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Resumen

Introduccion: Debido a que la relacion entre la masticacion y las funciones cognitivas no esta
todavia completamente elucidada, se tuvo como objetivo determinar la influencia del tipo de
masticacion sobre la memoria y el aprendizaje espacial en ratones albinos machos de la cepa
BALB/c.

Métodos: Veinte ratones de 8 semanas de edad fueron divididos en 2 grupos iguales; el grupo
masticacion normal fue mantenido con alimentacién en granos, la misma que recibieron los 20
ratones desde el destete; el grupo masticacion deficiente se alimentd con granos pulverizados.
Se evaluo a los ratones a las 16 semanas de edad durante 5 dias, los primeros 4 dias en la fase
de adquisicion y el quinto dia en la fase de recuperacion de memoria y aprendizaje espacial en
el laberinto acuatico de Morris.

Resultados: Tanto en la fase de adquisicion como de recuperacion, no se hallaron diferencias
significativas en los grupos masticacion normal vs. masticacion deficiente. Sin embargo, las
diferencias si fueron significativas en la fase de adquisicion del grupo masticacion normal,
comparando los resultados del primer dia vs. los otros 3 dias.

Conclusiones: Estos resultados indican que la masticacion normal influye sobre la memoria y
el aprendizaje espacial, al disminuir los tiempos de latencia en encontrar la plataforma oculta
en la fase de adquisicion dentro de dicho grupo experimental.

© 2015 Sociedad Espaiiola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
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Influence of chewing behaviour on memory and spatial learning in albino BALB/c mice

Abstract

Introduction: Since the relationship between chewing and cognitive functions has not been
fully elucidated, this study aimed to determine the impact of chewing behaviour on spatial
learning and memory in albino male BALB/c mice.
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Methods: Twenty mice aged 8 weeks were divided into 2 equal groups. The regular chewing
group was fed with uncrushed grains (the same diet given to all 20 mice since they were weaned)
and the limited chewing group was fed with crushed grains. At 16 weeks of age, the mice were
evaluated over 5 days, including a 4-day acquisition phase prior to a probe test of spatial
learning and memory in the Morris water maze on the fifth day.

Results: A comparison of the regular chewing group and the limited chewing group found no
significant differences in either the acquisition phase or the probe test. However, there were sig-
nificant differences in the acquisition phase for just the regular chewing group when comparing
results from the first day to those from the other 3 days.

Conclusions: The results suggest that regular chewing affects spatial learning and memory
since mice in the regular chewing group decreased their times to find the hidden platform
during the acquisition phase.

© 2015 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

Las funciones cognitivas de memoria y de aprendizaje son
de innegable relevancia en la vida de los seres vivos y
su deterioro tiene un gran impacto social y econémico en
las personas, las familias, el sistema de salud y la socie-
dad en su conjunto’?. Se ha encontrado que este deterioro
cognitivo puede deberse a varias causas, algunas clara-
mente entendidas, como es el caso del envejecimiento; sin
embargo, también se han propuesto otras causas, no tan
evidentes, que ocasionarian un declive en las funciones de
memoria y aprendizaje; dentro de ellas estaria el tipo
de masticacion'.

La funcion masticatoria es clasicamente conocida por
ser el proceso inicial de la fisiologia digestiva; sin
embargo, actualmente se esta considerando que dicha
funcion tiene influencias en actividades psicologicas, fisi-
cas y cognitivas’>>. Ampliamente ha sido demostrado que
la estructura cerebral mas importante implicada en las
funciones cognitivas de memoria y de aprendizaje espa-
cial es la formacion hipocampal; ha sido reportado que
la adecuada masticacion lleva una enorme cantidad de
informacion sensorial hacia el sistema nervioso central
relacionada con el mantenimiento dichas funciones; estas
vias aferentes, sobre todo, llegan a nivel hipocampal'“*®.
Encontrandose, en humanos y en animales de experimenta-
cion, que la disminucion de la memoria y el aprendizaje
espacial estaria asociada a una deficiencia de la funcion
masticatoria’*7-?.

