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1.-RESUMEN

Los alimentos son trascendentales para la existencia humana, por lo que se
requiere de un especial cuidado, como es el almacenaje a temperaturas idéneas
para el aumento del tiempo de su vida util, lo que conlleva al mantenimiento de sus
cualidades nutricionales.

Sin embargo cuando las condiciones de almacenaje no son las adecuadas, como
es en el caso de un aumento excesivo de temperatura, puede ocasionar que el
valor nutricional se vea afectado, lo cual al ser ingerido puede no proporcionar las
cantidades estandar sugeridas para el consumo diario de nutrientes o nutrimentos
como son: carbohidratos, proteinas, minerales, vitaminas, grasa y agua; pudiendo
ocasionar una malnutricién que puede derivar no solo en trastornos fisiolégicos
sino conductuales, como la ansiedad, la depresion, trastornos obsesivos
compulsivos o deficiencias en la memoria.

Por lo tanto para evaluar el efecto de la temperatura (40°C y 50 °C) y deficiencia
de la vitamina C en la conducta (ansiedad) se utilizaron 30 ratas cepa Wistar
recién destetadas

Se registrdé su peso corporal durante 30 dias, y tuvo acceso libre de agua y se
mantuvieron bajo las condiciones que indica la NOM 062-Z00-199
(especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio y las normas internacionales). Se les determind las concentraciones
plasmaticas de glucosa, colesterol y triglicéridos, donde se comparan los
resultados de los lotes controles y los lotes bajo las condiciones de dieta.

Posteriormente se realizaron las pruebas para evaluar ansiedad mediante el
modelo de enterramiento de esferas por 15 minutos, modelo luz-oscuridad (black-
White) durante 10 min y la actividad locomotriz durante 5 min.

Se recabaran los datos y se analizaron mediante la prueba de ANOVA de una via,
para observar y comparar los resultados obtenidos. Donde se observd que las
ratas pertenecientes a los lotes alimentadas con las dietas hipocaldricas expuestas
a 40°C y 50°C, muestran un mayor grado de ansiedad en comparacién con los
lotes control contra los cuales se compararon los resultados.
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2.-ANTECEDENTES

Los alimentos son trascendentales para la existencia humana, por lo que se
requiere de un especial cuidado, como es el almacenaje a temperaturas idéneas
para el aumento del tiempo de su vida util, lo que conlleva al mantenimiento de sus
cualidades nutricionales.

Para poder proporcionar a cada persona o grupo de personas los alimentos
necesarios para su adecuado desarrollo, segun su estado fisiolégico y sus
circunstancias se lleva mediante dietas (Buss, 1987).

2.1.-DEFINICION DE DIETA

Se define como el conjunto y cantidades de los alimentos o mezclas de alimentos
que se consumen habitualmente, aunque también puede hacer referencia al
régimen que, en determinadas circunstancias, realizan personas sanas, enfermas
0 convalecientes en el comer y beber. Solemos decir: “estar a dieta” como
sinénimo de una privacién parcial o casi total de comer. La Dietética estudia la
forma de proporcionar a cada persona o grupo de personas los alimentos
necesarios para su adecuado desarrollo, segun su estado fisiolégico y sus
circunstancias. Es decir, interpreta y aplica los principios y conocimientos
cientificos de la Nutricién elaborando una dieta adecuada para el hombre sano y
enfermo (Fontanilla, 2006).

Como dietas adecuadas, equilibradas o saludables se define aquellas que
contienen la energia y todos los nutrientes en cantidad y calidad suficientes para
mantener la salud. Los componentes de los alimentos que estan relacionadas con
algunas de las importantes funciones que realiza nuestro organismo se conocen
con el nombre de nutrientes. Asi, un nutriente es toda sustancia, de estructura
quimica conocida, esencial para el mantenimiento de la salud que, sin embargo, a
diferencia de otras, no puede formarse o sintetizarse dentro de nuestro cuerpo, por
lo que debe ser aportada desde el exterior, a través de los alimentos y de la dieta.
Ademas, si no se consume en cantidad y calidad suficientes, puede dar lugar a
algun tipo de desnutricion, y manifestarse en algun tipo de enfermedad algunas por
mencionar son el beri-beri, la pelagra, el escorbuto, etc. Por tanto, para que la
dieta sea correcta y equilibrada tienen que estar presentes en ella la energia y
todos los nutrientes en las cantidades adecuadas y suficientes para cubrir las
necesidades y mantener la salud (Fontanilla, 2006).

Existen diferentes tipos de dietas, este tema sera enfocado en las dietas
hipocaléricas.

2.1.1.-DIETAS HIPOCALORICAS

Las dietas hipocaldricas son aquellas que aportan menos calorias de las que
nuestro organismo necesita, pero tienen que seguir suministrando igual cantidad
de nutrientes (véase la Tabla 1) y cumplir los criterios de calidad nutricional
exigibles a cualquier otra dieta (Carbajal, 2005).
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Tabla 1.- APORTE A LAS INGESTAS RECOMENDADAS (HUMANO)(Carbajal,
2005).

APORTE A LAS INGESTAS RECOMENDADAS

Calorias Proteina Calcio Vitamina C
Dieta habitual 100 100 100 100
Dieta hipocalérica | 75 100 100 100

Las dietas hipocaléricas se siguen utilizando para conseguir pérdidas de peso en
pacientes con problemas de sobrepeso u obesidad. Ello es debido a que
ocasionan una pérdida de peso que redunda en una pérdida de masa grasa
(Vilaplana, 2005).

Sin embargo cuando las condiciones de almacenaje de los alimentos no son las
adecuadas, como es en el caso de un aumento excesivo de temperatura, puede
ocasionar que el valor nutricional de la dieta se vea afectado ya que las proteinas
de la dieta sufren modificaciones.

2.2.-MODIFICACIONES DE LAS PROTEINAS EN LA DIETA

Las proteinas estan formadas por cadenas de aminoacidos unidos por enlace
peptidico. Algunos de estos aminoacidos son esenciales, es decir, debemos
incorporarlos con la dieta. Ademas de su funcién desde el punto de vista
nutricional, las proteinas otorgan textura y sabor a los alimentos, las proteinas
sufren modificaciones como son el fraccionamiento y la desnaturalizacion protéica
(Lupano, 2013).La investigacion siguiente esta enfocada en la desnaturalizacion
protéica.

2.2.1.-DESNATURALIZACION PROTEICA

En la desnaturalizacion de proteinas se pasa de un estado ordenado a uno
desordenado, sin romper ninguna union peptidica. Se producen modificaciones en
la conformacion de las proteinas (estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria), y
desenmascaramiento de zonas hidrofobicas, dando como resultado el
desplegamiento de la molécula (Lupano, 2013).

Desde el punto de vista nutricional, se modifica la digestibilidad: en general la
digestibilidad aumenta, ya que al desplegarse quedan mas sitios expuestos al
ataque de las proteasas. La digestibilidad puede disminuir si el desplegamiento de
la proteina va seguido de agregacién. Uno de los agentes que participa en la
desnaturalizacion protéica es el factor temperatura (calor) (Lupano, 2013).

2.2.2.-AGENTE CALOR EN LA DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

La aplicacion de calor es uno de los agentes desnaturalizantes que se utilizan con
mayor frecuencia en alimentos ya que facilita la digestién de las proteinas, y logra
desnaturalizar los inhibidores de proteasas que frecuentemente se hallan en
alimentos basados en proteinas de leguminosas. La aplicacién de calor afecta la
estabilidad de las interacciones no-covalentes de la estructura tridimensional de las
proteinas, pues se eleva la entalpia de la molécula y se rompe el delicado balance
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de los enlaces que mantienen el equilibrio, esto afecta las propiedades funcionales
del alimento (Badui, 2006).

Dentro de esta investigacion a realizar, se evaluara la conducta de nuestras ratas,
exponiendo su alimentacién basada en una dieta deficiente de vitamina C, ya que
se ha encontrado informacion donde se demuestra que la deficiencia de tal
vitamina, esta relacionada con problemas conductuales tal como lo es la ansiedad.

