Cria de 4 dias de edad implantada en la mejilla con el catéter P10. B) Estructuras
utilizadas para el implante.

36



Figura 10. Fotografias del sistema de crianza artificial.

6.3 Grupos Experimentales

De las crias macho que se alojaron individualmente en recipientes de plastico,
para criarlos artificialmente, se formaron los siguientes grupos: 1) Aislados (CA,
n=9), crias que permanecieron solas dentro de un recipiente 2) Aisladas-Tactiles
(CA-Tactiles; n=9), crias que permanecieron solas dentro de un recipiente pero
recibieron estimulos tactiles; 5 corporal y 5 anogenital durante 45 segundos c/u
por dia, 3) Grupo control (CM; n=9), crias que fueron criados por su madre. Todas
las crias recibieron diariamente dos estimulaciones anogenitales con una brocha
hameda durante 30 segundos para estimular la miccién y la defecacién (Figura
11). A la edad de 21 dias se destetaron y se procedio al registro del nervio sural

(Ver mas adelante).

Figura 11. Grupos experimentales dentro de recipientes de plastico de 11mm de diametro y 20mm
de profundudad. A) Cria aislada (CA). B) Cria aislada que recibio 5 estimulaciones tactiles en la
region corporal-anogenital (CA-TActil).

37



6.4 Preparacion de Leche Artificial

La férmula de la leche proviene de la Universidad de lowa (Dieta Messer; Messer
et al., 1969). Los elementos que se usaron son los siguientes: Zn SO4, Cu S04,
Fe SO4, K Cl, Mg ClI, leche evaporada Carnation, agua estéril, proteina de soya,
aceite de maiz, metionina, triptéfano, vitamina Mix, fosfato de calcio tribasico y
acido deoxycodlico. Todos los reactivos (provenientes de Sigma) se pesaron y
mezclaron, para su pasteurizacion se emplearon 90 min y posteriormente se

refrigero a 4°C.

6.5 Registro del Potencial de Accion Compuesto del Nervio Sural

El registro del Potencial de Accion Compuesto (PAC) fue obtenido en el nervio
sural de la extremidad posterior de ratas Wistar de 21DPN criadas por su madre

(control), y criadas bajo el sistema Crianza Artificial.

6.5.1 Diseccion del Nervio Sural y Estimulacién Eléctrica

Al inicio del experimento, los animales fueron pesados y posteriormente
anestesiados con uretano (1.6 g/Kg de peso), administrado via intraperitoneal.
Posteriormente se llevé acabo la diseccion del nervio sural (SU), 5-7mm distal al
trocanter mayor, se hizo en decubito prono con una incisién en la linea media
posterior de la pierna en la region poplitea a nivel del maléolo lateral. Se cuidé de

extraerlo en forma intacta y de un solo corte por cada extremo del nervio.

Después de la diseccién, el nervio SU se colocé en una camara de registro con
solucion Krebs (NaCl 128, KCI 3, NaH2 PO4 0.5, CaCI2 1.5, MgS0O4 1, NaHCO3
21, Glucosa 30 mM) a temperatura de 37°C. Al final de la diseccion, los animales

fueron sacrificados mediante una sobredosis de anestésico.

En cuanto se coloco el nervio SU en la camara de registro uno de sus extremos se

introdujo en un electrodo de estimulacion, construido con un capilar de vidrio el
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cual contiene un alambre de plata clorurada en su interior y un alambre de plata
con aislante que la rodeaba en su exterior (excepto en la punta), cuando el nervio
SU es succionado queda en contacto con la punta de plata interna y externa. Este
electrodo se conect6 a un generador de corriente Digitimer DS3, con el que se
aplicaron pulsos de corriente de intensidad y duracion controlados. El registro del
PAC se efectu6 mediante un electrodo de registro, también construido con un
capilar de vidrio y un alambre de plata en su interior. Este electrodo se conecto a
un amplificador (GRASS P511AC), el cual a su vez se conectd a un osciloscopio
(Tektronix TDS2024C), para la captura y almacenamiento de la informacion se
conecté una USB al osciloscopio, donde se guardaron los datos para su posterior
andlisis. El extremo del electrodo de estimulacién y registro, por el que se acoplo
el nervio, se adaptd lo mejor posible al diametro del nervio que se succiono. El
nervio y las puntas de los electrodos de estimulacién y registro estuvieron

inmersos en la solucién Krebs a pH 7 y temperatura de 37°C (Figura 12).

El PAC fue generado mediante la aplicaciébn de pulsos Unicos de corriente, con

una duracion de 0.05 ms, intensidad variable (nA) y de frecuencia fija (Hz).