Por lo expuesto, se entiende que las funciones cog-
nitivas de memoria y aprendizaje son cardinales para la
adecuada supervivencia de los animales y de los seres
humanos, y que las investigaciones hacen presumir que la
adecuada masticacion es uno de los factores que influyen
en el optimo mantenimiento de dichos procesos cogniti-
vos. La presente investigacion es el primer reporte de una
serie de experimentos cuyo objetivo principal es determi-
nar la influencia del tipo de masticacion sobre la memoria
y el aprendizaje espacial en ratones albinos machos de la
cepa BALB/c evaluados mediante el laberinto acuatico de
Morris.

Materiales y métodos
Animales

Se emplearon 20 ratones machos de la cepa BALB/c
adquiridos a la edad de 8 semanas de la Granja de
Produccion de Animales de Laboratorio del Instituto Nacio-
nal de Salud de Lima, Perd. Todos los ratones recibieron
desde el destete (21 dias de edad) una dieta convencional
para raton (dieta en granos). Luego de la compra de los ani-
males, estos fueron alojados en el bioterio de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos en una habitacion donde recibieran alimento y agua ad
libitum, con ciclos luz/oscuridad de 12 h alternadas y con
humedad y temperatura controladas (22 &+ 2°C), de acuerdo
con la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals'®.
Después de una semana de ambientacion, los 20 animales se
dividieron aleatoriamente a la edad de 9 semanas en 2 gru-
pos experimentales de 10 ratones cada uno. Para inducir la
diferencia en el tipo de masticacion, cada grupo experimen-
tal fue sometido durante 7 semanas a 2 tipos de dieta, los
animales asignados al grupo masticacion normal continuaron
recibiendo la misma alimentacion en granos; por otra parte,
al grupo masticacion deficiente se le alimento con los gra-
nos pulverizados. Los animales fueron evaluados a la edad de
16 semanas en el laberinto acuatico de Morris

Aparato

El laberinto acuatico de Morris empleado fue de disefio y
caracteristicas similares al descrito por Dhingra et al."" y
Kitanaka et al.'?, y que en resumen consistid en un tanque
de plastico de forma circular de 60 cm de diametro y 30cm
de profundidad, y que se dividio en 4 cuadrantes; estando
colocado en una posicion fija, durante todos los dias que
duro el experimento, dentro de una habitacién (6 m x 4m)
que tuvo caracteristicas distintivas en cada una de sus pare-
des. El paradigma de Morris fue llenado con agua hasta
la altura de 25cm, el agua se tintd con un colorante ino-
cuo de color oscuro y se mantuvo a una temperatura de
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22 4+ 2°C. Una plataforma de plastico de color negro se
sumergio 1cm por debajo del nivel del agua, dicha plata-
forma oculta tuvo un area superficial de 6 x 6 cmy se colocd
siempre en el mismo cuadrante dentro del laberinto.