2.3.-Vitamina C

Las vitaminas son un grupo de sustancias organicas de variada estructura, sin
valor energético propio, necesarias en pequefas cantidades que el organismo es
incapaz de sintetizar (Entrala, 1995).

Las vitaminas realizan dentro de la fisiologia humana, funciones muy especificas:
actuan como hormonas, catalizadores de reacciones celulares, coenzimas en el
metabolismo de los macronutrientres entre otras funciones (Marin, 2000).

Se dividen clasicamente en dos grupos en funcién de su solubilidad en disolventes:
vitaminas liposolubles y vitaminas hidrosolubles. La vitamina C se encuentra
dentro de las vitaminas hidrosolubles, estas vitaminas tienen como caracteristicas
que se disuelven en agua y se destruyen facilmente por la accién del calor y la
exposicion prolongada a la luz solar, no se almacenan en el organismo y se
desechan via renal ( Entrala, 1995).

Otras de sus funciones estan relacionadas con el metabolismo, actia como un
potente agente reductor y antioxidante.

Es una de las vitaminas a la que se atribuyen mayor niumero de propiedades
terapéuticas, aunque existen muchas lineas de investigacion abiertas y queda
mucho por demostrar. Las fuentes alimentarias de vitamina C son principalmente
alimentos de origen vegetal: frutas, verduras y hortalizas, fresas, tomate crudo,
perejil y pimientos crudos, citricos, etc. En los productos de origen animal las
cantidades son despreciables, exceptuando el higado, que se considera una
buena fuente de esta vitamina. En el procesamiento y conservacién de los
alimentos hay que tomar especiales precauciones, pues la vitamina C es de las
mas labiles, siendo las pérdidas considerables e incluso totales. Puede destruirse
por cambios de pH, por la luz, el calor, la oxidaciéon y por la presencia de iones
metalicos, especialmente cobre (Royo, 2013).

Ascorbato (vitamina C) es una molécula antioxidante vital en el cerebro. Sin
embargo, también tiene una serie de otras funciones importantes, participa como
co-factor en varias reacciones enzimaticas, incluyendo la sintesis de
catecolaminas, la produccion de colageno, y la regulacion de HIF-1a. El Ascorbato
es transportado hacia el cerebro a través de la vitamina C por medio del
transportador dependiente de sodio 2 (SVCT2), con lo cual causa acumulacion de
Ascorbato dentro de las células contra un gradiente de concentracion.

El Acido dehidroascérbico (Figura 1), la forma oxidada del Ascorbato, se transporta
a través de transportadores de glucosa de la familia GLUT. El Ascorbato se
propone como un neuromodulador de glutamatérgica, dopaminérgico, colinérgicos,
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y la transmision GABAérgica y comportamientos relacionados. Las enfermedades
neurodegenerativas implican tipicamente altos niveles de estrés oxidativo y, por
tanto el Ascorbato se ha relacionado por tener participacion en funciones
terapéuticas contra el accidente cerebro-vascular isquémico, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington (Harrison,
2009).

OH OH
o o
(8] —— o]
HO T, HO
HO OH Ze + Z2H O e
Acido ascorbico Acido dehidroascérbico

Figura 1. Estructura del acido L-ascérbico (vitamina C) y reaccion de oxidacioén en
la que se convierte en dehidroascérbico (http://goo.gl/blpMAI)

El cerebro es el mayor consumidor de oxigeno. Por consiguiente, es un sustrato
importante para la oxidacién de diversas especies nativas de oxigeno. En
particular, la membrana neuronal es particularmente susceptible a la Peroxidacion
lipidica por su alto contenido de acidos grasos poli-insaturados. La Peroxidaciéon de
las terminales nerviosas altera el transporte del neurotransmisor vy
subsecuentemente afecta el funcionamiento del SNC. Agregandose el dano que
las especies reactivas de oxigeno pueden causar por estrés oxidativo y cambios
vasculares, todo lo cual ha sido observado en el desorden del animo. Los
antioxidantes sirven al organismo como mecanismos de defensa del organismo
contra el estrés oxidativo, pero de forma interesante, la concentracion de
antioxidantes del cerebro es baja, lo cual puede favorecer un ambiente pro-
oxidante. Los suplementos con altas dosis de antioxidantes han demostrado
enlentecer la progresién del dafio neuronal y la enfermedad vascular, y por
consiguiente pueden ser efectivos en la prevencion del desorden del animo,
aunque es muy escasa la literatura al respecto. La vitamina C o acido ascérbico es
un potente antioxidante que es necesario para la prevencion del estrés oxidativo,
de hecho, ningun otro antioxidante reduce su nivel hasta que el acido ascorbico se
agote. Pequenos estudios han demostrado que suplementos altos en vitamina C
reducen la severidad de los desordenes del animo, asi como las puntuaciones de
depresion en individuos saludables (Bodnar, 2005).

Ya que existen articulos de investigacién en los que se demuestra que la vitamina
C, tiene participacién y esta involucrada en el desorden del animo, evaluaremos la
ansiedad en nuestras ratas.

2.4.-ANSIEDAD

La ansiedad, es un mecanismo que nos permite adaptarnos a situaciones
adversas que ponen en peligro la homeostasis o equilibrio corporal y psiquico de
un individuo, esta intimamente relacionada a la idiosincrasia del mismo y puede
presentarse ante diferentes circunstancias como el estrés ( Cofer,1987).
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La ansiedad se presenta como una serie de trastornos psiconeuroticos, razon por
la cual su explicacion biolégica o psicologica es difusa. Las manifestaciones
fisiolégicas que se presentan cuando la ansiedad ha dejado de ser un mecanismo
de defensa, para convertirse en una situacién patoldgica, se puede explicar
mediante una hipotesis en la cual se cree que la ansiedad es capaz de estimular al
sistema nervioso auténomo (SNA), produciendo descargas adrenérgicas las cuales
son responsables de las manifestaciones fisioldgicas presentadas por la ansiedad
(File, 1996).

2.4.1.-CLASIFICACION DE LA ANSIEDAD

Con respecto a las dos nosologias psiquiatricas internacionales: The International
Statistical Classification of diseases tenth revision y al Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorde American Psychiatric Association, los trastornos de
ansiedad son clasificados de la siguiente manera (Tabla 2)

Tabla 2. COMPARACION DE LOS TRASTORNOS DE ANSIEDAD ENTRE EL
ICD-10 Y EL DSM-IV (Echeburua, 1996).

ICD-10 DSM-IV
F40 Trastornos fébicos 300.21 Trastorno de panico con agorafobia
F40.1 agorafobia 300.22 Agorafobia sin historia de trastorno de
F40.2 Fobia especifica panico

300.23 Fobia social
F41 otros trastornos de ansiedad 300.29 Fobia especifica
F41.0 Trastornos de ansiedad 300.01 Trastorno de panico sin agorafobia
F41.1 Trastornos de ansiedad generalizada 300.02 Trastorno de ansiedad generalizada

F41.2 Trastorno mixto de ansiedad y depresion | 300.30 Trastorno obsesivo compulsivo
300.24 Trastorno adaptativo con estado de

F42 Trastorno obsesivo compulsivo (animo ansioso)

F43 Trastorno de estrés intenso y trastorno de | 300.81 Trastorno de estrés postraumatico
adaptacion 300.82 Trastornos de personalidad por
F43.0 Reaccion de estrés aguda evitacion

F43.1 Trastorno de estrés postraumatico
F60.6 Trastorno de personalidad ansiosa (por
evitacion).

A pesar de la semejanza entre la clasificacién de los trastornos, las diferencias
existentes plantean las cuestiones conceptuales que aun no estan resueltas y que
corresponden a los limites de los trastornos de ansiedad y como pueden ser
clasificados estos dentro de tales limites (Echeburua, 1996).