Las sesiones experimentales se realizaron utilizando el protocolo experimental

siguiente:

a) Se establecié el umbral eléctrico (1U) de los nervios, como la corriente
eléctrica minima necesaria para generar el PAC.
b) La respuesta maxima del PAC provocado en los nervios SU fue obtenida al
incrementar gradualmente la intensidad del estimulo (1, 2, 3, 4 y 5U).
c) A partir del PAC se determinaron los siguientes parametros:
a. Amplitud: Se obtuvo al medir la magnitud de respuesta que alcanza
el pico del PAC.
b. Area: Se calcul6 mediante la formula A = (Lp-Li)*Amplitud; donde A,
es el area bajo la curva del PAC, Lp es la latencia al pico del PAC, Li

representa la latencia inicio del PAC.
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c. La Velocidad de Conduccion Maxima: Se calculd6 mediante la férmula
V =d/t; donde V, es la velocidad de conduccién del PAC generado
por pulsos de corriente de intensidad graduada; d, es la longitud del
nervio aislado y t, representa la latencia al pico (Lp) del PAC.

d. La Duracion: Se calculé mediante la formula D= (Lp-Li)*2; donde D,
es la duracion del PAC, Lp es la latencia al pico del PAC, Li
representa la latencia inicio del PAC (Figura 13).
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6.6 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante una t student para datos no
pareados con la ayuda del paquete de analisis estadistico SPSS (version 19.0
para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL) con el objeto de establecer el efecto del
aislamiento total temprano sobre las propiedades electrofisiologicas del nervio
sural y la participacion de los estimulos tactiles. Los datos son expresados como

media + E.E y p<0.05 fue considerado significativo.
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7. RESULTADOS

7.1 Peso Corporal

Nuestros resultados muestran que el aislamiento no influye en el peso corporal de
las crias. Los grupos experimentales mostraron pesos similares en el DPN 21,
poco antes de iniciar el registro electrofisioldgico las crias fueron pesadas. El peso
promedio de las ratas que conformaron cada grupo fue; CM = 35.42 + 0.48, CA =
35.37 £ 0.35, CA-TActil = 35.64 + 0.39. Estos datos muestran que las ratas criadas
artificialmente tenian un suministro de alimento adecuado y no sufrieron

desnutricion durante la crianza.
7.2 Electrofisiologia del nervio sural
7.2.1 Umbral Eléctrico de Activacion

Las respuestas electrofisiolégicas del nervio SU como el umbral eléctrico de
activacion dependen del nimero de axones, y de la excitabilidad de las fibras
nerviosas. Las respuestas fueron generadas por estimulos simples, con intensidad
de 1, 2, 3, 4 y 5 veces umbral y duracion de 0.05 ms, esta estimulacion eléctrica
del nervio SU permitié la excitacion gradual de las fibras y un incremento de la
respuesta maxima del PAC. Como se puede observar en la Figura 14, en el primer
umbral (1U) la cantidad de corriente eléctrica que se aplico al nervio SU de ratas
CA fue significativamente mayor que la utilizada en el nervio SU de ratas CM
(11.444 + 3.739 vs 8.244 + 0.808, respectivamente, p<0.05). Esto también ocurrié
en nervios de ratas CA-Tactiles, i.e., la corriente que se aplicoO para activar las
fibras méas excitables fue significativamente mayor que la utilizada para el nervio
SU de ratas CM (13.666 + 2.932 vs 8.244 + 0.808, respectivamente, p<0.05).
Asimismo, en el umbral 2, 3, 4 y 5 la corriente que se aplicé al grupo CM fue
significativamente menor que al grupo CA (P<0.05) y CA-Tactil (p<0.05). En la
Figura 15 se muestra una representaciéon grafica del 3U, en la que se puede
apreciar mejor las diferencias antes mencionadas tanto para ratas CM, como para
las ratas CA y CA-Tactil.
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Figura 14. Estimulacion eléctrica (uA) (1, 2, 3, 4 y 5U) que en promedio es necesario para provocar
el PAC en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-TActil. Los datos se presentan en media + E.E., n=9

para cada grupo. El grupo CA (*P<0.05) y CA-Tactil (®*p<0.05) muestran diferencias significativas
en todos los umbrales con respecto al grupo CM.
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Figura 15. Umbral de estimulacion (3U) necesaria para provocar el PAC en el nervio SU de ratas
CM, CA y CA-Tactil (n=9 para cada grupo). Se muestra media + E.E, existen diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo CA (*p<0.05) y CA-Téctil (*p<0.05) con respecto al
grupo CM.
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7.2.2 Amplitud y Area del PAC

