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RESUMEN

México es uno de los paises con tasas de obesidad mas altas en el mundo. Estudios
previos han demostrado que, bajo determinados patrones de consumo, el azucar es
capaz de provocar cambios neuroquimicos y conductuales similares a los producidos
por drogas de abuso. La pérdida de control en el consumo de alimentos ricos en azucar
podria explicar el porqué de la actual epidemia de sobrepeso y obesidad. En este trabajo
se estudiaron los cambios inducidos por distintas dosis de sacarosa sobre la actividad
locomotora de ratas Wistar en campo abierto. Se registraron movimientos horizontales,
verticales y estereotipias en animales con administracion aguda intraperitoneal de
sacarosa 0.5, 1, 2, 2.5 0 3.5 g/Kg; se uso etanol 1y 2.5 g/Kg como droga de referencia
por tener efectos estimulantes de la conducta motora a dosis bajas y sedantes a dosis
altas. Todas las dosis de sacarosa aumentaron los movimientos horizontales y
estereotipias. Mientras que el efecto de las dosis altas es inmediato, existe retraso en el
aumento de la actividad que generan las dosis bajas, aunque éstas se caracterizan por
tener efecto mas duradero. Solo la dosis de 2.5 g/Kg incrementd los movimientos
verticales. Se observé la tendencia a que un ambiente nuevo influya en la respuesta
motora a la administracion de sacarosa y etanol. Estos resultados sugieren que el
consumo de sacarosa provoca cambios conductuales que pueden sobrepasar el efecto

de una droga de abuso como el etanol, y apoyan la teoria de “adiccion a la comida”.



INTRODUCCION

l. Importancia social y clinica del consumo excesivo de azlcares.
Actualmente, la obesidad se ha posicionado como epidemia de escala global con
consecuencias que afectan la calidad de vida, sin importar el estrato social, la edad o el
sexo y que ademas implica una carga econdmica importante sobre la economia

nacional.

México se ubica entre los paises con tasas de obesidad mas altas. De acuerdo a la
ultima Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (Gutiérrez et al., 2012), la prevalencia de
sobrepeso y obesidad entre nifios menores a 5 afos es de 9.7%, mientras que para la
poblacion en edad escolar (entre 5y 11 afios) es de 34.4%. Para adolescentes entre 12
a19 anos la prevalencia es de 35.8% en mujeres y de 34.1% en hombres; en el caso de
los adultos de 20 afios en adelante la prevalencia es de 73.0% en mujeres y de 69.4%

en hombres.

El aumento desmedido en los indices de obesidad ha promovido el debate de las causas
que la generan y las medidas de prevencion y control de los factores causantes de dicha
enfermedad. Entre las numerosas respuestas que se han dado al incremento de la
obesidad en México se incluye el cambio de la dieta; por ejemplo, el aumento en la
disponibilidad de comidas procesadas de bajo costo con altas cantidades de azucar,
grasa y sodio (Rivera et al., 2002), el aumento en el consumo de comida rapida vy el
consumo de comida fuera de casa para un gran sector de la poblacién (Rivera et al.,
2004). Asimismo, México es el pais lider en el consumo de bebidas azucaradas en el
mundo con una ingesta estimada de 163 litros por persona al afio. Las bebidas caldricas
contribuyen entre el 20 y 23% del total del total de calorias diarias recomendadas
(Barquera et al., 2013). Las probabilidades de un nifio de volverse obeso incrementan

1.6 veces por cada lata o vaso de bebida azucarada consumida por dia (Ludwig, 2001).

En nuestro pais la obesidad y las dietas poco saludables forman parte de los seis
principales factores de riesgo de mortalidad (Barquera et al., 2013). En 2013, los costos
de cuidado de salud estimados para enfermedades relacionadas con la obesidad, como

diabetes tipo 2 e hipertension, alcanzaban los 880 millones de dolares (Rtveladze et al.,
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2014). De acuerdo a este estudio, si no se controla la tendencia, en 2020 la carga

econodmica ascendera a mas de un billdn de dolares.

Se estima que hasta un 80% de los nifios obesos se convertira en adultos obesos
(Whitaker et al., 1997). La poca efectividad de campanas y métodos comerciales de
reduccion de peso, y de las estrategias en los programas de salud publica son evidencia
de la dificultad de adherirse a habitos de alimentacion saludables por largos periodos de
tiempo, a pesar de conocer los efectos perjudiciales de la obesidad y el sobrepeso sobre

el bienestar fisico, social y econémico.

En los ultimos afios se ha popularizado el término de “adiccién a la comida”. La adiccion
se define como el uso compulsivo e incontrolable de una droga de abuso cuya intensidad
aumenta con el tiempo. La primera etapa de la drogadiccién esta vinculada a los efectos
reforzadores, es decir, el placer provocado por la droga. Un reforzador positivo es todo
estimulo que provoque la repeticién de la conducta para conseguir el reforzador (Rada
& Avena, 2005).

La adiccidn a la comida se entiende entonces como la comparacion entre la obesidad y
otras adicciones, donde algunos alimentos podrian tener habilidades reforzadoras

similares al alcohol y a otras drogas de abuso (Avena et al., 2012).

Todos los estimulos de recompensa son reforzadores, pero no todos los reforzadores
producen recompensa. Existen reforzadores negativos; por ejemplo, choques eléctricos

que entrenan a un animal para desarrollar aversion a estimulo dado.

La recompensa es un estimulo que refuerza el comportamiento positivamente, es decir,
que incrementa la probabilidad de que la conducta se repita debido a sus efectos
relacionados con el placer. Los estimulos de recompensa naturales incluyen comida,
agua, sexo, novedad, juego, entre otros; mientras que las drogas mas comunmente
asociadas a la recompensa son la cocaina, anfetamina, heroina, morfina,

tetrahidrocannabinol (THC) y el alcohol (Anselme, 2009).



Con frecuencia experimentamos que la recompensa asociada a la comida, y no el
hambre, es el principal factor en la eleccién de nuestros alimentos. No son raros los
casos de personas que buscan el consumo de alimentos altos en azucar por su
capacidad para generar cambios favorables en el estado de animo, para lidiar con el
estrés, dolor o fatiga (Ahmed et al, 2013), como tampoco lo es el deseo imperante o
“antojo” por consumir determinados alimentos, principalmente aquellos muy dulces o
salados (Alsio et al., 2012).

Se estima que entre el 10 y 20% de las personas que consumen comidas altamente
palatables, es decir, comidas de sabor placentero que se relacionan a elevado valor
hedodnico, presentan sintomas asociados a la adiccion (vide infra); esto ocurre en una
proporcion similar a la de usuarios de cocaina y heroina que desarrollan adiccidn
(Ahmed, 2013).

Mientras la comida es necesaria para la supervivencia, las drogas de abuso no lo son.
Sin embargo, los sistemas neurales involucrados en el consumo de comida son los
mismos en la busqueda y consumo de drogas (Avena et al., 2008b, 2012). Es factible
que las dietas palatables con alto contenido calorico, aquellas ricas en carbohidratos,
grasas o la combinacién de ambas, sean nocivas no sélo por la ganancia de peso y los
riesgos a la salud asociados, sino también porque conllevan adaptaciones en la
neurobiologia del individuo, que dirigen el consumo de alimento fuera del control

voluntario hacia la compulsividad.

Il. Ciclo de uso, abuso y dependencia a drogas de abuso y comida
El término adiccion implica la dependencia y el abuso de sustancias, ambas forman parte

de los trastornos por consumo de sustancias (American Psychiatric Association, 2013).

La dependencia consiste en el grupo de sintomas cognoscitivos, conductuales y
fisiologicos que comienza con el uso ocasional de la sustancia y evoluciona en la
necesidad de recurrir a cantidades crecientes de esta para alcanzar el efecto deseado
(tolerancia). El sujeto sufre recaida al intentar abstenerse, incluso mucho tiempo
después de que las sefales fisicas del sindrome de abstinencia han remitido, lo que

hace a la adiccion una condicidon adversa, generalmente de por vida (Avena, 2010; Alsio
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et al., 2012). Implica un trastorno mas severo que el abuso de sustancias debido a que
las consecuencias producto de la autoadministracion repetida a menudo lleva a la
tolerancia, la abstinencia y al consumo compulsivo de la sustancia, condiciones
asociadas a mayor riesgo de problemas médicos inmediatos y a la mayor frecuencia de

recaidas (American Psychiatric Association, 2013).

Ademas de la tolerancia y la abstinencia, el manual diagnéstico y estadistico de los
trastornos mentales (DSM V, por sus siglas en inglés), incluye otros criterios
caracteristicos de la dependencia. Por ejemplo, continuar con el consumo durante
periodos de tiempo mas largos, intentos infructuosos de regular o abandonar el
consumo, gran inversion de tiempo en obtener la sustancia, tomarla o recuperarse de
sus efectos, el abandono de importantes actividades sociales, laborales o recreativas
debido al consumo y la continuacion del consumo a pesar de reconocer los problemas
psicologicos y fisioldgicos por efecto del uso de la sustancia (p. €j., graves sintomas de
depresion o lesiones de 6rganos). La aparicidon de tres o mas de estos sintomas en el
transcurso de 12 meses es suficiente para diagnosticar la dependencia a sustancias

(American Psychiatric Association, 2013).

A diferencia de los criterios para la dependencia de sustancias, el diagndstico para el
abuso de sustancias incluye unicamente las consecuencias dafiinas del consumo
repetido; por ejemplo, ausencia laboral, consumo recurrente de la sustancia en
situaciones de riesgo, y los problemas legales, sociales e interpersonales causados o
exacerbados por el uso de la sustancia. Aunque es mas probable el diagndstico de
abuso de sustancias en los sujetos que recién han empezado el consumo, algunos de
ellos continuan experimentando consecuencias sociales adversas durante largo periodo
de tiempo, sin presentar signos de dependencia (American Psychiatric Association,
2013).

El abuso de drogas tiene naturaleza ciclica y progresiva que se caracteriza por la
desregulacién heddnica-homeostatica del individuo, es decir, las sefales asociadas a la
recompensa ejercen influencia sobre el aumento o reducciéon de la motivacion a

consumir la sustancia de acuerdo al estado fisiologico del individuo (Alcaro et al., 2007).



Si bien la “adicciéon a la comida” aun no es diagndstico categorizado en el DSM V, la
escala de Yale de Adiccion a la Comida (YFAS, por sus siglas en inglés) es actualmente
la herramienta mas usada y aceptada para medir la “adiccién a la comida”. Las preguntas
estan adaptadas especificamente a la ingesta de comidas altamente palatables. Esta
escala mide consumo, deseo compulsivo (“craving”), interferencia con las actividades
diarias, anticipacién del consumo, tolerancia y sintomas de abstinencia (Hone-Blanchet
& Fecteau, 2014).

Para Corsica & Pelchat, (2010), al considerar los mismos criterios de dependencia de
sustancias, muchas personas podrian cumplir los criterios de “adiccion a la comida”
(Tabla 1).

Tabla 1. Paralelismos entre los criterios de dependencia a sustancias y el
consumo de comida
Criterios de dependencia a sustancias Problemas relacionados al control del

incluidos en el DSM V
Tolerancia

consumo de comida
Empezar por el consumo de una galleta,

incrementando gradualmente hasta el

consumo de la caja entera
Comer habitualmente para aliviar la
depresion, ansiedad y otros estados

emocionales; sensaciones fisicas
negativas al abstenerse de
carbohidratos

Sintomas de abstinencia
(reforzamiento negativo)

Consumo de una cantidad mayor a la
pretendida

Intentar comer una sola porcion y, en
cambio, comer el paquete entero

Intentos de restringir el consumo

Intentos frecuentes de alimentarse
correctamente (evitar la alimentacion en
exceso 0 comer ciertos alimentos) que
s6lo pueden mantenerse por cortos
periodos de tiempo

Se invierte mucho tiempo en la
busqueda, el consumo o la recuperacién
tras el consumo de la sustancia

Pensar frecuentemente en comida,

planear el consumo, preparacién y/o

descansar o dormir tras el consumo
excesivo

Reduccién o descontinuaciéon de
actividades importantes por el uso

Comer en lugar de pasar tiempo con
amigos; sentir demasiado malestar por
comer en exceso que interfiere con
hacer cualquier otra actividad

Continuacion a pesar de las
consecuencias negativas

Comer demasiado a pesar del
sobrepeso, enfermedad fisica y/o
angustia por comer demasiado

Modificado de Corsica & Pelchat, 2010.




