Efecto de la masticacion sobre la memoria y aprendizaje
espacial en ratones adultos y seniles

Effect of chewing on memory and spatial learning

in adult and senile mice

Elias Ernesto Aguirre-Siancas' y Nelly Maritza Lam-Figueroa®

Introduction: Chewing is a peripheral activity that positively influences the central nervous
system (CNS). However, despite the different studies carried out, it is still not clear how chewing
affects cognitive processes. Because of this, was trying to find the effect of chewing on memory
and spatial learning in adult and senile mice. Methods: A group of 16 adult and senile mice were
randomized into 2 subgroups of 8 mice each group. One subgroup was fed with conventional
grainy diet for mice (normal chewing subgroup), the other subgroup was fed dietary powder
(deficient chewing subgroup). During 2 months each subgroup was submitted to their respective
diet. Adult mice at 7 months of age and senile at 12 months of age were evaluated in the Morris’
water maze; through of the acquisition phase and the probe test of memory and spatial learning.
Results: Adult mice with normal chewing showed better memory acquisition and spatial learning
with respect to mice with deficient chewing on the first day of evaluation (p = 0.035). When
grouping the mice in the same type of chewing, in the subgroups under normal chewing, a better
acquisition of memory and spatial learning was found in the adult subgroup on than in the senile
subgroup (p < 0.05). Conclusions: Normal chewing had a positive effect on the acquisition of
spatial information in adult mice.
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Introduccién

s innegable que las funciones cognitivas de

memoria y aprendizaje son indispensables para
los seres humanos y su deterioro tiene un gran im-
pacto en la calidad de vida de las personas'.
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En afios recientes se ha empezado a entender
que la funcién masticatoria es una importante
fuente de estimulo periférico que estd implicada
con la salud fisica, mental y social a lo largo de
la vida®. Diversos estudios han mostrado que la
masticacidn activa areas del neocértex relacionadas
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con los procesos cognitivos, como la memoria y el
aprendizaje>*’. Se ha encontrado en seres huma-
nos que un adecuado estimulo masticatorio produ-
ce una mejor respuesta cognitiva®. Por otra parte,
se ha relacionado la ausencia de piezas dentarias
con un mayor riesgo de aparicién de deterioro
cognitivo e incluso de demencia’. Estudidndose,
también en humanos, que un menor estimulo
masticatorio incrementa la percepcién de estimu-
los nociceptivos', y ademds, produce un deterioro
evidente de las funciones de memoria y aprendi-
zaje tanto en disefios experimentales en humanos
como en animales™!!"®, resaltindose que la falta
de estimulo masticatorio en ratonas embarazadas
sometidas a estrés produjo alteraciones cognitivas
en su descendencia'®®.

Debido a la importancia que los procesos fi-
siolégicos periféricos, como la masticacion, tienen
sobre la activacién de diversas funciones en el
sistema nervioso central"*”'°. El presente trabajo
buscé determinar el efecto de la masticacién sobre
la memoria y aprendizaje espacial en ratones ma-
chos de la cepa Balb/c adultos y seniles.

Material y Método

El estudio fue aprobado por el Instituto de Etica
de Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se
emplearon 32 ratones albinos machos de la cepa
BALB/c adquiridos de la Granja de Produccién
de Biolégicos del Instituto Nacional de Salud de
Lima-Pert. Se emplearon 16 ratones adultos de
5 meses de edad y 16 seniles de 10 meses de edad.
Cada grupo etario se dividié por aleatorizacién en
2 subgrupos de 8 animales cada uno. El ndmero de
ratones por cada subgrupo experimental se definié
en base a investigaciones que trabajaron variables
similares'>'>16-18,

Procedimiento

Los animales fueron trasladados al Bioterio de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos. En dicho centro los ani-
males recibieron durante todo el tiempo que duré
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la investigacion alimento y agua ad libitum, con
ciclos luz/oscuridad de 12 h alternadas, de acuerdo
con las recomendaciones de la Guide for the Care
and Use of Laboratory Animal®. En el Bioterio los
roedores fueron ambientados durante una semana.
Luego de dicho tiempo, un subgrupo tanto de los
ratones adultos como de los seniles, se continué
alimentando con la misma dieta convencional que
los animales recibieron desde el destete, dichos
subgrupos se denominaron masticacién normal.
Por otra parte, a cada uno de los otros 2 subgrupos
de los animales adultos y seniles, se les cambio a
una dieta en polvo (pulverizando la dieta granosa
convencional), los cuales fueron denominados
subgrupos masticacion deficiente:
- Subgrupo masticacién normal de 8 ratones del
grupo etario adulto.
- Subgrupo masticacién deficiente de 8 ratones
del grupo etario adulto.
- Subgrupo masticaciéon normal de 8 ratones del
grupo etario senil.
- Subgrupo masticacién deficiente de 8 ratones
del grupo etario senil.