Con estimulos de intensidad baja es posible generar el componente A del PAC, el
cual resulta de la activacion de las fibras aferentes de bajo umbral de activacion de
tipo Aa o AB. En la Figura 16 se muestran los registros representativos del PAC
que se obtuvieron al registrar el nervio sural de ratas CM, CA y CA-Téctiles. Como
se puede apreciar el PAC registrado en ratas CM incrementa paulatinamente, a
medida que incrementa la intensidad del estimulo hasta alcanzar su maxima
respuesta (desde una intensidad 1U hasta 5U). En cambio, el PAC registrado en
los nervios de ratas CA presenta un escaso incremento, se puede observar que a
partir del 2U la respuesta del PAC se mantiene. Por el contrario en el grupo CA-
Téctil la repuesta del PAC muestra un incremento gradual, similar al grupo CM

como se observa en los registros representativos.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la amplitud y area del PAC
registrada en nervios de ratas CA es significativamente inferior a los CM. Estas
diferencias significativas se observaron a estimulos de pequefa intensidad a partir
del segundo umbral (2U), siendo evidentes en el 3, 4 y 5U (Figura 17 y 18). Con
estos estimulos se alcanza la maxima respuesta, en la que la mayoria de los
axones, capaces de responder a la estimulacion eléctrica son reclutados. En la
Figura 19 se muestran los registros representativos de los tres grupos. Se puede
observar en detalle las diferencias en amplitud entre los tres grupos. Conviene
sefalar que estas diferencias entre el grupo CM y CA son mas notorias en el 3U,
siendo este ultimo grupo el que presento valores mas bajos en amplitud y area
(amplitud 1799.11 + 209.65 vs 577.77 £ 59.45, p=0.002, Figura 20; area 885.15 +
136.52 vs 307.28 + 41.43, p=0.02, Figura 21; t-student). Ademas se puede
observar que el PAC registrado en ratas del grupo CA-TActil presenta una
amplitud y area relativamente menor que el PAC registrado en nervios de ratas del
grupo CM, pero no muestra diferencias significativas en ningin umbral. Por otro
lado cuando se compard la amplitud y area del PAC entre los grupos CA y los CA-

Tactiles, se encontrd diferencias significativas a partir del 2U, pero mas marcadas
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en el 3U siendo este dltimo grupo el de valores mas altos en amplitud y area del
PAC (amplitud 1347.11 £+ 29.92 vs 577.77 + 59.95, p=0.02, Figura 20; &rea 795.42
+ 183.29 vs 307.28, p=0.03, Figura 21; t-student).

Los resultados muestran que la respuesta generada por la activacion de los
axones no se ve alterada en ratas aisladas que recibieron estimulaciones tactiles
(CA-Tactil). Lo anterior indica que la excitabilidad de los axones en los nervios del
grupo CA-Tactil se va incrementando paulatinamente como ocurrié con el grupo
CM. A partir de estos resultados es posible decir que la privacion de estimulos
sensoriales y/o sociales, por efecto de la crianza artificial, durante el periodo
postnatal pre-destete influyen negativamente sobre la amplitud y area del PAC y
que la adicibn de estimulos tactiles previenen los efectos negativos del

aislamiento.
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Figura 16. Registros representativos del PAC (1, 2, 3, 4 y 5U) obtenidos en el nervio SU de una
rata CM, CA y CA-Téactil, en cada uno de los que se puede observar el efecto provocado por el
aislamiento y la adiccién de estimulos tactiles sobre la respuesta del PAC.
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Figura 17. Amplitud del PAC registrado en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactil por umbral (1,
2, 3, 4 y 5U). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas del grupo CA con respecto a CM.
(+) Indican diferencias estadisticamente significativas de CA con respecto a los CA-T4ctil. Se

muestran medias + E.E, t-student; *p<0.05, **p<0.005; *p<0.05, **p<0.005 n=9 para cada grupo,
respectivamente.
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Figura 18. Area del PAC registrado en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactil por umbral (1, 2,

3, 4 y 5U Los asteriscos (*) indican diferencias significativas del grupo CA con respecto a CM. (+)
Indican diferencias estadisticamente significativas de CA con respecto a los CA-TAactil. Se muestran

medias + E.E, t-student; *p<0.05, **p<0.005; *p<0.05, **p<0.005 n=9 para cada grupo,
respectivamente.
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Figura 19. Registros representativos del PAC provocados por estimulos de 3 veces umbral (3U)
aplicado en el nervio SU de una rata CM, CA y CA-Tactil, en los que se puede observar el efecto
provocado por el aislamiento y la adiccién de estimulos tactiles sobre la respuesta del PAC.
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Figura 20. Representacion grafica de la Amplitud evocada por la aplicacion de estimulos de
corriente de 3 veces umbral (3U), en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactil. Se observan

diferencias estadisticamente significativas del grupo CA con respecto a los CM (**p=0.002) y el

grupo CA con respecto al CA-TActil (+p=0.02). Los valores se expresan en media + E.E t-student,
n=9 para cada grupo.
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Figura 21. Representacion grafica del Area evocada por la aplicacion de estimulos de corriente de
3 veces umbral (3U), en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactil. Se observan diferencias

estadisticamente significativas del grupo CA con respecto a CM (*p=0.02) y el grupo CA con

respecto al CA-TActil (+p:0.03). Los valores se expresan en media + E.E t-student, n=9 para cada
grupo.
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7.2.3 Velocidad de Conduccion Maxima del PAC

Para evaluar si el aislamiento total temprano produce una reduccion significativa
en la velocidad del PAC y si el efecto de la estimulacion tactil previene dicho
efecto, se determind la velocidad de conduccibn méxima de las fibras aferentes
mas rapidas que generan el componente A del PAC en nervios de ratas CM, CAy
CA-Tactiles.