Procedimiento

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de Investi-
gacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (cdodigo de proyecto 0288). Los anima-
les fueron evaluados en la fase de adquisicion y en la fase
de recuperaciéon de memoriay aprendizaje espacial entre las
08:00y las 12:00 h. La fase de adquisicion se realiz6 durante
4 dias, cada dia cada raton realizd 4 ensayos separados por
30 s de descanso; aleatoriamente se determino cada dia el
orden de salida para cada ensayo dentro de los 4 cuadran-
tes en los que se dividio el laberinto. Un ensayo consistio en
la liberacion del animal con su cabeza hacia la pared de la
parte central de alguno de los 4 cuadrantes posibles y se dejo
libremente que nade; un ensayo concluyo cuando el animal
se poso por lo menos 15 s sobre la plataforma oculta (tiempo
de latencia para la fase de adquisicion). El tiempo maximo
de nado libre fue de 60 s; si durante dicho tiempo el raton
no encontro la plataforma, el experimentador se encargé de
guiarlo hacia ella y lo mantuvo alli por 15 s, en tal caso el
puntaje asignado al raton fue de 90 s de duracion del ensayo.
Para esta fase, se entiende que menores tiempos de latencia
en encontrar la plataforma oculta se relacionaron con una
mejor memoria y aprendizaje espacial. El quinto dia con-
sistio en la fase de recuperacién de memoria y aprendizaje
espacial, para lo cual se realizé un Unico ensayo pero con
caracteristicas diferente del descrito; para dicho ensayo se
retir6 la plataforma y se libero, desde el cuadrante opuesto
adonde estuvo oculta la plataforma, a cada raton durante
60 s, evaluandose la cantidad de tiempo que el animal nadd
en el cuadrante donde estuvo ubicada la plataforma (cua-
drante objetivo) y el tiempo que demor6 en llegar desde su
liberacion hasta la zona especifica donde antes estuvo ubi-
cada dicha plataforma (tiempo de latencia para la fase de
recuperacion). Para esta fase, se entiende que cuanto mayor
tiempo, de los 60 segundos, nadd el animal en el cuadrante
objetivo y cuanto menor tiempo de latencia tuvo, se relacio-
naron con una mejor memoria y aprendizaje espacial. Todos
los ensayos fueron filmados y luego procesados en el pro-
grama EthoVision XT 11.5 de Noldus, de donde se obtuvieron
los resultados.
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Figura 1 Tiempo de latencia en encontrar la plataforma

oculta por cada dia de ensayos en la fase de adquisicion.
Analisis de los datos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS
version 23. Los resultados se expresan utilizando la media
+ desviacion estandar. La normalidad fue determinada por
las pruebas Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. En la fase
de adquisicion, dada la normalidad de los datos y la homo-
cedasticidad, se utilizé la prueba t de Student, tanto para
muestras independientes como para muestras relacionadas.
En la fase de recuperacion, al no cumplirse el supuesto de
homocedasticidad, se prefirié usar la prueba no paramétrica
de U de Mann-Whitney. El nivel de significacion considerado
fue de 0,05.

Resultados

En relacion con la fase de adquisicion, se observa en la
figura 1 el tiempo de latencia que empled cada uno de los
ratones para encontrar la plataforma oculta, donde se com-
paran las medias de los datos de los 2 grupos evaluados
durante los 4 dias de ensayos. Los resultados no mostraron
diferencias significativas (primer dia, p = 0,973; segundo dia,
p = 0,238; tercer dia, p = 0,267; cuarto dia, p = 0,317).

Se evaluaron los tiempos de latencia para la fase de
adquisicion durante los 4 dias de ensayos; dentro de cada
grupo, se observd que en el grupo masticacion normal
(tabla 1) existieron diferencias significativas al comparar el
tiempo de latencia entre el primer dia vs. el segundo, tercer
y cuarto dia; por otra parte, al comparar en el mismo grupo
la latencia entre los demas dias y al comparar las mismas

Tabla1 Comparacion del tiempo de latencia en encontrar la plataforma oculta en la fase adquisicion en el grupo masticacion

normal entre el primer dia vs. los demas dias

Masticacion normal Dias comparados N.° Media Desviacion estandar p
Primer dia? 10 35,26 8,95 0,018
Segundo diaP 10 27,45 7,38
Primer dia® 10 35,26 8,95 0,039
Tercer dia® 10 26,99 5,25
Primer dia® 10 35,26 8,95 0,018
Cuarto diad 10 27,43 4,29

a-d Syperindices diferentes indican resultados estadisticamente significativos.
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Figura 2 Resultados de las pruebas evaluadas en la fase de
recuperacion.

relaciones dentro del grupo de masticacion deficiente, los
resultados no tuvieron significacion estadistica (p < 0,05).