Los 2 subgrupos experimentales de cada grupo
etario fueron sometidos durante 2 meses a los dos
tipos de dieta. Luego de dicho tiempo se pasé a
evaluar la memoria y aprendizaje espacial en la fase
de adquisicion y de recuperacién en el laberinto
acudtico de Morris. El paradigma de Morris em-
pleado fue similar al descrito por Kitanaka et al.*,
y que también fue empleado en Aguirre-Siancas''.
El laberinto usado consistié en un tanque circular
de plastico de color azul que tuvo un didmetro de
60 cm y una altura de 30 cm. Durante todo el ex-
perimento el laberinto de Morris se coloc6 dentro
de una habitacién (6 m x 4 m) que tuvo caracte-
risticas distintivas en cada una de sus paredes. La
plataforma de escape fue hecha de pléstico de color
negro con una altura de 23 cm y un drea superficial
de 6 cm x 6 cm.

El paradigma de Morris se llené de agua tintada
de color negro hasta alcanzar los 24 cm de altura
del tanque; es decir, a 1 cm por encima de la al-
tura de la plataforma. La temperatura del agua se
mantuvo en 22 + 2 °C. Durante todos los ensayos



en las pruebas de adquisicién de memoria y apren-
dizaje espacial, la plataforma de escape siempre se
mantuvo en la parte central del mismo cuadrante
(cuadrante objetivo) y el paradigma de Morris
siempre se mantuvo en una misma posiciéon dentro
de la habitacion.

Al cumplirse los 2 meses de mantenimiento
de cada rat6n en su dieta respectiva, los animales
fueron evaluados durante 4 dias consecutivos en la
fase de adquisicion y el 5 dia en la fase de recupe-
racién de memoria y aprendizaje espacial.

Fase de adquisicion de memoria y
aprendizaje espacial

Los animales fueron evaluados en dicha fase
entre las 08:00 h y las 12:00 h. Durante cada uno
de los 4 dias que duré dicha fase, cada ratén rea-
liz6 4 ensayos separados por 30 s de descanso.
Aleatoriamente, se determind cada dia el orden de
salida para cada ensayo dentro de los 4 cuadran-
tes en los que se dividid el laberinto. Un ensayo
consistio en la liberacién del animal con su cabeza
hacia la pared de la parte central de alguno de los
4 cuadrantes posibles, y se dej6é libremente que
nade. Se midi6 el tiempo que duré un ensayo el
cual concluyé cuando el animal se posé por lo
menos 15 s sobre la plataforma oculta. El tiempo
maximo de nado libre fue de 60 s, si durante di-
cho tiempo el ratén no encontré la plataforma el
experimentador se encargd de guiarlo hacia ella
y mantenerlo alli por 15 s. En tal caso el puntaje
asignado al ratén fue de 90 s de duracién del
ensayo.

Fase de recuperacion de memoria y
aprendizaje espacial

El quinto dia consistié en la fase de recupe-
racién de memoria y aprendizaje espacial que se
realiz6 igualmente entre las 08:00 h y las 12:00 h.
Para esta fase se retir6 la plataforma oculta del
laberinto de Morris. Seguidamente el laberinto se
dividi6 en cuatro cuadrantes mediante la utiliza-
cién de un hilo de pabilo que se cruzé en forma
de cruz. Para esta fase cada animal realiz6 un tni-
co ensayo que consistié en la liberacién del ratén
durante 60 s desde el cuadrante opuesto a donde
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estuvo oculta la plataforma. Se evalud la cantidad
de tiempo que el animal nadé en el cuadrante
donde estuvo ubicada la plataforma (cuadrante
objetivo).

Los ensayos de ambas fases se registraron me-
diante una filmadora Canon® modelo Fs100®, y
posteriormente cada filmacién fue proyectada en
una computadora Lenovo® modelo Yoga 2®, ob-
teniéndose los valores de cada ensayo mediante un
cronémetro digital marca Casio® basandose en el
procedimiento descrito por Oyuela et al.?!.

Andlisis e interpretacién de la informacién

Mediante la prueba de Shapiro Wilk se deter-
miné si las muestras presentaban distribucién
normal. Se realiz6 T de student como anilisis
estadistico usando el programa informatico SPSS®
version 23 para Windows®. El nivel de significancia
considerado fue de 0,05.

Resultados

Los 2 grupos experimentales de 16 ratones
adultos y seniles se distribuyeron en 2 subgrupos
de 8 animales cada uno. Mediante la manipulacién
de la consistencia de la dieta, un subgrupo fue
sometido a masticacién normal y el otro a mas-
ticacién deficiente. Los resultados de las pruebas
de adquisicién y de la prueba de recuperaciéon de
memoria y aprendizaje espacial se muestran en las
Tablas 1y 2, respectivamente.