En la figura 22 se puede apreciar que la velocidad de conduccién maxima del PAC
generado en los nervios de las ratas CM, CA y CA-Tactil no presenta diferencias
estadisticamente significativas entre si en ningin umbral (1, 2, 3, 4 y 5U). Sin
embargo existe una disminucién relativa en la velocidad de conduccién maxima
del PAC en el nervio SU de las ratas CA y CA-Tactil con respecto a las ratas CM,
siendo mas pronunciada en el 3U con valores promedio de 19.69 + 3.40, 16.88 £

3.06y 22.09 £ 3.10, respectivamente (Figura 23), aunque no fue significativa.
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Figura 22. Representacion gréafica de la velocidad de conduccion maxima registrada PAC en el
nervio SU para cada umbral (1, 2, 3, 4 y 5U) en ratas CM, CA y CA-Tactil. Se muestra media + E.E;
n=9 en cada grupo. No se observaron diferencias significativas.
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Figura 23. Velocidad de conducciéon maxima del PAC obtenida en el nervio SU de ratas CM, CA 'y
CA-Tactiles a estimulos de 3 veces umbral para cada grupo respectivamente. Se muestran medias
+ E.E, n=9 para cada grupo. No se observaron diferencias significativas.
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7.2.5 Duracion del PAC

La duracién del PAC que se obtuvo en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactiles
no muestra diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, para los
diferentes umbrales (1, 2, 3, 4 y 5U) como se muestra en la Figura 24. En cambio,
los datos evidencian una duracion (ms) del PAC ligeramente mayor en los grupos
CA 'y CA-Tactiles en comparacion con las ratas CM, aunque no significativa. Dicha
evidencia se puede apreciar mejor en el 3U con valores promedio de 1.06 + 0.09,
1.17 £ 0.07 y 0.95 £ 0.08, respectivamente (Figura 25).
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Figura 24. Representacion grafica de la duracién del PAC en el nervio SU para cada umbral (1, 2,
3, 4 y 5U) en ratas CM, CA y CA-Tactil. Se muestra media + E.E; n=9 en cada grupo. No se
observaron diferencias significativas.
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Figura 25. Duracién del PAC obtenido en el nervio SU de ratas CM, CA y CA-Tactiles a estimulos
de 3 veces umbral para cada grupo, respectivamente. Se muestran medias + E.E, n=9 para cada
grupo. No se observaron diferencias significativas.
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8. DISCUSION

Los resultados del presente estudio corroboran lo encontrado previamente en
ratas macho adultas que fueron criados artificialmente (Segura et al., 2014). Es
decir, se encontrd que el nervio sensorial sural (SU) de machos adultos que fueron
criados artificialmente muestra alteraciones en sus propiedades electrofisioldgicas
tales como umbral eléctrico de activacion, amplitud y area del PAC. Ademas que
el re-emplazo de estimulos tactiles, simulando los lamidos de la madre, previenen

la mayoria de los efectos negativos del aislamiento.

Aungue estos resultados no son los primeros en mostrar que la privacion materna
y de hermanos de camada, durante el periodo postnatal, perturba el desarrollo del
nervio SU, si es uno de los primeros en evaluar si los cambios ya son evidentes al
destete y si los estimulos tactiles (con una brocha de cerdas finas, simulando los

lamidos de la madre) previenen las alteraciones provocadas por el aislamiento.

La validez de los presentes resultados se sustentan por varias razones: 1) los
nervios de las crias que fueron CA, pero gue recibieron estimulaciones tactiles se
comportaron como los de las crias CM, a pesar de haber “sufrido” la crianza
artificial, 2) el peso corporal de las crias CA y CA-Tactil fue similar al de las criadas
por su madre (CM), 3) aunque no fue evaluado en este estudio, otros autores han
reportado que estas crias CA no presentan alteraciones en la responsividad al
estrés (Lomanowska et al.,, 2011a; Ward et al., 2004), como ocurre en otro
modelos animales, como la separacion maternal repetida o parcial (McCormick et
al., 1998). Asi, a diferencia de otros modelos de separacion materna el sistema de
crianza artificial es un modelo confiable por que los animales no sufren estrés
cronico ni desnutricion. Por lo tanto se descarta la posibilidad de que los anteriores
factores pudieran influir sobre los resultados obtenidos en este estudio. Asimismo
es un modelo que permite evaluar de manera especifica la participacién de los