En la neuroanatomia y neuroquimica funcional, se contempla a las bases
bioldgicas y quimicas de la ansiedad como un entramado de redes neuronales,
con lo cual es posible explicar la ansiedad en relacién a diferentes sistemas de
neurotransmision.
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2.4.2.-NEUROANATOMIA DE LA ANSIEDAD

Los circuitos neuronales que explican el mecanismo de la ansiedad, estan
organizados en diferentes niveles que indican las demandas para los procesos
cognitivos. Entre las regiones cerebrales involucradas en el sustrato anatomico del
sistema de inhibicion del comportamiento, se encuentra la amigdala cerebral, en la
cual se producen implicaciones sobre la expresién, condicionamiento de la
extincion del miedo o ansiedad aguda, asi como la responsable del
condicionamiento clasico.

Otra region involucrada es el sistema septo-hipocampal, el cual se cree que esta
Involucrado en la integracion del conocimiento y mecanismos fisiolégicos en
reacciones defensivas.

La materia gris periaqueductal y locus coerulius (LC) median la respuesta
autonémica simple, ademas el LC ha sido implicado en la génesis de panico. Por
otro lado, en investigaciones realizadas con pacientes que sufrieron de trastornos
como el estrés postraumatico, han demostrado que existe degeneracién en el
hipocampo. Aunado a esto, se ha determinado que los niveles elevados de
ansiedad pueden causar dafios estructurales cerebrales (Bustamante, 2012).

2.5.-APROXIMACIONES EXPERIMENTALES

Histéricamente, la investigacion en animales principalmente roedores, ha sido
fundamental en los esfuerzos para entender los sistemas neurales que regulan
emociones, como estos sistemas presentan disfunciones en condiciones
patolégicas y como pueden ser moduladas terapéuticamente (Cryan, 2005).

A pesar de que roedores y humanos comparten mas del 90% de su genes (Kumar,
2013), existen considerables diferencias anatémicas en cerebros de humano y
roedor, como la corteza cerebral por lo que ciertos aspectos de la sintomatologia
que se expresa en el humano son imposibles de modelar en animales.

Sin embargo, la corteza cerebral no actua de forma aislada, sino que esta
intimamente interconectada con estructuras subcorticales, bien conservadas en los
mamiferos y organizadas estructuralmente de forma comun en los cerebros de los
vertebrados (Cryan, 2005).

Para evaluar si un procedimiento experimental en un animal tiene validez como
modelo para evaluar ansiedad, debe contar con estos minimos requisitos para su
validez.

Debe ser razonablemente analogo a un trastorno humano en sus manifestaciones
o sintomatologia (Tabla 3); que provoque un cambio conductual que pueda ser
monitoreado objetivamente; que produzca cambios conductuales que sean
revertidos por las mismas modalidades de tratamiento que son efectivas en
humanos; y que sea reproducible entre investigadores (Cryan, 2005).

Pagina

17



Tabla 3. Como se pueden modelar los sintomas de los trastornos de ansiedad en
roedores (Cryan, 2005).

SINTOMA MODELO ANIMAL

Evitacién de lugares de donde el escape puede ser Alta evitacion de areas expuestas y bien iluminadas
dificil (agorafobia)

Aparicién repentina de miedo intenso, frecuentemente Conducta de escape de un depredador
con dificultad respiratoria y miedo de “volverse loco”
(ataque de panico)

Ansiedad provocada por situaciones sociales, llevando Baja interaccion social con congéneres desconocidos
a una conducta de evitacion ( fobia social)

Ansiedad provocada especificamente por un objeto de Aversion condicionada al sabor
miedo, llevando a una conducta de evitacion ( fobia
especifica)

Re- experiencia de un evento traumatico, llevando a un Aumento en la respuesta de freezing o congelamiento

incremento en la activacion y evitacion de estimulos a una sefal o contexto condicionados al miedo.
asociados con el evento ( trastorno de estrés post-
traumatico)
Obsesiones que provocan ansiedad y compulsiones Aumento en la conducta de enterramiento de canicas y
que reducen la ansiedad ( trastorno obsesivo acicalamiento excesivo
compulsivo)
Dificultad para concentrarse o mente en blanco Deficiencias en la atencion sostenida

( trastorno de ansiedad generalizada)

Para la evaluacion de la ansiedad en animales de laboratorio existen diferentes
modelos, los cuales se basan en la conducta y etologia de estos, como son
conductas exploratorias, miedo a la luz-oscuridad, aversion a estimulos adversos
(toques con corriente eléctrica), o conductas repetidas mediante estimulos
especificos.

Las ratas manifiestan su ansiedad con acicalamiento, levantamiento en dos patas,
el tiempo que permanecen sin presentar movimientos, entre otras manifestaciones,
lo cual se analizara mediante los métodos siguientes:

En los procesos de investigacion con respecto a la ansiedad se han desarrollado y
validado modelos para su estudio, dentro de los cuales existen: Actividad
Locomotriz; prueba modelo de esferas, Modelo White-Black. Los cuales se
explicaran detalladamente en que consisten dentro de la metodologia.

2.5.1.-EXPERIMENTACION ANIMAL

Un modelo animal puede definirse como el uso de un animal para simular una
condicion de una patologia humana. Estos son usados para estudiar el origen y los
mecanismos subyacentes a la enfermedad, asi como para generar tratamientos
para combatirla. En gran medida, gracias a la investigacion con animales, los
cientificos han descubierto maneras de sanar enfermedades y prolongar la vida
humana. El uso de nuevos farmacos o procedimientos terapéuticos destinados al
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tratamiento de patologias humanas requieren de una evaluacién previa en
sistemas bioldgicos completos no humanos; para tal propdsito son de gran utilidad
los animales de experimentacion. Asi los resultados de la investigacion con
modelos animales proporcionan la informacién necesaria para disefar pruebas
humanas que también deben completarse para la aprobacion legal de nuevos
dispositivos, farmacos y procedimientos con caracter terapéutico y de diagnostico
(Zuniga, 2001).

La experimentacién animal se define como una actividad que tiene como mision
evidenciar o aclarar fenémenos biolégicos sobre especies animales determinadas
en este caso se realizara la experimentacion sobre ratas cepa Wistar macho
(Zuniga,2001).

Se entiende que un experimento empieza cuando se inicia la preparacion del
animal para su uso y termina cuando se acaban las observaciones a realizar sobre
el mismo. El uso de los animales como reactivos bioldgicos en el contexto de la
investigacion cientifica ha aportado numerosos beneficios.los estudios en animales
de laboratorio han contribuido de manera directa a incrementar la esperanza de
vida del hombre, en la produccién y validacion de vacunas, en el estudio de las
enfermedades, entre otras.

Existe amplia evidencia de que el dafo que la desnutriciébn causa en la estructura
encefalica trae repercusiones tanto fisicas como neurolégicas. Se han realizado
trabajos de investigacion, en donde las ratas han sido sometidas a una
malnutricion protéica con lo cual se han visto afectadas a nivel neuroldgico lo cual
se ha demostrado realizando modelos tales como son el test “laberinto de tipo
lineal”. Este tipo de estudios demuestran que no existe relacion entre el desarrollo
corporal y la capacidad de aprendizaje, ya que mientras el primero se muestra
reversible con la rehabilitacion nutricional, no ocurre asi en el segundo. La
desnutricidon llevada a cabo en ratas, trae como consecuencia una reducciéon del
peso encefalico, lo cual persiste incluso después de la rehabilitacion nutricional de
las ratas (Sanchez, 1975).

Se ha encontrado informacién en la cual la malnutricion o una alimentaciéon no
completa lleva a las ratas a tener un efecto ansiogénico en el comportamiento de
la rata, con lo cual se evaluara con una dieta hipocalorica y asi poder demostrar si
causa el efecto ansiogénico en las ratas (Villa,2010).
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3.-OBJETIVO GENERAL

Evaluar la conducta (ansiedad) de ratas Wistar macho, alimentadas mediante
dietas hipocaldricas expuestas a temperaturas de 40°C y 50°C deficientes de
vitamina C, para asi determinar si presentan cambios significativos conductuales
(ansiedad) y a nivel plasmatico.