Con respecto a los datos de la fase de recuperacion entre
el grupo masticacion normal vs. masticacion deficiente, se
observa en la figura 2 el tiempo que el raton nadd en el
cuadrante objetivo durante los 60 s que dur6 dicha prueba
(20,14 + 3,38 vs. 22,72 + 6,09, p = 0,326) y el tiempo de
latencia para la fase de recuperacion (8,97 + 3,49 vs. 9,06 +
3,85, p =0,910), encontrandose que las diferencias en todas
las comparaciones no tuvieron significacion estadistica.

Discusion

El concepto de masticacion normal hace referencia a un efi-
ciente ciclo masticatorio y que depende de la actividad y la
fuerza de los musculos masticatorios, de los movimientos
mandibulares, de la denticion, y de la sincronia y coor-
dinacion de lengua, mejillas y labios. El tiempo que se
dedique a dicho proceso determina la eficacia del mismo
y dicho tiempo puede ser modulado por la consistencia de
los alimentos; por otra parte, el concepto de masticacion
deficiente se refiere a la alteracion en los factores, que
fueron descritos lineas arriba, que determinan al final la
pérdida de un eficiente ciclo masticatorio'3, lo cual produce
una inadecuada estimulacion neural en el sistema esto-
matognatico y, en Ultima instancia, desde dicho sistema
hacia el sistema nervioso central (SNC)'*; asi, se ha encon-
trado en roedores con deficiencia masticatoria una menor
capacidad de memorizacion y de aprendizaje, produciendo
dicha deficiencia cambios degenerativos y anormalidades
en los mecanorreceptores periodontales, lo que indica una
drastica disminucion de las aferentes trigeminales desde la
membrana periodontal hacia el SNC°.

Se investigo el efecto de la masticacion sobre la memo-
riay el aprendizaje espacial en ratones. Los animales fueron
divididos en 6 grupos, 3 que fueron alimentados con dieta en
granos y 3 con dieta pulverizada, siendo evaluados un grupo
de cada dieta a los 3, 6 y 18 meses en el laberinto acua-
tico de Morris. Se encontré que hubo, significativamente,
mejor memoria y aprendizaje espacial en los ratones con
dieta en granos al compararlos, a los 6 meses de edad, con
los ratones con dieta pulverizada®. Se evaluo el efecto de la
masticacion de goma de mascar sobre las funciones cogniti-
vas en egresados universitarios, los cuales fueron divididos
en 2 grupos iguales, uno consumié goma de mascar durante

5 minutos previos a unas pruebas cognitivas y el otro, que fue
el control, no consumié goma. Los resultados encontraron
que quienes masticaron goma tuvieron mejor performance
que el grupo control en la bateria de pruebas empleadas’.
Se investigd el efecto de la masticacion de goma sobre la
habilidad en tareas espaciales en 100 participantes divididos
en 2 grupos iguales; se emplearon pruebas seleccionados del
Endless Loops Test (ELT). Los participantes del grupo experi-
mental recibieron una goma libre de azlcar inmediatamente
antes de la administracion del ELT y fueron urgidos de mas-
ticar activamente durante las pruebas, el grupo control no
mastico. Los resultados determinaron que no hay efectos
benéficos de la masticacion de goma de mascar sobre el
mejoramiento en las tareas espaciales en base al ELT'®. Se
estudio el efecto de la alimentacion con dieta blanda sobre
la expresion del factor neurotroéfico derivado del cerebro
(BDNF) en el hipocampo. Los ratones fueron divididos en
6 grupos, 3 recibieron dieta dura (en granos) y 3 dieta blanda
(pulverizada). Se sacrifico un grupo de cada tipo de dieta
empleada al primer, tercer y sexto mes de vida de los ani-
males. La alimentacion blanda redujo significativamente el
BDNF en el hipocampo al tercer y sexto mes, lo que corres-
pondié a una menor cantidad de conexiones sinapticas'’.
El mismo grupo de investigadores evalud el efecto de la
alimentacion con dieta blanda sobre la neurogénesis en el
hipocampo de ratones albinos. Los animales fueron dividi-
dos en grupos que masticaron dieta blanda y dieta dura.
Un grupo de cada dieta fue evaluado al tercer y sexto mes
de vida. Una reduccion significativa en el nimero de neu-
ronas en los grupos de ratones con alimentacion con dieta
blanda fue reconocido en el giro dentado al tercer y sexto
mes, lo que correspondio a una reduccion en la neurogénesis
en el hipocampo comparados con los animales alimentados
con dieta dura®. Adicionalmente, hay reportes que mues-
tran que masticar goma de mascar o el chupar un caramelo
no trae ventajas en la realizacion de tareas cognitivas; y
que el cambio de la masticacion hacia la succion, en el des-
arrollo de actividades cognitivas, no mejora o deteriora el
recuerdo'® ™,