estimulos provenientes de la madre y hermanos de camada.
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Los presentes resultados coinciden con lo reportado con anterioridad respecto a
que la experiencia sensorial y/o social durante el periodo postnatal pre-destete
participa en el desarrollo tanto del sistema nervioso central (SNC), como del
sistema nervioso periférico (SNP). Por ejemplo, existe informacion que la
experiencia sensorial (quimica) temprana influye sobre el desarrollo del SNP. Ha
sido reportado que, los axones del VII nervio craneal y las terminales del nucleo
del Tracto Solitario, elementos esenciales para la funcionalidad del sentido del
gusto, son perturbado en ratas que fueron criadas artificialmente durante los
primeros 10 DPN (Lasiter, 1995). No obstante, la estimulacion quimica de leche de
rata, Cl Na, o leche completa en la lengua de crias previene el anterior efecto.
Aunque el anterior trabajo sugiere que la privacion materna afecta el desarrollo del
SNP, éste no evalud las caracteristicas electrofisiologicas del nervio sensorial, en

contraste con lo analizado en este trabajo.

En el presente trabajo se registré que el umbral eléctrico de activacién del PAC fue
significativamente mayor en las ratas que se sometieron a aislamiento (CA) con
respecto a las ratas CM. Estos datos concuerdan con lo recientemente encontrado
en este laboratorio en ratas CA de 14 DPN (Moreno, 2015) quienes muestran un
umbral eléctrico de activaciéon significativamente mayor que el registrado en ratas
CM. Sin embargo este efecto no fue significativo en ratas macho adultas (Segura,
et al., 2014) pues utilizando el mismo modelo de crianza artificial encontraron sélo
un ligero incremento en el valor umbral en los nervios SU de las ratas macho
adultas CA en comparaciéon con las ratas CM. La falta de diferencia en el umbral
entre los machos CA y CM en machos adultos coincide con lo encontrado por
Segura y colaboradores (2001, 2004) quienes encontraron que crias desnutridas
presentan incremento en el umbral de estimulacion en comparacion con las bien
nutridas, pero a la edad de 60 y 90 DPN, dichas diferencias ya no se observan.
Esto probablemente se deba a que durante el desarrollo las fibras nerviosas tienen
menor diametro, pero que se re-establecen posteriormente debido a que son
expuestas a ambientes sociales enriquecidos, propios del alojamiento en bioterios

(se alojan entre 3-5 ratas por caja). Los presentes resultados sugieren que exista
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una reduccion en la excitabilidad de las fibras nerviosas, i.e., que para activar las
fibras aferentes mas excitables del nervio y generar la respuesta del PAC en ratas
experimentales es necesario emplear mayor corriente que la utilizada para activar

las fibras del nervio SU y generar la respuesta del PAC en ratas CM.

Otra posibilidad de perturbacion en la excitabilidad de las fibras de los nervios SU
probablemente se deba a alteraciones en las propiedades de la membrana de los
axones a través de alteraciones en la conductancia de iones o en la capacidad de
los axones para generar el PAC. Estas alteraciones de la membrana podrian
deberse a una distribucion inadecuada o disminucion de los canales de sodio
dependientes de voltaje por area de la membrana de los axones (Vabnick et al.,
1996, 1998, 1999).

Hasta el momento se desconoce los mecanismos implicados en la privacién del
cuidado materno y CA para causar este incremento en el umbral para activar el
PAC de los nervios SU en ratas de 14 y 21 DPN, asi como de ratas macho
adultas, pero debido a que el peso corporal de los diferentes grupos fue similar, es
poco probable que los presentes efectos se deban a desnutricion. Futuros

experimentos deben ser realizados para determinar los mecanismos afectados.

Por otro lado, la observacién mas notable fue que la amplitud y area del PAC
muestra cambios en ratas CA. Es decir, que la amplitud y el area que se registro
en nervios de ratas CA fue menor con respecto a lo que se registré en ratas CM.
Estos cambios en la amplitud y area del PAC de ratas CA muestra que la privacion
del cuidado y el contacto con los hermanos de camada en el periodo postnatal
pre-destete influyen significativamente en las propiedades electrofisiologicas del
nervio SU. Una posible explicacién de los anteriores datos es que el nUmero de
axones activados en los nervios de ratas CA es sensiblemente menor que el
namero de axones activados en los nervios de ratas CM. Lo anterior también se
puede explicar si se considera que en ratas CA el umbral de activacion es mayor,
dicha interpretacion se basa en los datos de Segura y colaboradores (2003)

quienes indican que el decremento significativo en la repuesta del PAC en
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animales desnutridos, aunque las crias CA no estan desnutridas (al menos su
peso corporal es similar al de las crias CM) se debe a una disminucion en el
namero de axones activados por la intensidad del estimulo aplicado y/o a un
bloqueo en la transmision del impulso nervioso, y/o a consecuencia de muerte

axonal.