El ansia o “craving” por comida se define como el deseo intenso de consumir un alimento
en particular (Hone-Blanchet & Fecteau, 2014). Investigaciones previas han revelado
que puede inducirse por el consumo repetido de una sustancia en especifico al estar
hambriento; asi, es posible que el anhelo de carbohidratos sea la consecuencia natural
del consumo repetido de botanas o aperitivos con alto contenido en carbohidratos
(Corsica & Pelchat, 2010).

Cabe mencionar que aunque la necesidad irresistible o compulsiva de consumo o
“craving” no esta incluida especificamente en los criterios diagndsticos, se observa en la
mayoria de los pacientes con dependencia de sustancias. En el caso de la comida, los
episodios de consumo excesivo son seguidos tipicamente por periodos de dieta o
restriccion a comidas “seguras” con bajo contenido caldrico. Sin embargo, la restriccion
en la dieta promueve el “craving” por alimentos mas palatables y fomenta el futuro
“atracdn” o “binge” de comidas “prohibidas” (Figura 1). El consumo tipo “binge” se define
como el consumo de una cantidad de comida mas grande que lo que la mayoria de los
individuos comeria bajo circunstancias similares en un periodo de tiempo corto

(American Psychiatric Association, 2013).

Figura 1. Ciclo de sobreconsumo de comida palatable (modificado de Alsio et al., 2012).

El consumo tipo “binge” en humanos puede ocurrir en individuos tanto saciados como
hambrientos; generalmente las comidas consumidas son altas en calorias (grasa y/o

azucar) (Avena & Bocarsly, 2012).



En la adiccién, el uso compulsivo de la droga se mantiene por el estado emocional
negativo y disforia asociada con la abstinencia. Se ha propuesto que el consumo
compulsivo de comida puede resultar como forma de automedicacion para aliviar el
estado emocional negativo asociado con la abstinencia a comidas palatables. La
abstinencia de comidas palatables puede entonces ser responsable del sindrome de
abstinencia caracterizado por disforia, ansiedad y anhedonia, que pueden llevar a su vez

a la recaida en forma de consumo tipo “binge” (lemolo et al., 2012).

Por lo tanto, mientras que los métodos de restriccion de comida palatable pueden ser
efectivos para reducir el consumo de calorias, y asi propiciar la pérdida de peso, su
efecto es transitorio, ya que en realidad no rompen el circulo vicioso, Unicamente
retrasan la recaida en el sobreconsumo. Esto se debe a que los mecanismos neurales
involucrados en los fendbmenos de palatabilidad estan siempre listos para restaurar

rapidamente los habitos previos de sobrealimentacion (Alsio et al., 2012).

Aunque el comportamiento de alimentacién es mucho mas complejo en humanos a
causa de la interaccion de otros factores; por ejemplo, la exposicién a diferentes tipos
de comida, horarios de alimentacién variables, influencia de anuncios comerciales y
otras sefiales que promocionan el consumo de determinados alimentos, los modelos
animales pueden proveer un panorama del proceso de adiccion en sus diferentes fases.
Actualmente, la teoria de “adiccién a la comida” se sustenta en investigaciones
relativamente recientes que han proporcionado evidencia de la capacidad de la sacarosa
para inducir ingesta tipo “binge” o de atracon, escalamiento de la ingesta, tolerancia,

respuesta de abstinencia, sensibilizacion cruzada y cambios neuroquimicos, entre otros.

[l. Circuitos neuronales de reforzamiento y recompensa
Reforzadores naturales tales como el comportamiento sexual, la interaccion social y la
comida son esenciales para la supervivencia. Sin embargo, por su caracter hedonico
pueden compartir vias cerebrales con sustratos neurales involucrados en el consumo de
drogas de abuso para modular e inducir neuroplasticidad en las vias de recompensa, de

manera similar a las drogas tradicionales (Hone-Blanchet & Fecteau, 2014).
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Uno de los sistemas neurales involucrados en la recompensa es el sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico (DA-ML). Su actividad es clave en la cadena de
eventos que lleva de la accion molecular de las drogas al establecimiento de habitos
compulsivos (Alcaro et al., 2007; Rada & Avena, 2005). El sistema DA-ML esta
constituido por neuronas dopaminérgicas ubicadas en el area tegmental ventral (ATV)
del mesencéfalo, que proyectan a la porcion ventral del estriado, hacia el area que se
considera el enlace entre el sistema limbico y el sistema motor, denominada nucleo
accumbens (NAc). Uno de los eventos cruciales en el reforzamiento es la liberacion de
dopamina (DA) en el NAc, inducida por drogas de abuso y/o comida. EI NAc lleva sefales
a otras partes del sistema limbico, incluyendo la corteza prefrontal (PFC), la amigdala y
el hipocampo (Rada & Avena, 2005; Tulloch et al., 2015) (Figura 2).

Figura 2. Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Se origina en el area tegmental
ventral (ATV) con proyecciones hacia el nucleo accumbens (NAc) y la corteza prefrontal
(PFC) (modificado de Broderick et al, 2008).

Drogas como el alcohol también afectan la transmisién dopaminérgica de otras vias, por
ejemplo la via nigroestriatal. Al igual que el circuito dopaminérgico mesocorticolimbico,
la via nigroestiatal se compone de neuronas dopaminérgicas, en este caso las senales
se envian de la sustancia nigra al estriado dorsal y su actividad se relaciona al control
motor. Aunque la via nigroestriatal no forma parte de los circuitos de reforzamiento y

recompensa de las drogas de abuso, la actividad dopaminérgica de esta via podria ser
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componente importante en los procesos de adiccion (Anselme, 2009; Méndez, 2013;
Tulloch et al., 2015).

En los mamiferos, la mayoria de las neuronas que producen dopamina estan agrupadas
en tres areas mesencefalicas: células A8 en el campo retrorubral, A9 en la sustancia
nigra'y A10 en el ATV. Los grupos dopaminérgicos mesencefalicos carecen de limites
anatomicos claros y sus proyecciones se sobreponen parcialmente en los campos de

Sus proyecciones.

El impacto de la transmision de dopamina en la actividad neural depende principalmente
de los receptores dopaminérgicos. La dopamina actua en dos subtipos principales de
receptores que se distinguen entre si por su modulacion en la formacién del AMP ciclico
intracelular (cCAMP). Los receptores D1 estan acoplados positivamente a la adenilil
ciclasa y estimulan la formacion de cAMP, mientras los receptores D2 estan acoplados
negativamente a la enzima. La activacion de los receptores D2 es inhibidora, mientras
que la de los D1 es excitadora (Alcaro et al., 2007; MacDonald et al., 2004; Self, 2004).
Numerosos estudios han revelado que el receptor D2 es determinante para experimentar
placer de eventos normales de la vida como leer un buen libro, hacer ejercicio, escuchar
musica, entre otros. La deficiencia en el numero de receptores D2 es marcador comun
del incremento en el riesgo de abuso de alcohol y otras drogas (Fortuna, 2010). Los
receptores dopaminérgicos se encuentran distribuidos principalmente en el nucleo
caudado y putamen, y en menor cantidad en el NAc (Hall et al., 1994). Las neuronas

pueden expresar tanto receptores D1 como D2 (Self, 2004).

Algunos facilitadores de la liberacién de dopamina, como la cocaina o anfetamina, y los
agonistas de los receptores dopaminérgicos promueven el despertar y la activacion
conductual en mamiferos. Las ratas y ratones incrementan la actividad locomotora y

conductas estereotipadas en respuesta a dichas drogas (Alcaro et al., 2007).

Por otro lado, la acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor capaz de antagonizar el efecto
de la dopamina. Las neuronas colinérgicas presentes en multiples regiones cerebrales
tienen importantes funciones en varios procesos cerebrales diferentes y diversas

conductas. Dos proyecciones principales de ACh inervan componentes clave en el
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sistema de recompensa: una proyeccidon del prosencéfalo del nucleus basalis
magnocellularis, que provee la aferencia (entrada o “input”) al hipocampo y la amigdala,
y proyecciones del rombencéfalo de neuronas de ACh de grupos de células
mesopontinas directamente al ATV, donde modulan la actividad de neuronas

dopaminérgicas que inervan el NAc (Avena & Rada, 2012).

Las interneuronas colinérgicas en el NAc comprenden menos del 1% de las neuronas
del area. El NAc recibe aferencias colinérgicas de manera indirecta por proyecciones de
neuronas de ACh que activan neuronas de DA en la ATV y de manera directa por la

influencia local de las interneuronas colinérgicas (Avena & Rada, 2012).

Otro sistema modulador de las acciones de varias drogas de abuso como alcohol y
opiaceos (también de la comida palatable) es el sistema opioidérgico. Incluye a los
péptidos opioides enddgenos como encefalina, dinorfina, B-endorfina y a sus respectivos
receptores 0, K y U. Los péptidos opioides y sus receptores estan ampliamente
distribuidos en el cerebro, pero aquellos mas estrechamente relacionados con la
recompensa a la comida se localizan en el ATV, el NAc, y el palido ventral (Tulloch et
al., 2015). Los péptidos opioides se expresan ampliamente a través del sistema limbico
y ejercen algunos de sus efectos en el procesamiento del reforzamiento de las drogas

de abuso al interactuar con los sistemas dopaminérgicos (Avena et al., 2008b).

Un neurotransmisor de gran relevancia en las investigaciones sobre adicciones es el
glutamato. Es el neurotransmisor excitador mas abundante en el sistema nervioso
central, que regula hasta el 70% de las transmisiones sinapticas. Existen proyecciones
glutamatérgicas y/o neuronas que expresan receptores de glutamato en numerosos
circuitos del cerebro, incluyendo el sistema mesolimbico dopaminérgico. Por ejemplo, el
ATV recibe proyecciones glutamatérgicas de la corteza frontal, la amigdala, el tegmento
pedunculopontino (PPT) y el tegmento laterodorsal (LDT). De manera simultanea, el NAc
recibe una convergencia de entradas glutamatérgicas de la corteza frontal, la amigdala,
la formacion hipocampal y varios nucleos del tdlamo. Finalmente, la corteza frontal recibe
entradas glutamatérgicas de la formacién hipocampal, la amigdala y el talamo (Gass &
Olive, 2008).
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La activacion de las moléculas y circuitos neuronales aqui revisados tiene efecto sobre

la respuesta fisiolégica de los individuos expuestos al consumo de comida palatable.

V. Efecto fisioldgico de la comida palatable

La palatabilidad se define como la percepciéon heddnica de la comida. Esta percepcion
resulta de caracteristicas organolépticas (especialmente sabor y olor) de la comida
saboreada, pero también del estado motivacional del sujeto (cuanta necesidad tiene de
esa comida) y su experiencia en relacion con el alimento en cuestidon. El aumento en la
palatabilidad percibida es suficiente para incrementar el consumo del alimento, el
tamafo de la porcion, reduccidn del tiempo de masticado, y duracion de la pausa entre
comidas; en otras palabras, animales saciados son capaces de comer mas alla de sus
necesidades homeostaticas en caso de que la comida sea palatable (Barbano & Cador,
2007).

El desarrollo de la adiccidn es consecuencia de cambios a nivel molecular y celular en
los circuitos neurales (Alcaro et al., 2007). Esto incluye cambios en la morfologia y la
plasticidad sinaptica, asi como cambios o alteraciones en la sefalizacion glutamatérgica,

dopaminérgica, opioidérgica, cannabinoidérgica y serotoninérgica (Alsio et al., 2012).