3.1.-OBJETIVOS PARTICULARES

o Registrar el peso corporal de cada rata Wistar durante 30 dias para mantener
un registro de los pesos de las ratas.

e Evaluar por medio del modelo de enterramiento de esferas, el grado de
ansiedad de las ratas.

e Registrar la actividad locomotriz durante un periodo de 5 min a cada rata.

e Se registrara la conducta por medio del modelo luz-oscuridad (black- white)
durante un tiempo de 10 minutos a cada rata, para observar la conducta que
manifiestan.

e Determinar las concentraciones plasmaticas de glucosa, colesterol,
triglicéridos e insulina de cada una de las ratas.

4.-HIPOTESIS

Dado que en estudios realizados se ha comprobado que el factor temperatura
afecta a las proteinas presentes en los alimentos y la deficiencia de vitamina C en
la dieta que esta relacionada con cambios en la conducta como la ansiedad, sé
espera por lo tanto, que el estudio que se realizara en ratas cepa W alimentadas
con una dieta deficiente de vitamina C y expuesta a temperaturas de 40°C y 50°C
tenga un efecto significativo en su conducta.
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5.-MATERIAL

5.1.-INTRUMENTOS, EQUIPOS Y MATERIAL

MATERIAL MARCA
Caja de Acrilico N/A
Viruta N/A
Actividad locomotriz Opto-Varimex
SYNCHRON CX® 5 Delta Beckman-Coulter
Racks N/A
Camara de vida de Anaquel BARNSPEAD mod. E12560

5.1.1.-REACTIVOS QUIMICOS

REACTIVOS

Etanol 70%

Eter

5.1.2.-MATERIAL BIOLOGICO
5.1.3.1.-ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para el estudio se utilizaran 30 ratas cepa Wistar (macho) de 45 dias de edad, los
cuales se dividieron en 5 grupos de 6 animales los cuales se distribuiran de la
siguiente manera: GRUPO A: Control con dieta Normal, GRUPO B: Control Dieta
Referencia, GRUPO C: Dieta hipocalérica expuesta a 4°C, GRUPO D: Dieta
hipocaldrica expuesta a 40°C, GRUPO E: Dieta hipocaldrica expuesta a 50°C. Se
obtendra y se registrara el peso corporal durante 30 dias, las ratas se alimentaran
durante 30 dias a las condiciones de dieta mencionadas a continuacién. Los animales
que se utilizaran en este experimento fueron proporcionados por el Bioterio de la
Facultad de Quimica, UNAM.

5.1.3.2.-ALIMENTO PARA LA EXPERIMENTACION

Se utilizaran 3 tipos de dietas para las ratas, una se utilizara para las ratas control
(Tabla 4), dieta para el lote referencia (tabla 5) y el otro tipo de dieta, se utilizara para
las ratas alimentadas con dieta hipocaldrica expuesta a temperaturas de 4,40 y 50
(Tabla 6).

Dieta Laboratory chow 5001 para ratas de laboratorio

TABLA 4.- Alimentacion que se utilizara para las ratas que se utilizaran como normal:

ESPECIFICACIONES PORCENTAJES

Humedad (max.) 12.0 %
Proteina (min.) 23.0 %
Grasa (min.) 4.50 %
Calcio (max.) 1.0%
Fibra (max.) 6.0 %
Cenizas (max.) 8.0 %

E.L.N. (p. DIF.) 46.50 %
Fosforo 0.61 %
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Tabla 5.-Alimentacion que se utilizara para las ratas que

se utilizaran como

referencia:
A B
INGREDIENTE g/100g DE DIETA g/100g DE DIETA
HUMEDAD - 1.5
PROTEINA - 10
LIPIDOS - 14.17
FIBRA CRUDA - 6
CENIZAS - 2.24
HIDRATO DE CARBONO - 66
VITAMINA C (mg) - 0.045
CASEINA (88%) DE PUREZA 11.4 -
SACAROSA 22 -
GLUCOSA 19 -
FECULA DE MAIZ 25 -
MANTECA VEGETAL 8 -
ACEITE DE MAIZ 6 -
MEZCLA DE SALES 2 -
MEZCLA DE VITAMINAS 1 -
DISOLUCION DE COLINA AL 0.4 -
50%
CELULOSA COMERCIAL 6 -
ENERGIA (Kcal) 431 431.53

Dentro de la columna A pertenecen los componentes y sus cantidades utilizados en la dieta
tomada como referencial los datos son obtenidas por el proveedor, la columna B muestra el

analisis quimico proximal de la formulaciéon obtenido de la tabla de composicidon de valor

nutritivo de los alimentos (Mufioz, 1996).

Tabla 6.-Alimentacion que se utilizara para las ratas que se utilizara como

prueba:
A B C
FORMULACION 1 g/100g de g/100g de g/100g de
formulacion formulacion formulacion
HUMEDAD - 2.32 2.16
PROTEINA - 10 14.82
LIPIDOS - 20.12 29.82
FIBRA CRUDA - 9.66 -
CENIZAS - 5.01 4.46
HIDRATO DE CARBONO - 52.23 48.11
VITAMINA C 0.6 04 0.6
LECHE ENTERA 57.7 - -
ACEITE DE MAIZ 15.0 - -
MAIZENA 26.7 - -
ANTI-OXIDANTE BHT 0.03 - -
ENERGIA (Kcal) 430 430 520
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La formulacidon perteneciente a la columna A son las propiedades de la dieta que se
encuentran englobadas en cada uno de sus componentes, la columna B es cada una de las
propiedades especificadas con el analisis quimico proximal de la formulacién en forma
detallada la cual fue expuesta a temperaturas de 4°C, 40°C y 50°C, y la columna C son los
componentes y cantidades obtenidas de forma tedrica de la tabla de composicién de valor
nutritivo de los alimentos (Mufioz, 1996).

5.1.3.2.1.-ALMACENAMIENTO DE LA ALIMENTACION

La formulacion (Tabla 7), que sera nuestra dieta problema sera sometida a las
siguientes condiciones (Tabla 8), durante un periodo de 2 meses antes de ser
alimentadas.

TABLA 7.-Almacenamiento de dieta problema

TEMPERATURA( °C) ALMACENAMIENTO % DE HUMEDAD
RELATIVA
4°C Refrigeracion No esta controlada
40°C Camara 15
50°C Camara 15
5.2.-METODOS

5.2.1.-MARCADO Y DISTRIBUCION DE LOTES

Se trabajara con un total de 30 ratas cepa Wistar machos, las cuales se marcaran para
posteriormente distribuirlas como se muestra en la tabla 8:

TABLA 8.- DISTRIBUCION DE RATAS EN LOS 5 LOTES A TRABAJAR.

LOTE DIETA NUMERO DE RATAS
LOTE 1 Control “Normal” 6
LOTE 2 Referencia ( Caseina) 6
LOTE 3 Hipocaldrica expuesta a 4°C 6
LOTE 4 Hipocaldrica expuesta a 40°C 6
LOTE 5 Hipocaldrica expuesta a 50°C 6

5.2.2.-METODOS PARA EVALUAR ANSIEDAD

Se evaluara la ansiedad en todas nuestras ratas de los diferentes 5 lotes utilizando los
métodos siguientes:

5.2.2.1.-MODELO LUZ-OSCURIDAD (WHITE-BLACK).

Crawley y Goodwin lo describieron como un modelo sencillo utilizado para detectar el
comportamiento de ratas o ratones ante los efectos de diversos ansioliticos (Vogel,
2008).

Para realizar la siguiente prueba se seguira con el procedimiento siguiente:
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El equipo utilizado para la prueba de la transicién/ oscuridad consistira en una caja de
acrilico (45 cm X 27 cm X 27 cm) separada en dos secciones por medio de una base
aproximada de 9cm? con una apertura de 7.5 cm situado a nivel de piso.

Dos quintas partes de la caja se pintaron de color negro y se iluminaron con luz roja
tenue (1x 60 watts), la parte restante de la caja, se pintdé de color blanco y se iluminara
con luz blanca brillante (1x60 watts).

Los animales se adaptaran a estas condiciones por un periodo de 1 h, en donde de
forma individual se colocaran a las ratas en el centro del compartimiento blanco; por
un periodo de 5min.

La conducta se video grabara para su posterior analisis.