Nuestros datos coinciden con el reporte de Segura y colaboradores (2014),
quienes encontraron que la amplitud y area del PAC en ratas adultas CA es
significativamente menor que el que presentaron los CM. Lo cual relacionaron con
la inadecuada mielinizacion de las fibras del nervio SU. De hecho, ellos
encontraron que el grosor de la mielina y el area de los axones de los nervios SU
de las ratas CA fue menor que la encontrada en los nervios de las ratas CM. Es
posible suponer que los anteriores parametros de las crias CA se deban a
cambios en las caracteristicas morfologicas de los axones, y/o el funcionamiento
de los nodos de Ranvier. Esto porque dichos nodos tienen un gran densidad de
canales de Na+t, dependientes de voltaje, los cuales son importantes para la
generacion de los PAC, y por ende tienen incidencia en la amplitud y area
obtenida de los registros de los PAC (Poliak y Peles, 2003). Es posible que el
intercambio adecuado de Na+ durante la estimulacién de los axones, i.e., a mayor
entrada de Na+, mayor despolarizacién, se le conoce como el Circulo de Hogkin
(Hernandez, 2011) puede no estar ocurriendo en los axones de las ratas CA. Es
decir, que los axones de los nervios SU de ratas CA tengan baja densidad de los
canales de Na+ lo cual puede afectar el intercambio de iones (permeabilidad) y
por ello una menor despolarizacion (por menor entrada de Na+). Esto coincide con
Segura y colaboradores (2001, 2004) quien ha reportado que la disminucion en la
amplitud y area se debe a una reduccion significativa en el grosor de mielina. De
acuerdo con esto se sabe que la inadecuada mielinizacién causa alteraciones en
la propagacion del impulso nervioso, incluyendo una propagaciéon intermitente o
inadecuada del potencial de accion (Waxman et al., 1995). Respecto a esto existe
evidencia de que la estructura de las vainas de mielina contribuye a la agrupacion

de canales dependientes de voltaje (Vabnick et al., 1996; Scherer et al., 2004) y su
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distribucion en el axén (Ching et al., 1999). Algunos autores han reportado que
una alteracion en la distribucion de los canales i6nicos puede incidir
negativamente en la regeneracion y propagacion del potencial de accion (Poliak y
Peles, 2003; Scherer et al., 2004). Por ello es factible suponer que la privacion de
estimulos durante el periodo postnatal pre-destete pueden inducir cambios en la
distribucion de canales i6nicos dependientes de voltaje o bien cambios en la
estructura de los nodos de Ranvier que influyen en la respuesta del PAC.

Cabe mencionar que en el presente trabajo la amplitud y el area del PAC
registrado en ratas CM estd dentro de los valores encontrados por Segura y
colaboradores (2001) en ratas en desarrollo. Esto indica que las condiciones de
registro fueron las adecuadas. Es necesario realizar futuros estudios que analicen
el area de los axones, asi como el grosor de la mielina de los nervios SU de las
crias CAy CM.

Retomando la hipotesis de la hipomielinizacion de los axones de los nervios SU de
las crias CA, es posible que el efecto del aislamiento sobre el grosor de la mielina
en machos adultos ya sea notorio en el DPN 14 (Moreno, 2015), y que dicho
efecto ya sea permanente y visible en el DPN 21 (presentes datos). Ademas se ha
descrito que el proceso de mielinizacién inicia durante la vida intrauterina (dia
embrionario 12-15 en ratas), picos cercanos al nacimiento, el cual se vuelve mas
lento a los 15 dias postnatales, momento en que células de Schwann estan
inmaduras, y continua hasta el dia postnatal 30 (Mirsky y Jenssen, 1999; Tolcos,
2011). Tomando en cuenta que el proceso de mielinizacion en los axones
periféricos concluye hasta el dia 25-30 (Morgane et al., 1993), es valido suponer
gue a los 21 dias postnatales este proceso se ve afectado. Esta suposicion se
refuerza con lo encontrado por Kikusui y colaboradores (2007) quien observo que
la experiencia temprana afecta la expresion de proteina basica de mielina (MBP)
en el sistema nervioso central, i. e., la separacion de la madre y hermanos de
camada a los 14 dias edad incide negativamente en la expresion de MBP, se ha
encontrado que en la semana 3 y 5 esta expresion es reducida. Otras evidencias

apoyan lo hipotesis de que la falta de cuidado materno participa en el desarrollo de
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procesos morfolégicos, por ejemplo, la longitud dendritica y densidad de espinas
dendriticas de neuronas del hipocampo, Corteza prefrontal, nacleo Acumbes,
hipotadlamo y cuerpo estriado es menor en ratas que recibieron bajos niveles de
cuidado materno (Champagne, 2008; Champagne et al., 2004,) o separacion
materna parcial (Monroy 2010; Shams 2012). También se ha encontrado que el
namero de dendritas del nucleo espinal bulbocavernoso es significativamente
menor en machos adultos que fueron CA, en comparacion con los CM (Lenz et al.,
2008). Otros efectos de la separacion materna se observan en la expresion de
proteinas neurales (Gonzalez 2002; Akbari, 2008; Chatterjee, 2007). Asi, machos
juveniles y adultos que fueron CA, muestran bajos niveles de sinaptofisina, GAP-
43, BNDF, proteinas que participan en la formaciébn de sinapsis, en el
alargamiento de los axones y como factores neurotroficos, respectivamente, en
varias areas neurales como la Corteza Prefrontal, en nucleo Acumbens, etc.
(Chatterjee et al., 2007). Es evidente que los estimulos sensoriales y/o sociales en
etapas criticas de desarrollo inciden tanto en el sistema nervioso central como

periférico, como lo muestran nuestros resultados.