Muchas regiones cerebrales son activadas en humanos por comida palatable: zonas
corticales en la parte frontal del cerebro, como la corteza orbitofrontal y la corteza anterior
cingulada; otras zonas de la corteza como la corteza insular; estructuras limbicas del
prosencéfalo subcortical, como la amigdala, el NAc, y el palido ventral y sitios profundos

en el tallo cerebral (Berridge, 2007) (Figura 3).

Las areas limbicas también desempefian un papel crucial en el consumo de comida. El
talamo lleva informacion de los sistemas de control energético en el hipotalamo, region
donde muchos neuropéptidos relacionados con la alimentacion ejercen sus efectos en
la seleccion de macronutrientes bajo el control de hormonas. El hipotalamo envia
proyecciones directamente hacia el NAc, involucrado en los aspectos hedodnicos y
motivacionales de la alimentacion y los procesos de recompensa orosensoriales (Avena
& Bocarsly, 2012). Por ejemplo, la grelina, hormona orexigénica liberada por el intestino

durante el ayuno, activa el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico via receptores de
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grelina en el ATV, al estimular el consumo de comida palatable sobre el alimento habitual
(Alsio et al; 2012) (Figura 3).

Figura 3. Circuitos neurales que procesan la informacion relacionada a la recompensa
de la comida. Los circuitos de recompensa incluyen a la neuronas dopaminérgicas
mesolimbicas en el area tegmental ventral que se proyectan al NAc y otras regiones
cerebrales como la amigdala. El area hipotalamica lateral (LHA) integra la informacion
relacionada con la recompensa proveniente del NAc con informacion relacionada con la
homeostasis energética en el nucleo arcuato (ARC). La liberacién de leptina por parte
del tejido adiposo provoca reacciones que se traducen en la sensacion de saciedad, al
contrario, el resultado de la liberacion de grelina, hormona gastrica, elimina esta
sensacion y da como resultado el aumento de apetito. En conjunto, la homeostasis
energética funciona por la respuesta coordinada entre la saciedad y la recompensa que
genera la comida. Area tegmental ventral (VTA), nicleo accumbens (NAc), area lateral
hipotalamica (LHA), nucleo arcuato (ARC), amigdala (AMY). (Modificado de Morton et
al., 2014).

Las drogas de abuso actuan directamente sobre blancos moleculares en los circuitos de
reforzamiento, mientras que las comidas altas en azicar deben ser procesadas primero,
via sistemas sensoriales y por respuestas metabdlicas a través de la estimulacion

anticipatoria a la llegada de comida; segundo, a través de la estimulacién de células
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especializadas en el sabor dulce presentes en la boca; y tercero, via mecanismos
postabsorcion que involucran a la sefalizacion de la glucosa en el sistema nervioso
central (Ahmed et al., 2013).

Entre los principales neurotransmisores y neuromoduladores implicados en el
reforzamiento de la comida que existen, aqui se revisaran las caracteristicas y acciones

de la dopamina, los opioides y la acetilcolina.

IV a. Dopamina

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico modula los efectos de recompensa y la
excitacion locomotora a través de su neurotransmisor, la dopamina (DA). La mayoria de
las drogas de abuso activan neuronas dopaminérgicas en regiones cerebrales que
procesan el reforzamiento del comportamiento, y provocan la liberacion de dopamina en
el NAc (Alcaro et al., 2007; Avena, 2007; Avena et al., 2008b).

Bassareo & Di Chiara (1997) encontraron que la comida palatable también provoca la
liberacion de dopamina, pero contrario a lo que pasa con las drogas de abuso, el efecto
disminuye con el acceso repetido, o sea, cuando la comida ya no es novedosa.
Asimismo, la anticipacion a la llegada de comida, la palatabilidad y el estado energético
negativo pueden ocasionar la liberacion de dopamina (Bassareo & Di Chiara, 1997; Rada
et al., 2005).

Una de las similitudes neuroquimicas mas fuertes entre el acceso tipo “binge” al azucar
y las drogas de abuso es su efecto sobre la dopamina extracelular. Se ha demostrado
que en ratas con régimen de consumo de sacarosa tipo “binge” no hay disminucion en
la liberacion de dopamina como resultado de la pérdida de novedad, sino que la
dopamina del NAc es liberada cada vez que el animal entra en contacto con la sacarosa

después de un periodo de privacion (Rada et al., 2005; Avena et al., 2006).

Aunado a lo anterior, Alsio et al., (2010) examinaron los patrones alimenticios de ratas
con acceso libre a dietas altas en grasas o en azucar. Al diferenciar ratas en grupos con
tendencia a la obesidad (“obesity-prone”, OP) y resistentes a la obesidad (“obesity-

resistant’, OR), encontraron que en las ratas OP habia decremento en la expresion de
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los receptores de dopamina D1 y D2 en el NAc durante la fase de acceso a la dieta y
después de la abstinencia a comida palatable. Adicionalmente, notaron decremento en
la expresion del receptor opioide p en el NAc de ratas OP durante la fase de acceso a la

dieta, pero no durante la abstinencia.

En conjunto, estos hallazgos demuestran la importancia de la transmisién dopaminérgica
en la respuesta conductual a estimulos relacionados con un reforzador natural como la
sacarosa. Mas aun, ejemplifican como la variacién en los patrones de consumo puede
alterar la liberacién de este neurotransmisor en el NAc, sitio donde la presencia de la

dopamina se ha relacionado con el aumento del apetito (Hoebel et al., 2007).

IV b. Opioides

Los animales pueden mostrar signos de abstinencia a opiaceos cuando la sustancia de
abuso es removida luego de la exposicion repetida, o los receptores a opioides son
bloqueados. La abstinencia a opiaceos en ratas se caracteriza por signos somaticos y
fisiologicos especificos como comportamiento agresivo y ansiedad, asi como disforia y

depresion (Avena, 2007).

Posteriormente al acceso intermitente a azucar, se han observado sefales similares a
la abstinencia a opiaceos cuando es precipitada por un antagonista a opioides
(naloxona), asi como cuando el azucar es removida (Colantuoni et al., 2002; Avena et
al., 2008b). Por ejemplo, el bloqueo del receptor opioide u en el NAc disminuye el
consumo de comida palatable en ratas (Katsuura & Taha, 2014). Otros autores han
reportado hallazgos parecidos a aquellos observados durante la abstinencia a opiaceos,
incluyendo disminucioén en la temperatura corporal en respuesta a la remocion de azucar
(Wideman et al., 2005), y signos de comportamiento agresivo durante la abstinencia a

una dieta de acceso intermitente al azucar (Galic & Persinger, 2002).

También se ha sugerido que la preferencia por el azucar o la “adiccion” a azucar puede
ser comportamiento compensatorio por deficiencia en el sistema de B-endorfinas.
Algunos estudios han demostrado que la administracion de una solucion de sacarosa

via oral a neonatos que han sufrido un evento doloroso, como venopuncién o puncién
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de talon, disminuye notablemente el aumento en la frecuencia cardiaca, el llanto y los

signos faciales asociados al dolor (Stevens et al., 2004).

Varios estudios han demostrado previamente que los receptores opioides k (kappa) y u
(mu) estan implicados en los comportamientos de alimentacion; su activacion incrementa
la ingesta de comida, mientras que su bloqueo tiene efectos anorexigénicos, aunque sus
respectivos papeles aun no estan claros (Hone-Blanchet & Fecteau, 2014). Por otro lado,
(D-Ala2, MePhe?,Gly-ol°) encefalina (DAMGO), un agonista del receptor opioide mu, es
una herramienta efectiva para estimular el consumo de comida en ratas saciadas
(MacDonald et al., 2004).

Los datos indican que los opioides desempefian un papel esencial en el consumo
heddnico de alimentos, es decir, estimulan el consumo de comida por su efecto de
recompensa. Por lo tanto, sus efectos facilitan y estimulan el consumo de alimentos
palatables ricos en azucar, lo que fomenta el consumo excesivo y el potencial desarrollo

de conductas adictivas.

IV c. Acetilcolina

Durante la abstinencia a drogas de abuso, el balance de dopamina se modifica y esta
decrece mientras que la acetilcolina aumenta (Avena, 2007). La abstinencia de azucar
provoca desbalance neuroquimico entre la DA y la ACh cualitativamente similar al
observado con alcohol, nicotina, morfina y otras drogas de abuso (Colantuoni et al.,
2002; Avena et al., 2009).

Un estudio de microdialisis realizado en ratas que consumieron sacarosa reveld la
disminucién de la DA extracelular (82% de la linea base) y el aumento de ACh (157% de
la linea base) en el NAc tras la administracion de naloxona. Lo mismo ocurre con el
ayuno por 24 horas en ratas con consumo tipo “binge” de sacarosa (Colantuoni et al.,
2002; Avena et al., 2008a).

Asimismo, la liberacion de ACh en el NAc aumenta durante el transcurso de la comida y
alcanza su maximo hacia el final, cuando el animal deja de comer (Avena & Bocarsly,

2012). Sin embargo, se ha observado que bajo un régimen de consumo de sacarosa tipo
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“binge”, la liberacion de ACh en el NAc se demora, lo que podria significar un retraso en
la saciedad (Rada et al., 2005).

En conclusion, la dopamina y la acetilcolina actuan en conjunto. Su actividad determina
los estimulos de saciedad o apetito, donde la inhibicién de la conducta de alimentacién

esta relacionada con el aumento de los niveles de acetilcolina en el NAc.

V. Efecto conductual de la comida palatable
Ademas de los cambios en la transmision de DA, opioides, y ACh, la “adiccion” a la
sacarosa se manifiesta en patrones conductuales propios de las drogas de abuso,
incluyendo “craving”, sobreconsumo o escalamiento del consumo, tolerancia, sindrome
de abstinencia, sensibilizacién y proclividad al consumo de otras sustancias. A

continuacion se revisan algunos de estos aspectos.

V a. Escalamiento del consumo

El sobreconsumo de comidas y bebidas ricas en azucar es motivado inicialmente por el
placer del sabor dulce (Lenoir et al., 2007). Los sabores dulces generan expresiones
hedonicas positivas de apetencia. En ratas, esto se observa como protrusiones ritmicas

de la lengua y lamida de labios (Berridge & Kringelbach, 2015).

Se sabe que el acceso continuo y de largo plazo a comida palatable puede promover el
aumento en la busqueda de esta comida, mientras que la motivacion por otros
reforzadores es atenuada. Por ejemplo, en un experimento de respuesta motivada, ratas
“naive” presionaron frecuentemente la palanca para acceder a endulzantes no caléricos.
Al parecer, el sabor de la sacarosa es estimulo suficiente ya que incluso ratas con fistula
gastrica implantada quirurgicamente muestran escalamiento del consumo, como lo
hacen sus controles con la fistula gastrica cerrada (Alsio et al., 2009). Ademas, la
preferencia fuerte y persistente por la sacarosa se mantiene incluso frente a sustancias
consideradas altamente adictivas, como la cocaina (Lenoir et al., 2007), las anfetaminas
(Kanarek et al., 1996) y la nicotina (Lesage, 2009).

Entre los protocolos dirigidos a investigar la dificultad en la moderacion del consumo de

comida palatable destaca el de Avena y colaboradores (Avena et al., 2008b), quienes
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desarrollaron un modelo animal en donde las ratas con acceso intermitente a una
solucion de sacarosa al 10% durante 12 horas diarias duplicaron su consumo en tan solo
diez dias, con un mayor consumo durante la primera hora de acceso diario (Figura 4).
En estudios sobre consumo de drogas, el escalamiento en el consumo es interpretado
como el desarrollo de tolerancia a la droga (Alsio et al., 2009), por lo que estos resultados

podrian reflejar la tolerancia a los efectos recompensantes del azucar.

Figura 4. (A) Consumo de sacarosa tipo “binge” en ratas con acceso restringido al azucar
durante 12 horas al dia (barras negras) versus ratas con acceso ad libitum a sacarosa
(barras blancas). (B) Ratas con acceso restringido a sacarosa escalan su consumo
durante los 21 dias. *p<0.05 (tomado de Rada & Avena, 2005).