Se registraran los parametros siguientes: tiempo de permanencia en cada
compartimiento(s), numero de levantamientos en cada area, numero de
acicalamientos en cada compartimiento y el nimero de transiciones entre el area
blanca y el area obscura (Costall, 1989).

Figura 2. Modelo luz-oscuridad (white-black) (Bustamante, 2012).
5.2.2.2.-PRUEBA MODELO DE ESFERAS

Fernandez-Guasti y Lopez-Rubalcava, utilizaron este modelo para estudiar la potencia
de diversos ansioliticos. Njung'e y Handley, describieron el escondrijo de esferas en
ratones, como un modelo para la deteccién de ansiedad (Vogel, 2008).

Para realizar esta prueba se siguié la metodologia siguiente:

1.- Se cubrira el fondo de la caja de acrilico con viruta comprimiéndolo levemente con
la palma de la mano, hasta tener un grosor (altura) de 3cm.

2.- Se colocaran 25 “esferas” (1.5 cm de diametro) por caja, distribuidas al azar sobre
el aserrin comprimido

3.- Se evaluara a las ratas en forma individual dentro de la caja con la viruta
comprimida y las “esferas”. Se evalud y se registro el nimero de “esferas” enterradas
por cada raton (se considero una “esfera” enterrada hasta el 75% del tamafio de la
misma), durante 15minutos, posteriormente, se saco a los ratones y se cuantifico la
respuesta por “enterramiento”.

4.- Se registrara el comportamiento conductual siguiente: numero de esferas
enterradas y la latencia medida en minutos al enterrar las esferas.
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5.-Se registraran los datos y se analizaron mediante ANOVA de una via o Kruskall-
Walllis prueba post-hoc: Duncan’s (Naranjo, 2009).

Figura 3. Modelo de Esferas (Bustamante, 2012)

5.2.2.3.-ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ (MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
ESPONTANEA)

Con este modelo se evaluaran los efectos potenciales de la dieta a las que seran
expuestas las ratas sobre su actividad espontanea, todas las ratas se probaran en un
mostrador automatico de la actividad. Este sensor consiste en una jaula de acrilico que
mide 51.1x 9.5x 69.2 cm con dos series de 15 rayos infrarrojos que estan colocados
en forma perpendicular uno al otro. Los rayos estan a una distancia de 2.5 cm, de tal
manera que la interrupcién de cada rayo genera un impulso eléctrico que se procesa y
se evaluara el evento. Se registraran los eventos ambulatorios y la actividad total en
un tiempo maximo de 5 min (Bustamante, 2012).

Figura 4. Mostrador automatico para evaluar la actividad locomotriz
(Bustamante, 2012).
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5.2.3.-PRUEBAS PARA EVALUAR CAMBIOS HEMATOLOGICOS

5.2.3.1.-TOMA DE MUESTRA

La muestra sanguinea que se tomara de nuestras ratas, se obtendra por sangrado de
seno infraorbital el cual se lleva acabo de la manera siguiente:

Se anestesia a la rata con un anestésico volatil y de corta duracién (éter), se requiere
de un tubo capilar partido en tres, una de las tres partes del capilar se va a introducir
en la comisura externa del ojo de la rata, teniendo cuidado de no tocar el ojo, al
termino del procedimiento se extrae el capilar, no debe haber sangrado, pero en caso
de que ocurra, se hace un poco de presion con un trozo de gasa o algodon en el
parpado.

Posteriormente la muestra sanguinea se centrifugara, y se separara el plasma, para
ponerlo en conservacion de ultra-congelacién a una temperatura de -80°C
(Bustamante, 2010).

5.2.3.2.-DETERMINACION DE GLUCOSA

La determinacién de los niveles plasmaticos de glucosa, se obtendra utilizando el
sistema automatizado SYNCHRON CX® 5 Delta de Beckman-Coulter.

5.2.3.2.1.-ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

El oxigeno se consume a la misma velocidad en la que la glucosa reacciona para
formar acido glucénico

Glucosa Oxidasa i
B-D-glucosa+0: » Acido glucénico + Hz20:
H20

Debido a que se mide el consumo de oxigeno en vez de la formacién de peréxido, el
unico requisito es que el peroxido debe ser destruido de tal forma que no vuelva a
formar oxigeno. Segun la reaccién siguiente, la adicion de etanol al reactivo hace que
el peroxido, en presencia de la catalasa, se destruya sin producir oxigeno

Catalasa
H20: + etanol > Acetaldehido + H20

Para asegurar la destruccién completa del perdxido, se agrega yoduro y molibdato al
reactivo enzimatico, lo que produce la reaccién siguiente:

Molibdato
H202 + 2H* + 2I- » |2+ 2H20

La reaccion sera efectiva aun después de que la actividad de la catalasa haya
disminuido con el tiempo de almacenamiento.
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5.2.3.2.2.-METODOLOGIA GLUCOSA

La proporcion es una parte de muestra a 76 partes de reactivo. La velocidad pico de
consumo de oxigeno es directamente proporcional a la concentracion de GLUC en la
muestra (https://goo.gl/48d4we)

5.2.3.3.-DETERMINACION DE COLESTEROL

Utilizando el sistema automatizado SYNCHRON CX® 5 Delta de Beckman-Coulter, se
registraran los niveles de colesterol en plasma.

5.2.3.3.1.-ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

El Reactivo CHOL, se usa para medir la concentracion de colesterol por un método de
punto final.

En la reaccion el Ester de Colesterol (CE) hidroliza los ésteres de colesterol a
colesterol libre y acidos grasos

CE
Ester de Colesterol —————p Colesterol + acido graso

El colesterol libre es oxidado a colesten-3-ona y peroxido de hidrégeno por medio del
colesterol oxidasa (CO)

(of0)
Colesterol + O2 » Colestén-3-ona + H202

La peroxidasa cataliza la reaccion del peroxido de hidrogeno con 4- aminoantipirina (4-
AAP) y fenol y produce un producto de quinoniemina de color.

Peroxidasa
2H202 + 4-AAP + Fenol » Quinoniemina + H20

5.2.3.3.2.-METODOLOGIA COLESTEROL

La proporcion es una parte de muestra a 100 partes de reactivo. El sistema controla el
cambio de absorbancia a 520 nm. Este cambio de absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de CHOL en la muestra y es usado por el sistema para
calcular y expresar la concentracién de CHOL.

5.2.3.4.-DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS

Utilizando el sistema automatizado SYNCHRON CX® 5 Delta de Beckman-Coulter, se
registraran los niveles plasmaticos de triglicéridos.

5.2.3.4.1.-ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

El Reactivo GPO se usa para medir la concentracion de triglicéridos mediante un
método de punto final.

Pagina

27



Los triglicéridos en la muestra son hidrolizados a glicerol y acidos grasos libres por
accion de la lipasa

Lipasa i
Triglicéridos » Glicerol + Acidos Grasos

Una secuencia de tres pasos enzimaticos acoplados usando glicerol quinasa (GK),
glicerol fosfato oxidasa (GPO), y peroxidasa de rabano picante (HPO) que causa el
acoplamiento oxidante del acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfénico (DHBS) con 4-
aminoantipirina y forma un colorante rojo de quinoniemina

GK
Glicerol + ATP » Glicerol-3- fosfato+ADP
Mg++

GPO
Glicerol-3-fosfato+ 02 5 Dihidroxiacetona + H202

HPO
2H:02 + 4-Aminoantipirina+DHBS ____ Colorante Quinoneimina + HCI + 2H20

5.2.3.4.2.-METODOLOGIA TRIGLICERIDOS

La proporcion es una parte de muestra a 100 partes de reactivo. El sistema controla el
cambio de absorbancia a 520 nm. Este cambio de absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de TG en la muestra y es usado por el sistema para
calcular y expresar la concentracién de TG.
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5.3.-DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaran 30 ratas Wistar (machos) de 45 dias

'

Se dividirdn en 5 grupos o lotes, cada uno compuesto por 6
ratas, las cuales se marcaran con color y nimero para
diferenciar los lotes, estos seran distribuidos de la siguiente

manera:
A 4 v y
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D GRUPO E
“CONTROL” “REFERENCIA” Dieta expuesta a Dieta expuesta a Dieta expuesta a
Dieta normal (CASEINA) 4°C. 40°C 50°C
\ 4 \ 4 \ 4 A 4 A 4

Se registrard el peso corporal de cada rata Wistar durante 30 dias.