En este modelo animal de separacion materna total y CA, se ha evaluado la
participacion especifica de dichos estimulos. Asi, con la finalidad de prevenir los
efectos del aislamiento (CA) en un grupo adicional (CA-Tactil) se les administrd
estimulos tactiles con una brocha de cerdas finas de camello simulando los
lamidos de la madre durante el aislamiento. Se ha encontrado que los efectos
negativos a nivel fisiol6gico, cognitivo, emocional, motor y conductual de la CA son
prevenidos en ratas que son CA, pero que recibieron estimulos tactiles o sociales
durante el aislamiento (Melo, 2015; Lomanowska y Melo, en prensa). Por ejemplo,
a nivel central se ha reportado que la estimulacion tactil simulado
experimentalmente previno los efectos negativos sobre la arborizacion dendritica
(Lenz et al., 2008). Ademas encontraron que al numero de células
inmunoreactivas a c fos en el APOM fue similar al de los machos CM (Gonzalez et
al., 2002; Akibari et al., 2008).
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Sin embargo, contrario a nuestras expectativas, el re-emplazo de estimulos
tactiles (corporales+anogenitales) no previno los efectos del aislamiento sobre el
umbral de activacion del PAC, como ocurri6 con los otros parametros
electrofisiolégicos (amplitud y area del PAC), efecto que ya es detectado en crias
de 14 DPN (Moreno, 2015). Un efecto similar se observd en el grupo de re-
emplazo de estimulos en el estudio de Segura y colaboradores (2014). Solo que
ellos agregaron dos crias extrafias dentro del recipiente de aislamiento (grupo CA-
Social), en lugar de dar estimulos tactiles. Lo interesante de los presentes
resultados es que el re-emplazo de estimulos tactiles en el presente trabajo, en el
de Moreno (2015), y en el de Segura y colaboradores (2014; en este caso,
estimulos sociales) si previno, parcialmente, los efectos de la CA. Esto porque la
amplitud y area del PAC registrada en los nervios SU del grupo CA-Tactil es
intermedia entre los otros dos grupos, i.e., no alcanza los niveles de los de los
nervios CM pero es mayor que los CA. Lo cual podria indicar que la excitabilidad
de un numero de axones en los nervios del grupo CA-TActil esta reducida y se va
incrementando paulatinamente conforme la intensidad del estimulo es mayor
hasta alcanzar su maxima respuesta, lo cual reduce, pero no impide que se
genere el PAC, tendencia que también se observa en el grupo CM. Estas
observaciones sugieren que la adicién de estimulos tactiles simulando los lamidos
de la madre previene el efecto negativo del aislamiento sobre la amplitud y area
del PAC.

Explicacién que coincide con innumerables trabajos en los que se ha encontrado
qgue si durante el aislamiento se provee a las crias rata de estimulos tactiles y
sociales la mayoria de los efectos negativos del aislamiento se previenen
(Gonzalez et al., 2001; Melo et al., 2006, 2009; Fleming et al., 2002; Chartejee et
al.,, 2007). A partir de estos resultados es posible decir que los estimulos
proporcionados por la madre y hermanos de camada son cruciales en la respuesta
del PAC. Estimulos que posiblemente se transmiten a la medula espinal a través
de los aferentes sensoriales primarios de la piel perineal y dorsal. De modo que, el

efecto preventivo de los estimulos tactiles de re-emplazo probable se deba a que
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la estimulacion tactil, actia como un estimulo eléctrico, y es una forma eficiente
que influye en la actividad de los axones para generar potenciales de accién
(Ishibashi et al., 2006). Ademéas se ha mostrado que son los propios potenciales
de accién los responsables en inducir la mielinizaciéon (Demerens, 1995; Stevens
et al., 1998). También existen estudios que muestran que la estimulacion tactil es
una forma eficiente de manipulacion neonatal que favorece los niveles altos de
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (FNDC), asi como el
aprendizaje y la memoria (Liu et al., 2000), también favorece la mielinizacion,

como se mencion6 anteriormente (Kikusui et al., 2007).

Por otro lado se sabe que la entrega oportuna de informacion es esencial para el
buen funcionamiento del sistema nervioso. Es necesaria una regulacion precisa de
la velocidad de conduccién nerviosa para la correcta integracion sensorial
procedente de la periferia a centros superiores en el cerebro para producir
respuestas motoras adaptadas al entorno sensorial y al estado del individuo
(Rivera, 2006).