V b. Sensibilizacién

La sensibilizacion conductual se define como el incremento en los efectos de
estimulacién locomotora de una droga tras la administracion repetida de ésta. Este
fendmeno se ha observado con varias drogas de abuso, como cocaina, morfina y alcohol
(Avena & Hoebel, 2003a).

La sensibilizacion se manifiesta como el aumento de conductas motoras y esta asociada
al aumento de la administracion de drogas y a la dependencia. En modelos animales se
observa aumento significativo de la actividad locomotora, que progresa mientras la
adiccion a la sustancia aumenta. Animales que han sido sensibilizados a una droga
también muestran sensibilizacion cruzada. Esto significa que un animal sensibilizado con
cocaina, aumentara su actividad locomotora al ser inyectado con otra droga (Rada &

Avena, 2005). Usando la prueba de laberinto en ratones con acceso diario a alimento de
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roedor dulce, se demostré el aumento de la actividad locomotora con el tiempo (Le
Merrer & Stephens, 2006). Ademas, animales con consumo previo de alimento de roedor
dulce presentan sensibilizacion cruzada a cocaina y morfina (Gosnell, 2005; Le Merrer
& Stephens, 2006).

Otra evidencia de sensibilizacion cruzada con sacarosa es el experimento realizado por
Avena y Hoebel (2003a), donde estudiaron sensibilizacion conductual a la anfetamina.
Demostraron que animales con dieta de 12 h de acceso a solucion de sacarosa al 10%
alternadas con 12 horas de acceso a alimento estandar de roedor, es decir, dieta con
alternancia entre la privacion y el acceso a la sacarosa, lleva a la sensibilizacion a
anfetamina. De igual manera, los animales sensibilizados con anfetamina consumen

mas azucar que los animales control tratados con salina (Avena & Hoebel, 2003b).

Ademas de sus efectos sobre la actividad locomotora, la sensibilizacién a drogas puede
llevar al aumento en el consumo de otra droga o sustancia, es decir, es la puerta de
entrada al consumo de otras drogas (Avena, 2007). Por ejemplo, la abstinencia a una
dieta intermitente de azucar ha demostrado ser suficiente para provocar el aumento en

el consumo de etanol de hasta el 9% (Avena et al., 2004).

V c. Abstinencia

Los alimentos palatables provocan la liberacion de opioides y dopamina en el sistema
mesolimbico y, de manera inversa, la inyeccion de opiaceos o dopamina en el NAc
puede estimular el consumo de comida palatable en animales. Las sinapsis de opioides
y dopamina en el sistema mesolimbico actuan sobre el reforzamiento conductual, la
evidencia sugiere que las drogas de abuso pueden crear dependencia a través de este

sistema (Colantuoni et al., 2002).

La abstinencia por comida fue reportada por primera vez por Le Magnen (1990 en
Colantuoni et al., 2002), quien encontré que ratas con dieta tipo cafeteria (alta en grasas
y carbohidratos) exhibian temblores corporales al ser administradas con naloxona.
Colantuoni y colegas utilizaron ratas restringidas de alimento durante 12 h y con acceso
a glucosa 25% o sacarosa 10% las siguientes 12h, y analizaron el efecto de la

administracion de naloxona y de la privacion de alimento. La administracién de naloxona
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(3 mg/Kg por via subcutdnea) provocd castafieo de dientes, temblor de patas,
sacudimientos de cabeza y manifestaciones conductuales de ansiedad (Colantuoni et
al., 2002). De manera similar, indicios conductuales de ansiedad han sido reportados
tras el ayuno forzado en ratas con consumo de azucar tipo “binge” (12 horas de acceso
a alimento de roedor estandar y sacarosa al 10% seguidas de 12 horas de abstinencia),
colocadas en el laberinto elevado en cruz por 5 minutos, tras privarlas del acceso
intermitente al alimento y sacarosa durante 24 horas. Estas ratas pasaron 6% del tiempo
en los brazos abiertos, en comparacion con el 11% de tiempo invertido por el grupo con
acceso ad libitum al alimento de roedor estandar con ayuno de 36 horas antes de la
prueba (Avena et al, 2008a). En conjunto, estos resultados demuestran que la

abstinencia a azucar puede provocar sefiales de dependencia a opioides.

En otro estudio, ratas que han experimentado manipulacién neonatal, considerada como
un analogo de experiencias estresantes en la vida temprana, han demostrado consumir
mas comida dulce en comparacion a los controles. Estos resultados sugieren que la
exposicion a un estresor en la edad temprana puede provocar cambios en el
funcionamiento de los circuitos de recompensa, que lleven al aumento en la motivacion

para obtener comida dulce (Hajnal & Norgren, 2001).

Entre las manifestaciones de la abstinencia a opioides también se encuentra la
depresion conductual. A través de la prueba de nado forzado, se ha demostrado que la
restriccion de una dieta intermitente rica en azucar provoca depresion conductual, lo que
se manifiesta como un tiempo significativamente mayor de inmovilidad (interpretado
como un aumento en la desesperanza), supresion de los comportamientos de escape
(nado y escalada) y aumento de los comportamientos pasivos (flotacion) (Avena et al.,
2008a, lemolo et al., 2012). Estas ratas ademas exhibieron comportamiento tipo
anheddnico, indicado por la disminucién del consumo de una solucion de sacarosa 0.8%
ad libitum a las que las ratas fueron familiarizadas una semana antes, que fue revertido
con el restablecimiento del acceso a la dieta palatable (lemolo et al., 2012). Esto sugiere
que las ratas con acceso restringido a comida palatable pueden desarrollar
comportamiento semejante a la dependencia a opioides, adaptaciones en el

comportamiento de consumo y cambios asociados a la ansiedad.
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Por otra parte, cuando las ratas que han tenido acceso prolongado a comida palatable
son transferidas de nuevo a alimento estandar de roedor, comen muy pocas calorias y
pierden peso, es decir, el apetito por la dieta estandar disminuye por la exposicion a
dieta palatable. Este rechazo a alimento estandar de roedor se observa ya tras la primera
semana de acceso a alimentos palatables (Heyne et al., 2009). En contraste, con el
consumo restringido de alimento estandar de roedor, la conducta apetitiva dirigida a
comidas palatables incrementa durante la abstinencia forzada y toma caracteristicas
compulsivas, manifestadas como busqueda de comida y consumo excesivo a pesar de

las consecuencias negativas a corto y largo plazo (Alsi6 et al., 2009).

Mediante condicionamiento operante, Avena y colaboradores (2005) investigaron
también el consumo de azucar después de la abstinencia, demostraron que ratas con
consumo de azucar tipo “binge” pulsaban la palanca 23% mas por azucar luego de dos
semanas de abstinencia en comparacién con el principio del experimento, esto sugiere
que el cambio en el impacto motivacional del azucar persiste e incrementa durante el

periodo de abstinencia.

El aumento en la motivacidon por azucar tras la abstinencia es la base para el inicio del
ciclo de consumo excesivo. ElI aumento del “craving”, el surgimiento de sefiales de
dependencia como las producidos por opioides, tales como la ansiedad, y cambios en el
consumo de azucar cuando esta vuelve a estar disponible, pueden extrapolarse
facilmente a algunas de las sensaciones que reporta una persona cuando restringe los
carbohidratos en su dieta; de ahi la importancia del estudio de los efectos de la sacarosa

durante la abstinencia.

El estudio de la conexion entre el consumo de la sacarosa y la obesidad ha derivado en
evidencia que en su mayoria relaciona fuertemente determinados tipos de consumo con
los criterios mas comunes para el diagndstico de la adiccion. Sin embargo, aun es
necesario caracterizar conductualmente los efectos de la sacarosa implicados en el
consumo del azucar y los efectos dependientes de la dosis. Este estudio busca
determinar los cambios conductuales de cinco dosis diferentes de sacarosa en un campo

abierto, asi como su relacion con el efecto de una droga ya conocida, el etanol.
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JUSTIFICACION

Al dia de hoy, las investigaciones sobre la “adiccion a la comida” han reconocido diversas
similitudes entre el sobreconsumo de alimentos palatables y la dependencia a
sustancias. Por lo general, dichos hallazgos estan enfocados en patrones de consumo
especificos, por ejemplo el consumo tipo “binge”. Entre los efectos que denotan
“adiccion” al azucar se hallan el escalamiento en el consumo o tolerancia, los sintomas
de abstinencia posteriores a la restriccion, la pérdida del control en el consumo y sefales
conductuales de sensibilizaciéon, ademas de cambios neuroquimicos en receptores
dopaminérgicos, el balance dopamina-acetilcolina y de otros sistemas de

neurotransmisores y neuromoduladores.

La posibilidad de que la sacarosa por si misma ejerza un efecto importante en los
mecanismos de recompensa tiene serias implicaciones. Se sabe que el sobreconsumo
de dietas ricas en azucar es uno de los factores principales en la epidemia de obesidad
actual. Mas aun, el azucar y alimentos dulces se usan frecuentemente en los protocolos
de investigacion para entrenar a los animales antes de la autoadministracion de otra

sustancia.

El presente trabajo representa una primera aproximacion al estudio de los efectos de
diferentes dosis de sacarosa sobre la actividad locomotora, expresada como la suma de
movimientos horizontales, verticales y conductas estereotipadas, con el objetivo de
reconocer el efecto que tiene la administracion aguda de esta sustancia en ratas Wistar
en un protocolo en campo abierto. La caracterizacion de los efectos resultantes de la
administracion de cada dosis posibilita su aplicacion y el desarrollo de un protocolo de
administracion crénica enfocado en el estudio de la adicciéon a la sacarosa. Mayor
conocimiento de los efectos de la sacarosa a nivel conductual, significaria reconocer sus
similitudes biolégicas con las drogas de abuso y, por lo tanto, su potencial adictivo. Esta
informacion repercute en los efectos perniciosos de su consumo excesivo y ubicuidad

en los alimentos que consumimos diariamente.
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HIPOTESIS

1.- Los efectos conductuales de la sacarosa en la rata Wistar dependen de la dosis.
Mayores concentraciones de sacarosa induciran mayor actividad locomotora. Por lo
tanto, los animales tratados con dosis mas altas tendran mayor numero de movimientos

horizontales, movimientos verticales y conductas estereotipadas.

2.-Habra una relacién directa entre los efectos conductuales de las distintas dosis de

sacarosa y etanol y los niveles de glucosa y alcohol en sangre.

3.-De ser una sustancia con potencial adictivo, el efecto de la sacarosa en la expresion

de la actividad locomotora de ratas sera semejante al del etanol.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es estudiar los efectos conductuales producidos por

la administracién aguda de distintas dosis de sacarosa en ratas Wistar.

Los objetivos particulares del trabajo son los siguientes:

e Estudiar el efecto de diferentes dosis de sacarosa sobre la expresion de
movimientos horizontales, verticales y conductas estereotipadas en un campo
abierto.

¢ Relacionar los efectos observados con los niveles de glucosa en sangre.

e Comparar las respuestas conductuales de la sacarosa con las de una droga de

abuso (etanol).
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MATERIAL Y METODOS

I. Sujetos de estudio

Se utilizaron 150 ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) macho (250-5009) alojadas en
grupos de cinco, en jaulas de plastico (60 x 38 cm) en ciclo de luz-oscuridad normal de
12:12h (inicio del periodo de luz a las 7:00 AM). Los animales fueron alimentados con
agua y alimento de roedor estandar (Agribrands Purina, México) con disponibilidad ad

libitum.

En todos los casos, la eutanasia de los animales se realiz6é por decapitacion al finalizar
el registro conductual en el actimetro y la toma de las muestras de sangre para las
determinaciones de glucosa o etanol. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
en Investigacion en animales del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente

Mufiz.

II. Analisis de la actividad locomotora

La actividad locomotora de las ratas se midié en un actimetro (Panlab, S.I., LE 811 Letica
Scientific Instruments) formado de paredes de acrilico de 45 x 45 cm y 16 fotoceldas de
rayos infrarrojos, ubicadas en un marco superior y uno inferior de 65.5 x 65.5 cm. El
sistema estd conectado a un monitor de actividad motora (LE 811, IR, LSi Letica
Scientific Instruments) y un ordenador (DELL Optiplex GX520), con el programa para la
adquisicion de datos SeDaCom32 (Serial Data Comunication para dispositivos LETICA
version 1.05, Panlab S.1.). Las evaluaciones conductuales se realizaron entre las 12:30

y las 15:30 horas.