Comparacion entre los subgrupos de
ratones dentro de cada grupo etario

Al comparar los resultados de la fase de adqui-
sicion de memoria y aprendizaje espacial entre los
subgrupos de masticacién normal vs masticaciéon
deficiente en los ratones adultos se obtuvo un valor
de p = 0,035 para el dia 1, p = 0,080 para el dia 2,
p = 0,232 para el dia 3 y p = 0,314 para el dia 4,
como se muestra en la Figura 1.

En la comparacién de los resultados de la fase
de adquisicién de memoria y aprendizaje espacial
entre los subgrupos seniles de masticacién normal
vs masticacion deficiente, se hall6 un valor p > 0,05
en los 4 dias de dicha fase (Figura 2).
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Tabla 1. Tiempos que tardaron los ratones en encontrar la plataforma oculta en el laberinto de Morris en la fase de
adquisicion de memoria y aprendizaje espacial

Grupo etario

Adulto

Senil

Dia de prueba
masticacién
Dial Normal
Deficiente
Dia2 Normal
Deficiente
Dia 3 Normal
Deficiente
Dia 4 Normal
Deficiente
Dial Normal
Deficiente
Dia 2 Normal
Deficiente
Dia 3 Normal
Deficiente
Dia 4 Normal
Deficiente

Subgrupos segiin tipo de

38,13
55,19
31,35
45,19
32,72
39,49
30,22
36,03

57,19
56,29
43,69
45,67
44,28
44,64
43,47
44,07

Media en segundos ~ Desviacion estandar

2,88
3,76
0,96
4,63
1,44
3,15
1,97
2,96

2,07
1,86
1,92
1,58
2,06
2,42
1,75
1,09

Tabla 2. Tiempos que nadaron los ratones en el cuadrante objetivo en la fase de recuperaciéon de memoria y aprendizaje

Grupo etario
Adulto

Senil

espacial

Subgrupos segiin tipo de masticacién

Normal
Deficiente

Normal
Deficiente

Media en segundos

19,57
19,06

18,04
18,38
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Desviacidon estandar

4,82
4,84

2,21
0,66

Figura 1. Comparacién de los
tiempos que tardaron los ratones
adultos en hallar la plataforma
oculta por cada dia en la fase
de adquisicién de memoria y
aprendizaje espacial (*p < 0,05).
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Figura 2. Comparacién del
tiempo que tardaron los ratones
seniles en hallar la plataforma
oculta por cada dia en la fase
de adquisicién de memoria y
aprendizaje espacial.

Figura 3. Comparacién del
tiempo que tardaron los ratones
adultos vs seniles en hallar la
plataforma oculta por cada
dia en la fase de adquisicién de
memoria y aprendizaje espacial
bajo masticacién normal
(*p < 0,05, **p < 0,001).

Comparacion entre los subgrupos de
ratones que tuvieron el mismo tipo de
masticacion

Se agrup¢ a los roedores por tipo de mastica-
cién. Se compard el subgrupo de ratones adultos
bajo masticacién normal vs el subgrupo de ratones
seniles bajo el mismo tipo de masticacién. Se obtu-
vo un valor de p = 0,0009 para el dia 1, p = 0,0021
para el dia 2, p = 0,0093 para el dia 3 y p = 0,0051
para el dia 4, como se muestra en la Figura 3.

Al comparar los ratones adultos y seniles bajo
masticacion deficiente no se hall6 diferencia sig-

nificativa en ninguno de los 4 dias de la fase de
adquisicién de memoria y aprendizaje espacial
p > 0,05. Tampoco se encontré diferencia estadis-
tica en ninguna de las comparaciones de la fase de
recuperaciéon de memoria y aprendizaje espacial.