Con previa anestesia, Obtener
de la comisura posterior del
seno venoso muestra sanguinea,
separar plasma para las pruebas
siguientes:

A 4

Determinacion de
Glucosa,
Triglicéridos y
Colesterol

A 4

Mediante el equipo:

SYNCHRON CX® 5 Delta de
Beckman-Coulter

Se les realizara las
siguientes pruebas
para evaluar la
ansiedad:

“Modelo de esferas” (15 min.)

“Actividad Locomotriz” (5 min).
“Modelo White-Black (10min.)
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6.-RESULTADOS
PESO PROMEDIO OBTENIDO DE LAS RATAS DURANTE LA EXPERIMENTACION

La grafica 1 representa el peso promedio de las ratas pertenecientes a los diferentes
lotes expresado en Kg. Se realizo la prueba de ANOVA de una via de los diferentes
lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta hipocalérica expuesta a 4°C, dieta
hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocalérica expuesta a 50°C). Asi mismo se
realizé la comparacion con respecto al grupo control (dieta normal) en la cual se
obtuvieron diferencias significativas Fag, 0.05= 11.204.

PESO DE LAS RATAS
—@— Dieta Normal
—@— Dieta Referencia
w— Dieta 4°C
A Dieta 40°C
—m— Dieta 50°C

300

250 ~ —_—

200
*

150

100

PESO PROMEDIO (Kg)

o 2 5 7 9 12 16 21 26 27
DIAS

GRAFICA 1.Peso de las ratas. Cada linea representa el valor promedio + E.E.
Diferencia significativa a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C y dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C.ANOVA de una via (Fao, 0.05= 11.204), prueba post-hoc Duncan’s test.
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6.1.-RESULTADOS MODELO WHITE-BLACK

A continuacién se muestran las graficas obtenidas al someter a las ratas al modelo luz-
oscuridad (White-Black):

En la grafica 2 se muestra el periodo de permanencia en el area blanca de las ratas
pertenecientes a los diferentes lotes expresado en segundos, se realizé la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacion con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas F27, 0.05= 2.401.

PERMANENCIA AREA BLANCA
600 -
[ Dieta Normal
Hl Dicta Referencia
I Dieta 4°c
500 - I Dieta 40°C
E Dieta 50°C
400 -
©
O
O 300 A
=
w
|_
200
100
0

+

GRAFICA 2.Permanencia en area blanca. Cada barra representa el valor promedio
E.E. expresado en segundos. n.s a *p > 0.05. ANOVA de una via (F27, 0.05= 2.401),
prueba post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 3 muestra los levantamientos en el area blanca de las ratas pertenecientes
a los diferentes lotes, se realizé la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes
(dieta normal, dieta referencia, dieta hipocalérica expuesta a 4°C, dieta hipocalérica
expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizdé la
comparacion con respecto al grupo control (dieta normal) en la cual no se obtuvieron
diferencias significativas F27,0.05= 1.819.

LEVANTAMIENTOS AREA BLANCA

[ Dieta Normal
Il Dicta Referencia

40 B Dieta 4°C
[ Dieta 40°C
I Dieta 50°C

o
(@)
|_
Z 30 A
w
=
<
|_
Z
<
0 20 -
—
L
o
O
o

10 -
=
p)
Z

0 T

DIETA

GRAFICA 3. Levantamientos area blanca. Cada barra representa el valor promedio +
E.E. n.s a *p > 0.05. ANOVA de una via (F27,0.05= 1.819), prueba post-hoc Duncan’s
test.
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La grafica 4 representa los acicalamientos realizados en el area blanca. Se realizé la
prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia,
dieta hipocaldérica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta
hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizé la comparacion con respecto al
grupo control (dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas Fa7,
0.05= 6.260.

ACICALAMIENTOS AREA BLANCA

[ Dieta Normal

16 - Hl Dieta referencia

[ Dieta4°C
* @ Dieta 40°C

14 - I Dieta 50°C
N
S |
Z 12 - -
L
=
< 10 -
—
<
O
»n 87
<
L
O 6 -
@)
i
s 47
i)
Z

2 .

0

1 2 3 4 5

GRAFICA 4. Acicalamientos area blanca. Cada barra representa el valor promedio *
E.E. Diferencia significativa a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia. ANOVA
de una via (F27,0.05= 6.260), prueba post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 5 muestra el porcentaje de permanencia en el area blanca. Se realizé la
prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia,
dieta hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocalérica expuesta a 40°C, dieta
hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizé la comparacion con respecto al
grupo control (dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas Fa7,
0.05= 2.397.

PORCENTAJE DE PERMANENCIA EN AREA BLANCA

1 Dieta Normal

100 - Hll Dicta Referencia
B Dieta 4°C
I Dieta 40°C
_ Bl Dieta 50°C
80 A
S
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=
<
|_
prd
O
x 401
O
o
20 A
0 .
1 2 3 4 5
DIETA

GRAFICA 5. Porcentaje de permanencia en el area blanca. Cada barra representa el
valor promedio * E.E. n.s a *p > 0.05. ANOVA de una via (F27, 0.05= 2.397), prueba
post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 6 representa las transiciones en el area blanca. Se realizé la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocalérica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacion con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual se obtuvo diferencias significativas entre dieta normal vs
dieta referencia Fazs, 0.05= 2.985.

TRANSICIONES AREA BLANCA

* (1 Dieta Normal
El Dieta referencia

12 1 I Dieta 4°C
B Dieta 40°C
EE Dieta 50°C

10 4

NUMERO DE TRANSICIONES
»

GRAFICA 6. Transiciones area blanca. Cada barra representa el valor promedio
t E.E. Diferencia significativa a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia.
ANOVA de una via (F2g, 0.05= 2.985), prueba post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 7 se muestra el periodo de permanencia en el area obscura de las ratas
pertenecientes a los diferentes lotes expresado en segundos, se realizé la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizé la comparacion con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas F27, 0.05= 2.403.

PERMANENCIA AREA OBSCURA

[ Dieta Normal

600 - Hl Dieta Referencia
I Dieta 4°C
[ Dieta 40°C
500 - I Dieta 50°C
400 -
®
O
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=
w
|_
200 -
100 4
0 T
1 2 3 4 5
DIETA

GRAFICA 7.Permanencia en area obscura. Cada barra representa el valor promedio
1 E.E. expresado en segundos. *n.s a p > 0.05. ANOVA de una via (F27,0.05= 2.403),
prueba post-hoc Duncan’s test.

Pagina

36



La grafica 8 muestra los levantamientos en el area obscura de las ratas pertenecientes
a los diferentes lotes, se realiz6 la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes
(dieta normal, dieta referencia, dieta hipocalérica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 40°C, dieta hipocalérica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la
comparacion con respecto al grupo control (dieta normal) en la cual no se obtuvieron
diferencias significativas F27, 0.05= 2.524.

LEVANTAMIENTOS AREA OBSCURA

(1 Dieta Normal

60 1 Hll Dicta referencia
B Dieta 4°C
B Dieta 40°C

50 - I Dieta 50°C

40

NUMERO DE LEVANTAMIENTOS

30 A
20 A
10 A
0 T
1 2 3 4 5
DIETA

GRAFICA 8. Levantamientos area obscura. Cada barra representa el valor promedio
+ E.E. n.s a *p > 0.05. ANOVA de una via (F27,0.05= 2.524), prueba post-hoc Duncan’s
test.
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La grafica 9 muestra el porcentaje de permanencia en el area obscura. Se realizo la
prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia,
dieta hipocaldérica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta
hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizé la comparacion con respecto al
grupo control (dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas Fa7,
0.05= 2.230.