Para evaluar los efectos de las diferentes dosis de sacarosa sobre la actividad
locomotora se utilizé una prueba de campo abierto, la actividad se cuantific6 como el
numero de veces que el rayo infrarrojo fue interrumpido. Se realiz6 el registro de tres
conductas diferentes: movimientos horizontales (MOV HOR), movimientos verticales
(MOV VER) y estereotipias (EST). Los movimientos horizontales se evaluaron a través
del registro de las interrupciones de los rayos infrarrojos basales, es decir, cuando el
animal se mueve simultaneamente sobre sus cuatro patas. La frecuencia de los

movimientos verticales se mide cuando la rata se levanta sobre sus patas traseras,
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interrumpiendo los rayos infrarrojos superiores. Las conductas estereotipadas
corresponden a la interrupcion de rayos contiguos en el marco inferior, estas se
evaluaron como un unico parametro que abarca diferentes tipos de estereotipias tales

como, el acicalamiento, lamida, olfateo, mordisqueo y rascado.

Inicialmente, se permitié la habituacién de las ratas al cuarto de conducta con variables
controladas (temperatura ambiente, ruido de fondo e iluminacion estandar) durante

media hora.

La prueba conductual consistié de tres fases: habituacion, inyeccion del vehiculo y la
fase droga. Durante la fase de habituacion se busca que el animal conozca el nuevo
ambiente (actimetro); posteriormente, la fase de vehiculo tiene como objetivo determinar
una linea basal de estrés producido por la inyeccion, la cual sirve para descartar el efecto
de la inyeccion en la ultima fase (fase droga), donde se evalua el efecto de la sustancia
de interés. Dado que las ultimas dos fases implican la administracion de sustancias via
intraperitoneal, se descartaron los ultimos dos intervalos de la fase habituacion y la fase
de inyeccion del vehiculo, ya que es en estos intervalos que el experimentador extrae a

la rata del actimetro y puede producirse un sesgo en los registros.

La preparacién de las soluciones se realiz6 el dia previo a la evaluacion conductual. Para
la sacarosa (SIGMA) se prepararon disoluciones 0.115 M, 0.230 M, 0.460 M, 0.575 M y
0.805 M correspondientes a las dosis de 0.5, 1, 2, 2.5y 3.5 g/Kg, respectivamente. Con
etanol (MERCK) se prepararon disoluciones al 25% para la dosis de 2.5 g/Kg y al 9.9%
para la dosis de 1 g/Kg. El volumen administrado se calcul6é de acuerdo al peso de cada

rata (g/Kg).

El registro se llevo a cabo durante 45 intervalos de 2 min de duracién cada uno (90 min
totales). Los primeros 30 min corresponden a la fase habituacion; una vez transcurrido
este tiempo, se les administré una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de agua (vehiculo) y la
actividad locomotora fue medida nuevamente durante otros 30 min (fase vehiculo).
Transcurrida una hora, las ratas fueron divididas aleatoriamente en los grupos
experimentales de sacarosa 0.5 g/Kg, 1 g/Kg, 2 g/Kg, 2.5 g/Kg y 3.5 g/Kg, los controles
positivos de etanol 1.0 g/Kg y 2.5 g/Kg, y el control negativo de agua. Los ultimos 30
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minutos se registro la actividad resultante de la administracion i.p. de las sustancias de

interés (fase droga) (Figura 5).

Habituacion Inyeccion vehiculo Droga
(Agua) (sustancia de Fases
interés)

[ . . . . . . . . i Intervalos

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
| S - S | Tiempo
0 30 60 90 (min)

Figura 5. Fases de registro de la actividad locomotora en campo abierto.

Las dosis de sacarosa usadas en este estudio fueron seleccionadas con base en
estudios previos de consumo cronico de etanol durante 4 semanas y un grupo isocalérico
de sacarosa (Barbosa, 2012; Leriche & Méndez, 2010). Se encontré que una solucién
de etanol (7 kcal por gramo) al 10% equivale caldricamente a una solucién de sacarosa
(4 kcal por gramo) al 14.14%. A partir de esto la dosis maxima calculada para las ratas
administradas con sacarosa fue de 4.375 g/Kg, por lo que se decidio hacer el andlisis en

un rango de dosis de 0.5 a 3.5 g/Kg.

lll. Clasificacion de los animales en altay baja respuesta (HR-LR)

En una segunda etapa del proyecto, se investigé el comportamiento de los animales en
funcién de su respuesta a la novedad. Se han reconocido dos clasificaciones
conductuales en ratas basadas en correlaciones entre la reactividad a un estimulo
estresante (un ambiente novedoso) y la sensibilidad (o vulnerabilidad) a los efectos de
drogas adictivas. Los animales con mayor respuesta locomotora ante la exposicion al
ambiente novedoso se clasifican como animales de alta respuesta a la novedad (HR),
mientras que los animales con menor respuesta locomotora se clasifican como de baja

respuesta a la novedad (LR) (Calvo et al., 2011). El modelo animal de vulnerabilidad al
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abuso de drogas ha asociado la elevada actividad locomotora en un nuevo ambiente o
alta respuesta (en inglés, high response “HR”) a mayor sensibilidad a las drogas de
abuso y a mayor probabilidad de auto administracion de drogas en comparacién con

animales de menor respuesta (en inglés, low response “LR”) (White et al., 2007).

Con el objeto de determinar si la respuesta a la novedad modifica la conducta locomotora
en las condiciones descritas, se clasifico a los animales en HR y LR. Para ello, se evalué
la actividad de movimientos horizontales durante los primeros 5 intervalos y se calcul6
la actividad total en ese tiempo (10 min) para cada animal. Posteriormente, de acuerdo
a la actividad promedio, que en este caso fue de 1822 interrupciones. Las ratas que
mostraron actividad locomotora por encima de 1822 fueron clasificadas como HR,
mientras que los animales que exhibieron actividad locomotora por debajo de este

nuamero se clasificaron como LR (Dellu et al.,1993; Hoshaw & Lewis, 2001).

IV. Concentracion de glucosa en sangre

Un grupo independiente de ratas (n=25) fue utilizado para la cuantificacion de glucosa
en sangre. Este grupo fue mantenido en condiciones idénticas a las ratas en la prueba
conductual. Las ratas se colocaron en cajas de plastico individuales (30 x 23 cm) y se
permitid su habituacién a las condiciones del laboratorio por una hora; durante este
tiempo las ratas estuvieron restringidas de alimento. Todas las determinaciones de

glucosa en sangre fueron realizadas de 10:30 a 12:30 horas.

Una vez transcurrido el periodo de habituacion, las ratas fueron divididas en cinco grupos
de cinco sujetos cada uno (sacarosa 0.5, 1, 2, 2.5y 3.5 g/Kg). De acuerdo a protocolos
similares, se administré la dosis de sacarosa via intraperitoneal y se obtuvieron muestras
de sangre de la punta de la cola de la rata inmediatamente después de la inyeccion
(tiempo cero) (T0O), y nuevamente alos 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 y 30 min. Las muestras
de sangre fueron analizadas utilizando un glucometro ONETOUCH Ultra 2 y tiras
reactivas ONETOUCH Ultra (Ayala et al., 2010; Frazier et al., 2008).
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V. Determinacion de alcohol en sangre
Otro grupo independiente de ratas (n=12) fue dividido en dos grupos con la misma
cantidad de individuos. Uno fue administrado con de la dosis alta de etanol (2.5 g/Kg) y

el otro con la dosis baja (1 g/Kg).

V a. Obtencion de plasma. Los animales fueron decapitados y se colecté una
muestra de sangre troncal en tubos Falcon que contenian un 0.5 ml de EDTA (12mM)
por cada ml de sangre troncal. Posteriormente se agitd ligeramente el tubo por inversion,
para evitar hemolizar la muestra. Los tubos se centrifugaron durante 15 min a 4°C a 3000

rom. El sobrenadante se recuperd y se congeld a -70 °C.

V b. Desproteinizacién de las muestras. Una vez obtenidos los plasmas, se
procedié a desproteinizar las muestras. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se afadieron
300 pL de plasma + 450 pyL de TCA (acido tricloroacético). El tubo se agité y se dejé
reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a 2000

rom durante 5 min a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se recupero.

V c. Determinacion de la concentracién de alcohol en sangre (BAC). A 100
ML del sobrenadante (plasma) se le agregaron 100 yL de NAD (dinucledtido de
nicotinamida y adenina), 100 uL de ADH (alcohol deshidrogenasa) y 2.8 mL de buffer de
glicina-hidracina. El alcohol en las muestras de plasma se oxida a acetaldehido en
presencia de ADH, con la reduccién simultanea de NAD a NADH (Figura 6). La reaccion
resultante puede leerse a los 35 minutos en un espectrofotometro (T70 UV/VIS
Spectrometer Pg Instruments Ltd.) a 340 nm. Las soluciones fueron preparadas al
momento de usarse (Anexo 1) (Abate et al.,2014; Poklis & Mackell, 1982 con

modifcaciones).

ADH
Etanol + NAD ——» NADH + Acetaldehido
(CH3CH20H) (CH3CHO)

Figura 6. Oxidacion del etanol

30



VI. Andlisis estadisticos

Todos los datos fueron analizados utilizando el software Systat, Inc. SigmaPlot, version
13 para Windows. Los datos fueron inicialmente analizados con ANOVA, de acuerdo al
disefio experimental (vide infra). Para todos los casos se utilizo la prueba LSD de Fisher

como prueba post hoc.

VI a. Actividad locomotora. Los ultimos dos intervalos (cuatro min), de las
primeras dos fases del experimento (habituacion e inyeccion del vehiculo) no se
incluyeron en el analisis de datos, con el fin de evitar un sesgo por el movimiento captado
por el sistema cuando el experimentador extrae la rata para inyectarla. Para el resto de
los datos, se analiz6 cada uno de los parametros conductuales (MOV, STE, REA)
mediante un analisis de varianza para muestras repetidas de dos vias (“Two-way”
ANOVA MR) (intervalos 1 a 45).

Después, utilizando la misma prueba, los datos fueron analizados por fases (habituacion,
inyeccion del vehiculo y droga), correspondientes a bloques de 30 min cada una (15

intervalos).

VI b. Concentraciéon de glucosa en sangre. La concentracion de glucosa en
sangre (mg/dL) como variable dependiente de la dosis administrada de sacarosa (0.5,
1, 2, 2.5 y 3.5 g/Kg) fue analizada mediante un analisis de varianza de una via para
medidas repetidas (“One-way” ANOVA MR). Para controlar las diferencias por grupo y
evaluar el incremento en los niveles de glucosa en sangre de acuerdo a una linea base,
los datos fueron normalizados de acuerdo al valor de la glucosa en sangre en el tiempo
cero (TO).

VI c. Concentracion de alcohol en sangre (BAC). Para obtener la
concentraciéon de etanol en plasma (mg/L) se construyd una curva estandar de etanol.
Se tomd como referencia de 5 a 320 mg/dL en la que posteriormente se compararon las

absorbancias obtenidas en las muestras de sangre.
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RESULTADOS

I. Evaluacién conductual

En el presente trabajo, se estudiaron los efectos de distintas dosis de sacarosa en
comparacion con los efectos de una droga de abuso como el alcohol. Se ha reportado
que mientras dosis bajas-intermedias de alcohol producen un aumento en la actividad
locomotora, las dosis altas tienen un efecto de sedacion y disminuyen la actividad

locomotora en ratas (Pohorecky, 1977).