En la presente investigacion, los resultados para el
tiempo de latencia en la fase de adquisiciéon fueron meno-
res a partir del segundo dia en el grupo masticacion normal
vs. el grupo masticacion deficiente, y los resultados en la
fase de recuperacion fueron muy similares entre ambos gru-
pos; sin embargo, debido a los resultados de los estadigrafos
aplicados, no hay suficiente evidencia para afirmar que las
diferencias observadas en la fase de adquisicion se deban
al tipo de masticacion. Estos resultados son similares a los
reportados por Frota de Almeida et al.?, quienes evaluaron
en el paradigma de Morris roedores de 3 meses de edad,
grupo etario que corresponde a ratones jovenes, el mismo
utilizado también en el presente trabajo, los cuales, como
ocurre en el ser humano, estan en una etapa de creci-
miento y desarrollo hacia la plenitud de sus capacidades
fisiologicas; es entendible que la masticacion deficiente
es solo un factor que puede alterar la adecuada funcion
de memoria y de aprendizaje, pero los organismos jove-
nes tienen otros componentes propios de su fisiologia que
inciden en dichas funciones cognitivas y que compensarian
la influencia de la masticacion deficiente. Sin embargo, al
encontrarse diferencias significativas en el grupo mastica-
cién normal al comparar los resultados del primer dia vs.
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los demas dias, se puede entender que la estimulacion neu-
ral que origina la masticacion normal (dieta en granos) en
el ratdén a largo plazo es muy importante para adquirir mas
rapidamente una tarea espacial al exponerlos a la misma
tarea durante varios dias consecutivos.

Es adecuado resaltar que en las investigaciones en roedo-
res que han sido sefaladas en parrafos anterior se maneja
el esquema de dar los cambios de dieta apenas ocurre el
destete y evaluar a los animales en el tiempo; el aporte de
la presente investigacion es que el cambio de alimentacion
(grupo masticacion deficiente) se ha dado a la 9.2 semana
de vida del animal, varias semanas después del destete, tra-
tando de simular lo que ocurre en el ser humano, en el cual
las alteraciones que originan deterioro de la masticacion se
van dando en el desarrollo de la vida y, generalmente, no
desde el inicio de la erupcion dentaria. Finalmente, seria
recomendable estudiar las mismas variables en organismos
de diferentes grupos etarios, pero aplicando la modificacion
metodoldgica resaltada en este Gltimo parrafo, con el propo-
sito de continuar explorando la asociacion entre las variables
propuestas para posteriormente aplicar dichos conocimien-
tos en el mejoramiento de la calidad de vida de los seres
humanos, siendo el deterioro de la memoriay el aprendizaje
un importante indicador en alteraciones como el deterioro
cognitivo leve o la enfermedad Alzheimer, y siendo la masti-
cacion una funcién que, en la mayoria de los casos, es facil
de rehabilitar si es que se encuentra alterada.
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