PORCENTAJE DE PERMANENCIA AREA OBSCURA
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GRAFICA 9. Porcentaje de permanencia en el area obscura. Cada barra representa el
valor promedio * E.E. n.s a *p > 0.05. ANOVA de una via (F27,0.05= 2.230), prueba
post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 10 representa las transiciones en el area obscura. Se realiz6 la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacién con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual se obtuvo diferencias significativas entre dieta normal vs
dieta referencia Fazs, 0.05= 2.888.
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GRAFICA 10. Transiciones area obscura. Cada barra representa el valor promedio *
E.E. Diferencia significativa a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia.
ANOVA de una via (F2s, 0.0s= 2.888), prueba post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 11 representa los acicalamientos realizados en el area obscura. Se realiz6
la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia,
dieta hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta
hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizé la comparacion con respecto al
grupo control (dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas
F27, 0.05= 0.866.
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GRAFICA 11. Acicalamientos area obscura. Cada barra representa el valor promedio
t+ E.E. n.s a *p > 0.05. ANOVA de una via (F27,0.05= 0.866), prueba post-hoc Duncan’s
test.
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6.2.-RESULTADO MODELO DE ESFERAS

Se sometieron nuestras ratas al modelo de esferas con lo cual se obtuvieron los
siguientes resultados:

La grafica 12 muestra el promedio de esferas enterradas. Se realiz6é la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocalérica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacion con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual no se obtuvieron diferencias significativas F2g, 0.05= 8.510.
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GRAFICA 12.Esferas enterradas. Cada barra representa el valor promedio * E.E.
Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta hipocaldrica expuesta
a 40°C vy dieta hipocaldrica expuesta a 50°C. ANOVA de una via (F2, 0.05= 8.510),
prueba post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 13 muestra el promedio de latencia de enterramiento expresado en minutos.
Se realizé la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta
referencia, dieta hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C,
dieta hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realizé la comparacién con respecto
al grupo control (dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias significativas
F29,0.05= 35.587.

LATENCIA DE ENTERRAMIENTO

* [ Dieta Normal
* Il Dicta Referencia
8 1 ‘ Bl Dieta 4°C
[ Dieta 40°C
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o
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DIETA

GRAFICA 13.Latencia de enterramiento .Cada barra representa el valor promedio %
E.E. Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta hipocalérica
expuesta a 40°C y dieta hipocaldrica expuesta a 50°C. ANOVA de una via (Fa29, 0.05=
35.587), prueba post-hoc Duncan’s test.
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6.3.-RESULTADOS ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

Al someter a las ratas al modelo actividad locomotriz se obtuvieron los siguientes
resultados:

La grafica 14 muestra el promedio de numero de eventos realizados en actividad total.
Se realizé la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta
referencia, dieta hipocalérica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C,
dieta hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realiz6 la comparacion con respecto
al grupo control (dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias significativas Fag,
0.05= 34.404.
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GRAFICA 14 Actividad total. Cada barra representa el valor promedio * E.E.
Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta hipocaldrica expuesta
a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C y dieta hipocaldrica expuesta a 50°C.
ANOVA de una via (F29, 0.05= 34.404), prueba post-hoc Duncan’s test.
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El grafico 15 muestra el promedio del numero de eventos realizados en actividad
ambulatoria. Se realiz6 la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta
normal, dieta referencia, dieta hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta
a 40°C, dieta hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realiz6 la comparacion con
respecto al grupo control (dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias
significativas F2g, 0.0s= 19.858.
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GRAFICA 15. Actividad ambulatoria. Cada barra representa el valor promedio + E.E.
Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta hipocaldrica expuesta
a 40°C y dieta hipocaldrica expuesta a 50°C. ANOVA de una via (F2g, 0.05= 19.858),
prueba post-hoc Duncan’s test.
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La grafica 16 representa el promedio del numero de eventos realizados en actividad
vertical. Se realizé la prueba de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta
normal, dieta referencia, dieta hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta
a 40°C, dieta hipocaldrica expuesta a 50°C). Asi mismo se realiz6 la comparacion con
respecto al grupo control (dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias
significativas F29,0.0s= 19.858.
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GRAFICA 16. Actividad vertical. Cada barra representa el valor promedio +* E.E.
Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C y dieta hipocalérica expuesta a 40°C. ANOVA de una via
(F29,0.05= 19.858), prueba post-hoc Duncan’s test.
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6.4.-RESULTADOS DETERMINACION DE GLUCOSA, TRIGLICERIDOS Y
COLESTEROL

Al analizar las pruebas hematoldgicas para cuantificar los niveles plasmaticos de
glucosa, triglicéridos y colesterol se obtuvieron los siguientes resultados:

La grafica 17 representa los niveles plasmaticos de glucosa. Se realiz6 la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacion con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias significativas F27,0.05= 34.769.
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GRAFICA 17. Determinacion de glucosa. Cada barra representa el valor promedio *
E.E. Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta hipocaldrica
expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C y dieta hipocaldrica expuesta a
50°C. ANOVA de una via (F27, 0.05= 34.769), prueba post-hoc Duncan’s test.
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El grafico 18 representa los niveles plasmaticos de triglicéridos. Se realizd la prueba
de ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacion con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias significativas Fz7,0.05= 13.745.
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GRAFICA 18. Determinacién de triglicéridos. Cada barra representa el valor promedio
1 E.E. Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C y dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C. ANOVA de una via (F27, 005= 13.745), prueba post-hoc Duncan’s
test.
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La grafica 19 muestra los niveles plasmaticos de colesterol. Se realizé la prueba de
ANOVA de una via de los diferentes lotes (dieta normal, dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C, dieta hipocaldrica
expuesta a 50°C). Asi mismo se realizd la comparacién con respecto al grupo control
(dieta normal) en la cual se obtuvieron diferencias significativas F2g, 0.05= 2.822.
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GRAFICA 19. Determinacién de colesterol. Cada barra representa el valor promedio *
E.E. Diferencias significativas a *p< 0.05 entre dieta normal vs dieta referencia, dieta
hipocaldrica expuesta a 4°C, dieta hipocaldrica expuesta a 40°C y dieta hipocalérica
expuesta a 50°C. ANOVA de una via (F29, 0.05= 2.822), prueba post-hoc Duncan’s test.
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TABLA COMPARATIVA CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE GLUCOSA, TRIGLICERIDOS Y

COLESTEROL

A continuacién se muestra la comparacidn de las concentraciones plasmaticas de las pruebas

hematoldgicas realizadas glucosa, triglicéridos y colesterol (tabla 9).

TABLA 9. Concentraciones plasmaticas de glucosa, triglicéridos y colesterol.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS (mg/dL)

LOTE GLUCOSA TRIGLICERIDOS COLESTEROL
DIETA NORMAL 124 152 88.66
DIETA REFERENCIA 118.81 109.11 79.18
DIETA 57 57 60.66
HIPOCALORICA
EXPUESTA A 4°C
DIETA 47.33 50.33 79.66
HIPOCALORICA
EXPUESTA A 40°C
DIETA 87.5 60.28 73.85
HIPOCALORICA
EXPUESTA A 50°C
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7.-DISCUSION

Dentro de este trabajo de investigacion, se someti6 a las ratas cepa Wistar a una dieta
hipocaldrica deficiente de vitamina C, esta dieta expuesta a diferentes temperaturas
(4°C, 40°C, 50°C ), se compararon los resultados con una dieta control, al encontrar
en libros que una dieta equilibrada contiene todos los nutrientes necesarios en
cantidad y calidad para mantener la salud (Fontanilla,2006),hablando de calidad dentro
de esta experimentacion nos referimos a la importancia que conlleva un buen
almacenamiento de los alimentos como lo es no exponer el alimento a un aumento
excesivo de temperatura ya que las proteinas presentes en la dieta presentan
modificaciones tal como lo es la desnaturalizacion proteica en la cual se producen
modificaciones en la estructura de las proteinas (Lupano,2013). El factor calor es con
frecuencia un agente desnaturalizante que afecta constantemente a los alimentos, ya
que al exponer las proteinas de los alimentos a altas temperaturas facilitan la digestion
de las proteinas y esto logra desnaturalizar los inhibidores de proteasas y por lo cual
se rompen enlaces que mantienen el equilibrio conformacional de la proteina y esto se
ve reflejado en la afectacion de las propiedades funcionales del alimento.(Badui,2006).