El analisis de los datos obtenidos en la prueba de campo abierto muestra que existen
cambios en la actividad locomotora de ratas Wistar como consecuencia de la
administracion de diferentes dosis de sacarosa. Se observd que el numero de
interrupciones de movimientos horizontales disminuye conforme el tiempo transcurrido
de la prueba aumenta, es decir, la mayor actividad se presenta durante la fase de
habituacion. EI ANOVA de dos vias para medidas repetidas de los datos registrados
durante los 90 minutos de los movimientos horizontales (Figura 7) demostro diferencias
significativas para el tratamiento (F(7,142)=10.405, p<0.001), el tiempo
(F(40,142)=606.613, p<0.001) y la interaccion entre ambos factores
(F(280,4672)=4.426, p<0.001).
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Figura 7. Curso temporal de los movimientos horizontales (MOV HOR) registrados
durante las fases de habituacion, inyeccion del vehiculo y droga. Los datos representan
el promedio de interrupciones + EEM de 23 (control) 22 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5
g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 17 (sacarosa 1 g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa
2.5 g/Kg) y 15 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Asimismo, el registro de movimientos verticales demostré que la mayor actividad se
registra durante la fase de habituacion y disminuye con el paso del tiempo. Destaca el
grupo de sacarosa 2.5 g/Kg; si bien durante la fase de habituacion mantiene valores
altos, a partir de la fase de inyeccion del vehiculo se aleja del resto de los tratamientos,
principalmente durante el inicio de dicha fase y en algunos puntos de la fase droga
(Figura 8). El analisis estadistico arrojo diferencias significativas para el tratamiento
(F(7,139)=15.534, p<0.001), el tiempo (F(40,139)=94.098, p<0.001) y la interaccion
entre tratamiento y tiempo (F(280, 4694)=2.514, p<0.001).
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Figura 8. Curso temporal de los movimientos verticales (MOV VER) registrados durante
las fases de habituacion, inyeccién del vehiculo y droga. Los datos representan el
promedio de interrupciones £ EEM de 23 (control) 21 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg),
15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 16 (sacarosa 1 g/Kg), 16 (sacarosa 2 g/Kg), 21 (sacarosa 2.5
g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

El analisis de los datos registrados en el curso de 90 minutos correspondientes a la
conductas estereotipadas también muestra diferencias significativas en el tratamiento
(F(7,135)= 16.867, p<0.001), el tiempo (F(40,135)=267.647, p<0.001) y la interaccion de
ambos factores (F(280, 3977)=3.608, p<0.001). Al igual que con las conductas
anteriormente descritas, en las conductas estereotipadas hay gran numero de
interrupciones de los rayos en la prueba de campo abierto durante la fase habituacion;
transcurridos los 15 min se observa la relativa estabilidad en estas interrupciones, lo que
se mantiene a lo largo de la fase de inyeccion del vehiculo y hasta la fase droga (Figura
9).
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Figura 9. Curso temporal de conductas estereotipadas (EST) registradas durante las
fases de habituacion, inyeccion del vehiculo y droga. Los datos representan el promedio
de interrupciones + EEM de 25 (control) 22 (etanol 1g/Kg), 20 (etanol 2.5 g/Kg), 15
(sacarosa 0.5 g/Kg), 14 (sacarosa 1 g/Kg), 16 (sacarosa 2 g/Kg), 17 (sacarosa 2.5 g/Kg)
y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Con el fin de caracterizar las tendencias individuales de los tratamientos durante cada
fase del experimento, se realizo el andlisis de los parametros en cada fase del registro
(habituacion, inyecciéon del vehiculo y droga). Como se menciona en la metodologia,
durante la fase de habituacion y la subsiguiente fase de inyeccion del vehiculo los

animales aun no han sido administrados con la sustancia de interés (etanol o sacarosa).

| a. MOVIMIENTOS HORIZONTALES (MOV-HOR)

El analisis de los datos de los movimientos horizontales durante la fase de habituacion
reveld diferencias estadisticamente significativas en el tratamiento (F(7,142)=10.885,
p<0.001), el tiempo (F(12,142)= 585.691, p<0.001) y la interaccion entre los factores
(F(84, 1254)=3.379, p<0.001).
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En la gréfica del curso temporal de movimientos horizontales durante la fase de
habituacion (Figura 10) se observa la disminucion en la actividad locomotora en el grupo
de etanol 2.5 g/Kg con respecto al control. En contraste, la actividad del grupo de
sacarosa 3.5 g/Kg aumentd de manera importante. Cabe recordar que en esta fase los
animales no han recibido etanol o sacarosa. Estos resultados sugieren que los animales
se comportan de manera distinta ante un estimulo novedoso (actimetro). Este aspecto

se estudid en la segunda fase de este trabajo (ver mas adelante).

Figura 10. Curso temporal de los movimientos horizontales (MOV HOR) durante la fase
de habituacion. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 23
(control) 22 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 17 (sacarosa 1
g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 15 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Las diferencias en el numero de interrupciones de los movimientos horizontales entre
los sujetos a lo largo del tiempo se observan también durante la fase de inyeccién del
vehiculo, principalmente al inicio de la fase, donde el grupo que posteriormente recibira
la sacarosa 2.5 g/ Kg muestra el aumento en la conducta en comparacion con el resto

de los grupos (Figura 11). Se encontraron diferencias significativas para el tratamiento
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(F(7,142)= 4.708, p<0.001), el tiempo (F(12,142)=18.834, p<0.001) y la interaccion
(F(84,1450)=2.429, p<0.001).

Figura 11. Curso temporal de los movimientos horizontales (MOV HOR) durante la fase
de inyeccion del vehiculo. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM
de 23 (control) 22 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 17
(sacarosa 1 g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 15 (sacarosa 3.5 g/Kg)
animales.

Una vez transcurrida la fase de exposicion al estresor (fase de inyeccién del vehiculo) y
a la novedad del campo abierto (fase habituacion), los animales recibieron la segunda
inyeccion, ya sea agua (grupo control), etanol (1.0 y 2.5 g/Kg) o sacarosa (0.5, 1, 2, 2.5
y 3.5 g/Kg).

Contrario a las dos primeras fases, los resultados de la prueba de ANOVA de dos vias
para medidas repetidas no muestran diferencias significativas para el tratamiento
(F(7,142)=0.622, p=0.737) en la fase droga, aunque el tiempo (F(14, 142)= 10.429,
p<0.001) y la interaccion entre tratamiento y tiempo (F(98, 1684)=2.305, p<0.001) si
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tienen resultados estadisticamente significativos. Sin embargo, al igual que en el caso
anterior (Figura 11), se observa la tendencia al aumento de los movimientos horizontales
durante los primeros 5 minutos de la fase en los animales que recibieron sacarosa 2.5 y
3.5 g/Kg. De igual manera, se observa una tendencia a aumentar los movimientos
horizontales en otros tratamientos, por ejemplo, etanol 2.5 g/Kg, sacarosa 2.0 y sacarosa
2.5 g/Kg hacia la mitad de la fase, y de sacarosa 0.5 g/Kg y etanol 1.0 g/Kg hacia el final
de la fase (Figura 12).

Figura 12. Curso temporal de los movimientos horizontales (MOV HOR) durante la fase
droga. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 23 (control) 22
(etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 17 (sacarosa 1 g/Kg), 16
(sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 15 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Con el fin de determinar si existian o no diferencias entre los tratamientos a lo largo del
tiempo, se realizé un ANOVA de una via para cada intervalo del registro de movimientos

horizontales en la fase droga (Tabla 2).
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Tabla 2. Diferencias significativas en
MOV HOR durante la fase de droga.

Intervalo Valor F Valor p
31 F(7,116)=2.244 | p<0.035
32 F(7,118)=3.220 | p<0.004
36 F(7,124)=2.257 | p<0.034
39 F(7,122)=2.689 | p<0.013
40 F(7,123)=2.324 | p<0.029
42 F(7,118)=2.552 | p<0.018
43 F(7,125)=2.634 | p<0.014

Se muestran los intervalos de tiempo que presentan diferencias significativas entre los
grupos experimentales, para movimientos horizontales durante la fase droga.

Como se menciond anteriormente, las comparaciones multiples se realizaron con una
prueba post hoc LSD de Fisher. Al respecto, aunque los tratamientos en el intervalo 45
no presentan diferencias estadisticamente significativas, el valor de la prueba es muy

cercano a la significancia estadistica (F(7,124)=2.038, p=0.055).

La administracién de una dosis alta de sacarosa, como 3.5 g/Kg o 2.5 g/Kg, aumenta
inmediatamente los movimientos horizontales respecto al grupo control y al resto de los
tratamientos (Figura 13A y B). Conforme pasa el tiempo, estos efectos son reemplazado
por la dosis intermedia de 2 g/ Kg (Figura 13D y E) y, posteriormente, por la dosis mas

baja de sacarosa de 0.5 g/Kg (Figura 13F).

En el caso de las ratas que recibieron etanol s6lo se observaron diferencias significativas
durante el transcurso del intervalo 39 y 43 para el etanol 1 g/Kg (Figura 13D y G), en
este ultimo intervalo el etanol presenta diferencias significativas con todos los grupos
excepto sacarosa 0.5 g/Kg (Figura 13G); y en los intervalos 36 y 39 para el etanol 2.5
g/Kg (Figura 13C y D). Para ambas dosis se presenta el aumento y la disminucion de las

interrupciones respecto al control.
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Figura 13. Comparacion del efecto de
diferentes dosis de sacarosa y etanol
en MOV HOR. Se muestra el efecto
durante los intervalos 31 (A), 32 (B), 36
(C),39 (D), 40 (E), 42 (F)y 43 (G). Los
datos representan el promedio de
interrupciones + EEM de 23 (control)
22 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg),
15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 17 (sacarosa 1
g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 21
(sacarosa 2.5 g/Kg) y 15 (sacarosa 3.5
g/Kg) animales. Los cambios
significativos contra el grupo control se
indican con asteriscos (****p <0.001,
***p<0.005, **p<0.01, *p <0.05). Las

diferencias entre tratamientos

indican con cruces (++++p<0.001,

+++p<0.005, ++p<0.01, +p<0.05).

De acuerdo a lo anterior podemos decir que la dosis alta de sacarosa tiene efectos
inmediatos sobre los movimientos horizontales en la rata, mientras que el efecto de la
dosis baja se observa hacia el final de la fase de exposicién a la sacarosa. Si bien el
efecto de la dosis baja no alcanza los niveles de incremento de la actividad vistos con
dosis altas, si logran ser lo suficientemente elevados como para tener diferencia

significativa respecto al grupo control.

Por otro lado, la dosis alta de etanol muestra aumento en el inicio de la fase mientras
que el incremento producto de la administracién de etanol 1g/Kg se observa hasta el

final. Estos aumentos son de corta duracion.

A partir de los resultados obtenidos en la prueba de analisis de varianza de dos vias
para medidas repetidas se calcularon también los efectos del alcohol y la sacarosa, los
cuales se expresan como porcentaje del control en la fase droga (Anexo 2).

La dosis baja de etanol (1 g/Kg) disminuye los movimientos horizontales durante la
mayor parte de la fase droga, con reduccién significativa de 64% respecto al control en

el intervalo 39; sin embargo, hacia el final de la fase se observa el aumento significativo
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de 151% en la actividad de este grupo durante el intervalo 43, que se reduce 45% en el
siguiente intervalo. Durante el intervalo 37 se observa el aumento del 99% respecto al
control, a pesar de la magnitud de este incremento no presenta significancia estadistica
(Figura 14A).

De manera inversa, la dosis alta de etanol (2.5 g/Kg) aumenta la actividad de manera
significativa hasta 82% durante la primera mitad de la fase droga; posteriormente, se
presenta la reduccion significativa de 71% en el intervalo 39; esta tendencia se mantiene

hasta el final de la fase (Figura 14A).

La sacarosa 3.5 g/Kg alcanza su valor maximo en el intervalo 31, es decir, al principio
de la fase. Esta dosis aumenta los movimientos horizontales hasta 139% respecto al

control, aunque el efecto es de corta duracion (Figura 14B).

De igual manera, la sacarosa 2.5 g/Kg aumenta la conducta hasta 104% en los primeros
intervalos; sin embargo, esta dosis también disminuye los movimientos horizontales 56%
en el intervalo 39. Ademas de estas diferencias, se observan otros que aunque no son
estadisticamente significativos representan un incremento de 155% en el intervalo 38, y

de 129% y 106% en los intervalos 41 y 42 respectivamente (Figura 14B).