La velocidad a la que se conduce el potencial de accion a lo largo del axon
depende tanto de su grosor como de la presencia de vaina de mielina (Keynes y
Aidley, 1985).

En los resultados de velocidad de conduccién maxima, se observé que el PAC en
ratas CA y CA-Tactil presentaron una velocidad de conduccibn menor que
aguellas que fueron CM. No obstante la velocidad de conduccion del PAC entre
estos grupos no muestra diferencias significativas. La disminucion de la velocidad
de conduccion del PAC probablemente se deba a un enlentecimiento en el
desarrollo de los procesos de depésito y compactacion de la mielina en los axones
del nervio SU. Esto es similar a lo previamente descrito por Segura y
colaboradores (2014), quien encontré que la velocidad maxima del PAC en ratas
macho adultas CA y CA-Social, es relativamente menor que la registrada en ratas
CM pero no muestra diferencias significativas. Quienes también encontraron que
el area del axén y grosor de mielina se ve afectado en aquellos nervios de ratas

CA, pero en nervios de ratas CA-Social el grosor de mielina no esta afectado.
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La estructura de los axones mielinizados, incluyendo la arquitectura de los nodos
de Ranvier, en el cual se produce la conduccién saltatoria, es importante porque
favorece la conduccion rapida del impulso nervioso (Dupree et al., 2004). Ademas
se sabe que la eficiente y rapida transmision axonal a través de la conduccion
saltatoria depende criticamente de la funcion de los canales i6nicos dependientes
de voltaje. Canales que durante la primera semana postnatal incrementan
simétricamente a lo largo del axén y que ademas este incremento es inducido por
las células de schwann (Vabnick et al., 1996, 1998; Rasband et al., 1998). Por ello
es factible considerar, que en los animales sujetos a una privacién de estimulos
sensoriales maternos pudieran presentar un enlentecimiento en el proceso de
mielinizacion. No obstante, se sabe que el proceso de mielinizacion no concluye
sino hasta los 25-30 dias, en este sentido, tal vez no existe una diferencia
marcada entre fibras mielinicas y amielinicas lo que provoca que la velocidad de

conduccidn sea similar entre los grupos.

Cabe mencionar que en el presente trabajo se encontré6 que la velocidad de
conduccion del PAC en ratas CM de 21 DPN es menor que en ratas adultas CM
(Segura et al., 2014). Esto ultimo, permite sugerir que a medida que crecen los
axones en los nervios, van adquiriendo paulatinamente la capacidad de transmitir
el PAC. Esto se refuerza con algunos trabajos en los que se ha reportado que la
velocidad de conduccion del PAC a edades tempranas es reducida y se
incrementa gradualmente conforme el animal crece (Fitzgerald, 1985; Vabnick y
Shrager, 1998; Segura et al., 2001).

De manera similar a la velocidad de conduccion méaxima, la duracion del PAC en
los tres grupos no mostré diferencias significativas, aunque la duracion en los
grupos experimentales fue mayor. Para explicar lo anterior, debe recordarse que la
velocidad de conduccidn es asociada positivamente con la mielinizacion, de
manera que es valido suponer que la duracién del PAC también se ve afectada
por un enlentecimiento en el proceso normal de mielinizacion. Sin embargo es
necesario realizar futuros estudios que analicen la morfologia y fisiologia de los

axones.
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Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede apreciar que la
experiencia temprana a través del cuidado materno participa en el desarrollo de
las propiedades electrofisiologicas del nervio sensorial SU. Asi que cualquier
variacion en la conducta materna modifica negativamente las propiedades
electrofisiolégicas del nervio SU. Modificaciones que son evidentes al destete.
Ademas permiten proponer que la adicién de estimulos tactiles durante la crianza
previene dicho efecto. Asimismo apoyan la propuesta de que los estimulos
sensoriales y/o sociales no solo estan involucrados en el desarrollo del SNC sino
gue también estan involucrados en el desarrollo del SNP. Por otro lado la rata
como modelo de estudio nos permite conocer y dar una aproximaciéon de lo que
pudiese estar sucediendo en humanos que durante su infancia sufrieron maltrato,
violencia familiar o fueron huérfanos, asi como las posibles estrategias que a
través de las estimulaciones tactiles, que pueden prevenir efectos adversos de la

experiencia temprana.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo muestran que la separacion materna y crianza
artificial durante el periodo postnatal pre-destete afecta el desarrollo de algunas
propiedades electrofisiolégicas del nervio sensorial SU de la rata macho de 21

dias de edad:

- Provoca un aumento significativo en el umbral eléctrico de activacion y

una disminucion significativa en la amplitud y area del PAC.
- No afect6 la velocidad de conducciéon maxima, ni la duracién del PAC.

La estimulacién tactil durante el periodo postnatal pre-destete previene el efecto
del aislamiento sobre las propiedades electrofisiologicas del nervio SU,
permitiendo que la respuesta del PAC en el nervio SU sea similar al registrado en
ratas CM.
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