En el presente trabajo una de las condiciones de la dieta a la que fue expuesta es la
deficiencia de vitamina C ya que se sabe que es una molécula anti-oxidante vital para
el cerebro (Harrison, 2009) entendiendo que el cerebro es el mayor consumidor de
oxigeno Yy la vitamina C es un potente antioxidante que es de suma importancia para la
prevencion del estrés oxidativo, se ha encontrado en articulos que una Dieta baja en
esta vitamina esta relacionada con cambios en el estado del animo como lo es la
ansiedad.( Bodnar, 2005).

Basados en la informacion anterior, se sometid a las ratas a modelos de ansiedad

El modelo luz-oscuridad (White-Black) es descrito como un modelo para detectar el
comportamiento ansiogénico en roedores (Vogel, 2008), dentro de tal modelo se
encontraron diferencia significativas en el numero de acicalamientos en el area blanca
y el numero de transiciones en el area obscura entre la dieta hipocalérica expuesta a
4°C comparado con la dieta normal, las diferentes etapas dentro del modelo sometido
en general se observaron tendencias en las cuales el lote expuesto con la dieta
expuesta a 40°C registro un mayor comportamiento ansiogénico, en la literatura se
encontré que este es un modelo no condicionado y con lo cual revela mas variabilidad
en los valores conductuales basales y cuentan con un nivel mal alto de validez
neurobioldgica. (Gémez, 2002), los roedores al presentar ansiedad dentro de este
modelo tienden a buscar el lado obscuro del modelo al observar los tiempos y el
porcentaje de permanencia en el area blanca se registro que el lote de ratas
alimentado con la Dieta expuesta a 40°C permanecié durante un corto periodo de
tiempo en el area blanca comparado con los datos de los diferentes lotes también
expuestos al modelo, pero con diferente caracteristica en la dieta (Crawley, 1980).

El acicalamiento en un estado natural se despliega siguiendo un patrén céfalo-caudal,
sin embargo cuando la rata presenta estrés se rompe el patrén, y lo manifiesta
acicalandose una sola parte del cuerpo esto comparado con nuestros datos se
observo la tendencia de las ratas alimentadas con la dieta expuesta a 40°C
presentaron un mayor numero de acicalamientos en el area obscura comparado con
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las diferentes dietas esto relacionado a que la permanencia en el area obscura es
sindnimo de efecto ansiogénico.( Rogel,2011).

Se evalud el numero de veces que la rata se coloco con las extremidades traseras en
una posicion vertical(levantamientos) haciendo movimientos u olfateando al aire, este
tipo de comportamiento es indicativo de la actividad locomotora del animal, es decir el
aumento en esta conducta indica una mayor prevalencia de ansiedad y con los datos
observados en las graficas las ratas pertenecientes al lote control alimentadas con
dieta normal presentaron mayor numero de levantamientos en el area blanca, y los
resultados de levantamientos del area obscura las ratas de los lotes con dieta
expuesta a 40°C y 50°C presentaron un mayor numero de
levantamientos.(Kaluef,2005).

La rata al presentar entradas del area obscura al area blanca o al contrario, es la
manifestacién a un estado comodo por lo cual nos indica que presenta un efecto
ansiolitico, las ratas del lote con dieta normal y las ratas del lote de dieta expuesta a
4°C, registraron el mayor numero de transiciones tanto en area blanca como en area
obscura lo cual nos indica que no presentaban estado ansiogénico (Rogel,2011).

Integrando la informacién obtenida de los parametros de este modelo, se puede decir
que la permanencia en el area obscura (Crawley, 1980), acicalamiento

( Rogel,2011),levantamiento( Kalueff,2005) y transiciones entre area obscura y area
blanca ( Rogel,2011) son significativos de una tendencia a un estado ansiogénico en
las ratas, al examinar todos los datos obtenidos se demostré que las ratas
pertenecientes al lote alimentados con la dieta expuesta a 40°C son las que
presentaron un mayor efecto ansiogénico, al permanecer un mayor numero de tiempo
dentro del area obscura y presento el mayor numero de acicalamientos y
levantamientos dentro del area obscura (Rogel, 2011).

Los roedores dentro del modelo de esferas, tienen una reaccién de defensa natural a
los objetos desconocidos esto es a una reaccion innata a enterrar aquellos estimulos
que le son amenazantes (Solloso, 2011), al observar los resultados de nuestras
graficas, se encontraron diferencia significativas tanto en el numero de esferas
enterradas y latencia de enterramiento en las ratas alimentadas con la dieta
hipocaldrica expuesta a 40°C y 50°C comparando los resultados con la dieta normal.
Al observar las tendencias que manifiestan los resultados se encontré que el mayor
numero de esferas enterradas fue obtenido por las ratas de las dietas expuestas a
40°C y 50°C y esto fue logrado en un corto periodo de tiempo comparado con las
demas dietas (normal, referencia y 4°C),lo que indica que debido a la ansiedad
presentada en las ratas de los lotes expuestos a 40°C y 50°C al sentir a las esferas
como una amenaza, por respuesta innata las hacia enterrar una mayor numero de
esferas en un corto periodo de tiempo, al compararlo con el lote con dieta normal que
fue el que presentd un menor niumero de esferas enterradas pero un mayor numero de
tiempo de latencia al enterrar la esfera eso indica que las ratas de este lote no
tomaban las esferas como una amenaza a diferencia de las ratas de los lotes
problema (40°C y 50°C)(Vogel,2008).
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En el modelo actividad locomotriz se encontraron diferencias estadistica significativas.
al someter a las ratas a la prueba actividad total en la cual las diferencias se
observaron en las dietas hipocaldricas expuestas a 4°C, 40°C y 50°C con respecto a la
dieta normal, en la prueba de actividad ambulatoria se reflejo diferencias significativas
con las dietas hipocaléricas expuestas a 40°C y 50°C comparadas con la dieta normal
y por ultimo en la actividad vertical se observo diferencias significativas en la dieta
referencia, dieta hipocaldrica expuestas a 4°C y 40°C en comparacion con la dieta
normal. Al integrar las graficas de este modelo se puede observar que tanto en
Actividad total y actividad Ambulatoria, el lote con Dieta normal y el lote con dieta
referencia tienen los valores mas altos a comparacién con las otros tres lotes de las
dietas hipocaldricas expuestas a diferentes temperatura, esto es resultado de que las
ratas pertenecientes a los lotes alimentados con dieta hipocaldrica expuesta a
diferentes temperaturas tienen a bajar su actividad locomotriz, movimientos,
levantamientos, debido a que al someter la dieta a altas temperaturas y este aumento
de temperatura modifica la estructura de las proteinas (Lupano,2013), las ratas no
estan obteniendo el aporte energético debido, lo cual se ve reflejado al observar los
resultados, por que al no tener energia suficiente esta obtenida de una dieta normal
con todos los nutrimentos necesarios como las ratas de los lotes normal y referencia,
tienen una actividad menor, no presentan la misma actividad locomotora sus
movimientos se ven disminuidos.(Badui,2006)

El contenido caldrico presente en una dieta influye sobre la cantidad de lipidos en la
sangre, con lo cual se han realizado investigaciones en la cual se encuentra que una
dieta baja en calorias produce un descenso en las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos, glucosa y un aumento de colesterol HDL, como se puede observar en las
graficas (Miguel, 2009).
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8.-CONCLUSIONES

- La dieta hipocaldrica deficiente de vitamina C expuesta a 40°C y 50°C tienden
a ser causante de un aumento de ansiedad en ratas cepa Wistar.

- Con las pruebas para evaluar ansiedad se observé una tendencia de las ratas
expuestas a 40°C a manifestar una mayor ansiedad comparada con los otros
lotes.

- Las dietas hipocaldricas y deficientes de vitamina C expuestas a 40°C y 50°C,
tienden a causar cambios a nivel plasmatico en niveles de triglicéridos,
colesterol y glucosa en roedores.
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