Al contrario, la sacarosa en dosis bajas (0.5 y 1 g/Kg) aumenta los movimientos
horizontales a partir del intervalo 40, es decir, a mas de 20 minutos de que los animales
han recibido la inyeccion de sacarosa. Si bien existe aumento de 104% en el intervalo
37, de 111% en el 41 y 188% en el ultimo intervalo; la sacarosa 0.5 g/Kg presenta
aumento significativo de 187% en el intervalo 42; dicho aumento es precedido por la

reduccion significativa de 62% de la conducta en el intervalo 39.

Otras reducciones se registran del intervalo 32 al 35 aunque éstos no son significativos.
Mientras tanto, con la sacarosa 1g/Kg el mayor aumento se registra en el intervalo 41
(95%) y destaca la tendencia a reducir la actividad respecto al control durante los
primeros intervalos (35 a 37), aunque no son diferencias significativas respecto al control
(Figura 14B).
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En este sentido, el efecto de la dosis de sacarosa de 2 g/Kg se asemeja mas al de la
dosis baja al incrementar la actividad de manera significativa en 151% hasta la segunda

mitad de la fase droga (intervalo 40) (Figura 14B).

Es posible observar el desfase en el incremento de la conducta producto de la
administracion de sacarosa. Por ejemplo, mientras la dosis alta de 2.5 g/Kg tiene
aumento en el intervalo 36 al 39 y nuevamente del 40 al 43, la dosis de 2g/Kg sélo
presenta aumento preponderante, que destaca ademas por su duracion de 12 minutos
(del intervalo 36 hasta el 42). La dosis mas baja de sacarosa presenta dos aumentos en
el intervalo 35 al 38 (antes que las otras dosis de sacarosa), y posteriormente del
intervalo 39 al 43 (Figura 14B).

Asimismo, hay diferencia en el tiempo en que los tratamientos de etanol tienen efecto

sobre la actividad locomotora. La dosis alta antecede a la dosis baja hasta los ultimos

intervalos donde presentan un efecto opuesto (Figura 14A).
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Figura 14. Efecto del etanol (A) y la sacarosa (B) sobre los movimientos horizontales
durante la fase droga. Los datos se muestran como el porcentaje del control (*p<0.05 vs
control en el mismo intervalo de tiempo).
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I b. MOVIMIENTOS VERTICALES (MOV-VER)

En la fase de habituacion se observa la reduccién de los movimientos verticales en el
transcurso del tiempo. Aunque los animales aun no han recibido etanol o sacarosa, los
grupos de sacarosa 2.5 y 3.5 g/Kg presentan valores altos en comparacion con el resto
de los grupos, mientras que los animales en el grupo de etanol 2.5 g/Kg y sacarosa 0.5
g/Kg tienen menor actividad (Figura 15). EI ANOVA de dos vias para medidas repetidas
arrojo diferencias significativas para el tratamiento (F(7,139)=10.357, p<0.001), el tiempo
(F(12,139)=77.863, p<0.001 y la interaccién (F(84, 1327)=2.209, p<0.001).

Figura 15. Curso temporal de los movimientos verticales (MOV VER) durante la fase de
habituacion. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 23 (control)
21 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 16 (sacarosa 1 g/Kg), 16
(sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Lo mismo ocurre en la fase de inyeccién del vehiculo, donde el tratamiento
(F(7,139)=15.948, p<0.001), el tiempo (F(12,139)=1.904, p<0.030) y la interaccién de
ambos factores (F(84,1400)=1.529, p<0.002) son significativos. En este caso, el grupo
de sacarosa 2.5 g/Kg tiene una mayor actividad y se separa del resto de los grupos
(Figura 16).
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Figura 16. Curso temporal de los movimientos verticales (MOV VER) durante la fase de
inyeccidn del vehiculo. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de
23 (control) 21 (etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 16 (sacarosa
1 g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

También durante la fase droga de los movimientos verticales se encontraron diferencias
significativas para el tratamiento (F(7,139)=11.137, p<0.001), el tiempo
(F(14,139)=2.359, p<0.003) y la interaccion (F(98,1689)=1.896, p<0.001). Los animales
tratados con sacarosa 2.5 aumentan la conducta de manera importante haciendo mas

grande su distancia del resto de los tratamientos (Figura 17).
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Figura 17. Curso temporal de los movimientos verticales (MOV VER) durante la fase
droga. Los datos representan el promedio de interrupciones £+ EEM de 23 (control) 21
(etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 16 (sacarosa 1 g/Kg), 16
(sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Las comparaciones multiples durante la fase droga arrojaron los siguientes resultados
(Figura 18). El tratamiento con etanol 1 g/Kg no presenta diferencias significativas
respecto al grupo control durante ninguno de los intervalos de la fase droga; sin embargo,
si es diferente de otros tratamientos de sacarosa (Figura 18A, B, D-H, J, K) y del
tratamiento de etanol 2.5 g/Kg (Figura 18D, K). Mientras tanto, el tratamiento de etanol
2.5 g/Kg si presenta reduccion significativa respecto al grupo control (Figura 18E, 1), al

igual que hacia otros tratamientos (Figura 18A, B, D-H, J).

Estos datos también indican que la sacarosa 2.5 g/Kg aumenta los movimientos
verticales a los pocos minutos de haberse administrado (Figura 18A, B), aunque el
andlisis de los intervalos subsecuentes no arroja diferencia significativa; en el intervalo
34, el valor es muy cercano a la significancia (p=0.066) (Figura 18D). En contraste,

durante el inicio de la fase, el resto de las dosis de sacarosa disminuyen la conducta
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respecto al control (Figura 18B, E, F). Nuevamente, hacia la mitad de la fase (Figura
18H) se presenta una segunda disminucion, de breve duracion y soélo se presenta en los

tratamientos de sacarosa 0.5 g/Kg y 1 g/Kg.

Asimismo, durante el intervalo 40 las comparaciones post hoc arrojaron diferencias
significativas unicamente para el grupo de sacarosa 3.5 g/Kg (Figura 18l). Sin embargo,
la diferencia de la dosis mas baja de sacarosa respecto al control es cercana a la

significancia (p=0.065).

Hacia la segunda mitad de la fase droga, la sacarosa 2.5 g/Kg presenta dos nuevos
incrementos (Figura 18G, J); este aumento no se mantiene hasta el final de la fase.
Entretanto, la disminucion de los movimientos verticales de sacarosa 2 y 3.5 g/Kg si se

presenta en el ultimo intervalo de la fase (Figura 18M).
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Figura 18. Comparacién del efecto de
diferentes dosis de sacarosa y etanol
sobre MOV VER en los intervalos 31 (A),
32 (B), 33 (C), 34 (D), 35 (E), 36 (F), 37
(G), 38 (H), 40 (1), 42 (J), 43 (K), 44 (L) y
45 (M). Los datos representan el promedio
de interrupciones + EEM de 23 (control) 21
(etanol 1g/Kg), 21 (etanol 2.5 g/Kg), 15
(sacarosa 0.5 g/Kg), 16 (sacarosa 1 g/Kg),
16 (sacarosa 2g/Kg), 21 (sacarosa 2.5
g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.
Los cambios significativos contra el control
se indican con asteriscos (****p < 0.001,
***p < 0.005, **p < 0.01, *p < 0.05) y entre
tratamientos se indican con cruces (++++p
< 0.001, +++p < 0.005, ++p < 0.01,

+p<0.05).

Con los resultados obtenidos se calcularon las tendencias de cada grupo a lo largo de

la fase, considerando al grupo control de agua como 100% (Anexo 3).

Los tratamientos de etanol se mantienen por debajo del grupo control. El etanol 2.5 g/Kg
disminuye en el intervalo 35 (56%) y nuevamente en el 40 (55%), mientras que la dosis
de etanol mas baja no registra diferencias significativas respecto al grupo control,

aunque presenta descensos de hasta 55% (intervalo 35) (Figura 19A).

Sobresale el incremento de los movimientos verticales resultado de la administracion de
sacarosa 2.5 g/Kg, que se mantiene arriba del control y del resto de los tratamientos
durante la mayor parte de la fase droga (Figura 19B), apreciandose tres picos de
actividad importantes que corresponden al inicio de la fase (intervalos 30 a 33), la mitad

(intervalos 36 a 38) y la segunda mitad de la fase (intervalos 41 a 43).

Mientras que la sacarosa 2.5 g/Kg presenta incrementos significativos en los intervalos
31 a 32, 36 a 37 y 42, que van de 135% (intervalo 36) hasta un maximo de 183%
(intervalos 32 y 42), el resto de los tratamientos de sacarosa, excepto algunos intervalos
que no presentan significancia estadistica como el 34 para la sacarosa 1 g/Kg y el 37
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para sacarosa 3.5 g/Kg (cuyo maximo aumento representa apenas un 34% y 30%

respectivamente), se mantienen por debajo del nivel del control a lo largo de toda la fase.

En los intervalos 35 y 36 todos los grupos de sacarosa por debajo del control presentan
descenso significativo de hasta 68% para sacarosa 0.5 g/Kg, 62% para sacarosa 1g/Kg,
64% para sacarosa 2 g/Kg y 59% para sacarosa 3.5 g/Kg. Posteriormente, se presentan
nuevos descensos significativos en la actividad a lo largo de la segunda mitad de la fase
de 63% y 58% (intervalo 40 y 45) en sacarosa 3.5 g/ Kg, 61% (intervalo 45) en sacarosa
2 g/Kg y 59% en sacarosa 0.5 g/Kg (Figura 19B).
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Figura 19. Efecto de etanol (A) y sacarosa (B) sobre los movimientos verticales durante
la fase droga. Los datos se muestran como porcentaje del control (*p<0.05 vs control en
el mismo intervalo de tiempo).
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| c. CONDUCTAS ESTEREOTIPADAS (EST)

La tercera conducta que se analizé fueron las conductas estereotipadas. Ademas de la
reduccion de las estereotipias conforme aumenta el tiempo, se observé que el grupo de
etanol 2.5 g/Kg tuvo menor actividad que el resto de los grupos; esto es mas evidente
durante la primera mitad de la fase. El resto de los tratamientos presenta actividad
similar, aunque destacan algunos picos de actividad de la sacarosa 3.5 g/Kg (Figura 20).
Asimismo, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas durante la fase de
habituacion en el tratamiento (F(7,135)=17, p<0.001), el tiempo (F(12,135)=283.524,
p<0.001) y la interaccion de los factores (F(84, 1082)=3.204, p<0.001).

Figura 20. Curso temporal de conductas estereotipadas durante la fase de habituacion.
Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 25 (control) 22 (etanol
19/Kg), 20 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 14 (sacarosa 1 g/Kg), 16 (sacarosa
2g/Kg), 17 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Se encontraron resultados similares durante la fase de inyeccion del vehiculo, donde se
obtuvieron diferencias significativas en el tratamiento (F(7,135)=5.634, p<0.001), el

54



tiempo (F(12,135)=13.825, p<0.001) y la interaccion de ambos (F(84, 1161)=2.552,
p<0.001).

Durante esta fase se observa una distribucion homogénea de los tratamientos donde a
partir del minuto 40, la mayoria de los tratamientos exhiben el mismo comportamiento
(Figura 21).

Figura 21. Curso temporal de conductas estereotipadas durante la fase de inyeccién del
vehiculo. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 25 (control) 22
(etanol 1g/Kg), 20 (etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 14 (sacarosa 1 g/Kg), 16
(sacarosa 2g/Kg), 17 (sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

Finalmente, la fase droga de las conductas estereotipadas también presenta la
distribucion homogénea de los grupos, salvo contadas excepciones, donde se logra ver
una diferencia de los grupos de etanol y el tratamiento de sacarosa 1 g/Kg con respecto
al resto de los grupos (Figura 22). El analisis estadistico arrojo diferencias significativas
para tratamiento (F(7,135)=2.630, p<0.014), tiempo (F(14,135)=10.002, p<0.001) y la
interaccion entre tratamientos y tiempo (F(98, 1464)=2.199, p<0.001).
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Figura 22. Curso temporal de conductas estereotipadas durante la fase droga. Los datos
representan el promedio de interrupciones + EEM de 25 (control) 22 (etanol 1g/Kg), 20
(etanol 2.5 g/Kg), 15 (sacarosa 0.5 g/Kg), 14 (sacarosa 1 g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 17
(sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5 g/Kg) animales.