Discusion
En la presente investigaciéon se tuvo como

objetivo general determinar el efecto de la mas-
ticacion sobre la memoria y aprendizaje espacial.
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Se encontré que la masticacién normal tuvo un
efecto positivo sobre la memoria y aprendizaje
espacial en el primer dia de la fase de adquisicién
del grupo de ratones adultos. Por otra parte,
dichas diferencias no fueron halladas entre los
subgrupos experimentales en los ratones seniles.
Dichos resultados son similares con lo reportado
por Frota de Almeida et al.”?, quienes encontraron
significativamente mayor memoria y aprendi-
zaje espacial en el grupo de ratones adultos bajo
masticaciéon normal al compararlo con el grupo
bajo masticacién deficiente. Ademds, dicha sig-
nificancia no fue encontrada entre ambos tipos
de masticaciéon al evaluar a los ratones seniles.
Resaltando también que en ese estudio emplearon
el mismo procedimiento para inducir los tipos
de masticacion, el cual fue la modificacion de la
consistencia de la dieta. Mendes et al.'?, evaluaron
en el laberinto de Morris los efectos de la masti-
cacién deficiente sobre la memoria y aprendizaje
espacial tanto en ratones adultos como en ratones
seniles. Encontraron en ambos grupos etarios que
la reduccién masticacion produjo una menor me-
moria y aprendizaje espacial al compararlos con
los grupos bajo masticacién normal y también
con los grupos a los que se les indujo masticacién
deficiente por un tiempo y luego se le cambio a
masticaciéon normal. A diferencia de nuestro es-
tudio en este reporte hallaron significativamente
mayor memoria y aprendizaje espacial en el gru-
po de ratones seniles bajo masticacién normal al
compdralo con el de masticacién deficiente. Ello
podria explicarse debido a que en esa investigaciéon
este grupo de ratones fue alojado en un ambiente
no estimulado a diferencia de los grupos con los
que fueron comparados. Esa condicién al parecer
podria haber agravado la falta de estimulacién
sobre el SNC y sus funciones cognitivas.

El factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) es una de las proteinas inductoras de
neurogénesis y potenciacion a largo plazo y ade-
mads estd implicada en los procesos de memoria
y aprendizaje”?. Yamamoto et al.?, al investigar
el efecto de la masticacion deficiente sobre la ex-
presién del BDNF, encontraron disminucién del
BDNF en el grupo de ratones adultos con mastica-
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cién deficiente al compararlos al sexto mes de vida
con los ratones bajo masticacién normal. También
el mismo grupo de investigadores Yamamoto et
al.'®, estudiaron el efecto de la masticacién defi-
ciente sobre la neurogénesis en ratones. Observa-
ron una reduccién de la misma en el hipocampo
de los ratones adultos con masticacion deficiente
al sexto mes de vida, igualmente compardndolos
con ratones con masticacién normal. Estos dos
ultimos reportes nos dan luces sobre los procesos
moleculares subyacentes al comportamiento espa-
cial y en ese sentido concuerdan con lo observado
en el presente estudio con respecto al mismo grupo
etario de ratones adultos. Sin embargo, es necesa-
rio recalcar que estos investigadores emplearon
marcadores inmunohistoquimicos al comparar la
diferencia entre ambos tipos de masticacion y en
el presente estudio se us6 una prueba de compor-
tamiento espacial.

Por otra parte, se agrupd a los animales por tipo
de masticaciéon en la misma fase de adquisicién
de memoria y aprendizaje espacial. Se comparé
el subgrupo adulto vs el subgrupo senil sometidos
ambos a masticacién deficiente, no encontran-
dose diferencias entre los tiempos empleados por
ambos subgrupos en hallar la plataforma oculta.
Sin embargo, al comparar el subgrupo adulto vs el
subgrupo senil sometidos a masticacién normal se
encontré que los tiempos empleados en hallar la
plataforma oculta por los ratones adultos fue sig-
nificativamente menor que en los ratones seniles,
lo cual indicarfa un posible efecto potenciador de
la masticacién normal sobre la memoria y apren-
dizaje en los animales adultos, lo cual hizo superior
su desempenio.

En el caso de los ratones seniles los resultados
entre los subgrupos de masticacién normal vs de-
ficiente, fueron iguales sin diferencias estadisticas.
Lo cual, al parecer, indicaria que en este grupo eta-
rio la variacién en el tipo de masticacion no ejerce
ningun efecto sobre la memoria y aprendizaje espa-
cial. Pudiendo entenderse que los efectos que el en-
vejecimiento produce sobre el SNC son mayores a
cualquier estimulo positivo que la masticacién efi-
ciente podria ejercer. Dichos resultados coincidie-
ron, como ya fue resaltado, con lo reportado por


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendes%20Fde%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23805920

Frota de Almeida et al.'?, quienes, ademds, encon-
traron a nivel histoldgico una marcada alteraciéon
en la forma y en el numero de astrocitos en el hipo-
campo de los grupos de ratones seniles tanto bajo
masticacion normal como deficiente. Sin embargo,
en varios estudios hechos en seres humanos se ha
entendido que las deficiencias masticatorias en la
senetud estarian asociadas a alteraciones cognitivas
e incluso a demencia, a diferencia de aquellos que
presentan una adecuada masticacién®**?*%, por lo
cual los resultados en los estudios en animales de
experimentacién deberian ser tomados con mucha
cautela sobre todo en dicho grupo etario.

Resumen

ELIAS ERNESTO AGUIRRE-SIANCAS et al.

Conclusiones

La masticatoria normal tiene un efecto positivo
en los ratones adultos mientras estan adquiriendo
informacién de naturaleza espacial, pero no tiene
efecto en la recuperacién de la misma ni en los
roedores seniles.
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