El analisis post hoc LSD de Fisher arrojo los siguientes resultados de acuerdo a las
comparaciones multiples en diversos intervalos de la fase droga (Figura 23). Las
comparaciones indican que una dosis baja como sacarosa 0.5 g/lKg aumenta la
expresion de la conducta durante los primeros minutos de la fase (Figura 23A, B). En el
intervalo 32 (Figura 23B) destaca también el tratamiento de sacarosa 2.5 g/Kg, que
alcanza sus valores mas altos en este intervalo y decae rapidamente hasta valores por

debajo del control en el intervalo 34, s6lo cuatro minutos después (Figura 23D).
A los 8 minutos de iniciada la fase se registra la mayor cantidad de grupos

significativamente diferentes al control; todos reducen la conducta y corresponden a los

tratamientos de sacarosa (excepto sacarosa 2 g/Kg, p=0.055) (Figura 23D).

56



Una vez transcurrida la mitad de la fase, la sacarosa 2 g/Kg (Figura 23H) aumenta las
estereotipias, mientras que el resto de los grupos las disminuyen, como lo ejemplifican
los intervalos 41 (Fig. 23J), 43 (Fig. 23L) y 44 (Fig. 23M).

Por otro lado, los tratamientos de etanol disminuyen las estereotipias en dosis altas
durante los primeros minutos de la fase (Figura 23A, B). Posteriormente, la misma dosis
presenta un aumento de baja duracién (Figura 23C) para finalmente mantener valores
por debajo del control durante el resto de la fase (Figura 23J, L, M). El etanol en dosis
bajas parece tener un efecto contrario, pues aumenta las estereotipias al inicio (Figura
23A) y después de la mitad de la fase (Figura 23L), con sdlo un intervalo (Figura 23E)

por debajo del valor del control.
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Figura 23. Comparaciéon del efecto de
diferentes dosis de sacarosa y etanol
sobre las conductas estereotipadas en
los intervalos 31 (A), 32 (B), 33 (C), 34
(D), 35 (E), 36 (F), 37 (G), 39 (H), 40 (1),
41 (J), 42 (K), 43 (L) y 44 (M). Los datos
representan el promedio de
interrupciones £ EEM de 25 (control) 22
(etanol 1g/Kg), 20 (etanol 2.5 g/Kg), 15
(sacarosa 0.5 g/Kg), 14 (sacarosa 1
g/Kg), 16 (sacarosa 2g/Kg), 17
(sacarosa 2.5 g/Kg) y 14 (sacarosa 3.5
g/Kg) animales. Los cambios
significativos contra el control se indican
con asteriscos (****p < 0.001, **p <
0.005, **p < 0.01, *p < 0.05) y entre
tratamientos se indican con cruces
(++++p < 0.001, +++p < 0.005, ++p <

0.01, +p<0.05).

Posteriormente, se utilizaron los resultados obtenidos en el analisis post hoc para

calcular el efecto de los tratamientos respecto al control (Anexo 4).

Si bien la administracion de una dosis alta de etanol provoca la reduccién inmediata de
las estereotipias de 52% y 54% (intervalos 31 y 32), también se observa el aumento
significativo de la conducta de 121% en el intervalo 33, para después retomar la
tendencia a reducir la conducta por el resto de la fase, con diferencias significativas de
60% en el intervalo 40, 54% en el intervalo 43 y 44% en el intervalo 44 y reducciones no
significativas de 68%, 64% y 54% en los intervalos 40, 42 y 45 (Figura 24A).

De manera opuesta, la dosis baja de etanol presenta una reduccién de la conducta (de
hasta 56%) durante la primera mitad de la fase (intervalo 35), y el aumento de ésta en la

segunda mitad en el intervalo 43 (hasta 56%) (Figura 24A).

En el caso de los tratamientos de sacarosa sélo se muestran incrementos significativos
de 70% en sacarosa 0.5 g/Kg, aunque esta misma dosis presenta un aumento de 76%
en el intervalo 38 esto no es significativo; de 77% en sacarosa 2.5 g/Kg durante el
intervalo 32, y un aumento maximo de 93% producto de la administracion de sacarosa

2g/Kg una vez transcurridos 18 minutos (Figura 24B).
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Aunque la figura anterior (Figura 24B) nos muestra el aumento de la mayoria de los
grupos de sacarosa hacia la mitad de la fase, el aumento de la conducta por sacarosa
2.5 g/Kg comienza desde el intervalo 35 y se mantiene hasta el 39; el de la sacarosa 3.5
g/Kg comienza en el 37 y continua hasta el 40. Ambos tratamientos tienen un aumento
maximo en el intervalo 38 de 76% y 93%, respectivamente, aunque no alcanzan la

significancia.

También la sacarosa 0.5 g/Kg alcanza su incremento maximo (76%) en el intervalo 38;
este aumento comienza desde el intervalo 36 y llega hasta el 41, con una duracion de
10 minutos. La sacarosa 1 g/Kg y la sacarosa 2 g/Kg alcanzan su valor maximo un

intervalo después (Figura 24B).

Cuando observamos los casos en que el registro de la conducta disminuye, existe mayor
numero de diferencias significativas respecto al control. En la primera mitad de la fase
(intervalo 34) todos los grupos de sacarosa, excepto la dosis de 2 g/Kg, disminuyen la
actividad hasta un 57% (sacarosa 3.5 g/Kg) y en la segunda mitad (intervalo 44) las dosis
de sacarosa 1, 2 y 2.5 g/Kg coinciden con reducciones de 67%, 50% y 45%,

respectivamente.
Igualmente existen diferencias significativas de 51 a 60% en los intervalos 41 y 43 para

sacarosa 1g/Kg, de 54% en el intervalo 35 para sacarosa 2 g/Kg y de 47% en el intervalo

43 en sacarosa 2.5 (Figura 24B).
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Figura 24. Efecto de etanol (A) y sacarosa (B) sobre las conductas estereotipadas
durante la fase droga. Los datos se muestran como porcentaje del control (*p<0.05 vs
control en el mismo intervalo de tiempo).
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Il. RESPUESTA A LA NOVEDAD

Como se mencioné en los métodos, la respuesta a la novedad esta altamente
relacionada con la vulnerabilidad al desarrollo de la adiccion. En este estudio se realizd
la clasificacion de los sujetos en animales con alta respuesta a la novedad (HR) y con
baja respuesta a la novedad (LR). La clasificacion se hizo de acuerdo a la actividad de

movimientos horizontales durante los primeros 5 min del registro.

Con el fin discernir si la clasificacion de los animales como HR y LR explica las
diferencias observadas durante la fase de habituacién de los parametros estudiados en
el presente trabajo (Figuras 10, 15y 20), previo a la administracion de las sustancias de

interés, se realiz6 un ANOVA de dos vias de medidas repetidas para cada conducta.

En el caso de los movimientos horizontales el analisis estadistico arrojé diferencias
significativas para la clasificacion HR-LR (F(1, 148)=185.076, p<0.001), el tiempo (F(12,
148)=701.118, p<0.001) y la interaccién entre ambos factores (F(12, 1326)=28.406,
p<0.001). Durante la fase de habituacion, las ratas HR realizan mayor actividad en
comparacion con las ratas LR; esta diferencia es mas evidente en los grupos de etanol

1y 2.59g/Kgyenlos de sacarosa 0.5y 3.5 g/Kg (Figura 25).
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Figura 25. Curso temporal de los movimientos horizontales (MOV HOR) durante la fase
de habituacion para ratas clasificadas como de alta (HR) o baja (LR) respuesta a la
novedad. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de A) 19 (control
HR), 4 (control LR), B) 11 (etanol 1g/Kg HR), 11 (etanol 1g/Kg LR), C) 2 (etanol 2.5 g/Kg
HR), 19 (etanol 2.5 g/Kg LR), D) 4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR), 11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR),
E) 7 (sacarosa 1 g/lKg HR), 10 (sacarosa 1 g/Kg LR), F) 8 (sacarosa 2g/Kg HR), 8
(sacarosa 2g/Kg LR), G) 9 (sacarosa 2.5 g/Kg HR), 12 (sacarosa 2.5 g/Kg LR), H) 12
(sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg LR) animales.

De igual manera, hay un efecto de la clasificacion de las ratas durante la fase de
habituacion en movimientos verticales. A diferencia de la conducta de movimientos
horizontales, en algunos grupos, como etanol 2.5 y sacarosa 0.5 g/Kg, los animales LR
tienen ligero aumento en la actividad en comparacién con los HR, mientras que otros
como sacarosa 2 y 2.5 no presentan una diferencia clara en el curso temporal de HR y
LR (Figura 26).

El ANOVA de dos vias para medidas repetidas de los datos demostrd diferencias
significativas tanto para la clasificacion HR-LR (F(1,145)=6.343, p<0.013), como para el
tiempo (F(12,145)=81.432, p<0.001), pero no para la interaccién entre ambos factores
(F(12,1399)=1.245, p=0.246).
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Figura 26. Curso temporal de los movimientos verticales (MOV VER) durante la fase
habituacion para ratas clasificadas como de alta (HR) o baja (LR) respuesta a la
novedad. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 19 (control
HR), 4 (control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 10 (etanol 1g/Kg LR), 2 (etanol 2.5 g/Kg HR),
19 (etanol 2.5 g/Kg LR), 4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR), ), 11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 6
(sacarosa 1 g/lKg HR), 10 (sacarosa 1 g/Kg LR), 8 (sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa
2g9/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5 g/Kg HR), 12 (sacarosa 2.5 g/Kg LR), 11 (sacarosa 3.5 g/Kg
HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg LR) animales.

Por ultimo, también en la conducta de estereotipias se confirman los resultados
obtenidos en el analisis de la actividad locomotora y se observan las diferencias entre
los animales HR y LR, donde la mayoria de los grupos muestra que los animales HR
tienen mayor frecuencia de la conducta en comparacién con los LR. De nueva cuenta,
los animales de los grupos de sacarosa 2 y 2.5 g/Kg presentan un curso temporal para

HR muy semejante al de LR (Figura 27).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la clasificacion de
respuesta a la novedad (F(1,141)=60.718, p<0.001), el tiempo (F(12,141)=252.975,
p<0.001) y para la interaccién entre el tiempo y la clasificacion de los animales
(F(12,1154)=2.310, p=0.007).
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Figura 27. Curso temporal de estereotipias (EST) durante la fase habituacion para ratas
clasificadas como de alta (HR) o baja (LR) respuesta a la novedad. Los datos
representan el promedio de interrupciones + EEM de 21 (control HR), 4 (control LR), 11
(etanol 1g/Kg HR), 11 (etanol 1g/Kg LR), 2 (etanol 2.5 g/Kg HR), 18 (etanol 2.5 g/Kg LR),
4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR), ), 11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 5 (sacarosa 1 g/Kg HR), 9
(sacarosa 1 g/Kg LR), 8 (sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 6 (sacarosa 2.5
g/Kg HR), 11 (sacarosa 2.5 g/Kg LR), 11 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg
LR) animales.

Posteriormente se analiz6 el efecto de la clasificacion de los animales en su
comportamiento durante la fase droga, donde se administraron los diversos tratamientos.
Dado que para el grupo tratado con etanol 2.5 g/Kg la clasificacién de los animales revel6
una cantidad en extremo diferente entre el numero de animales HR en comparacién con

el numero de animales LR no se incluyé en los analisis estadisticos posteriores.

La prueba de analisis de varianza de dos vias mostr6 que no existen diferencias
significativas a nivel de tratamiento (F(6,115)=1.316, p=0.256), ni a nivel del clasificacion
HR-LR (F(1,115)=3.067, p=0.083) en la fase droga para MOV HOR. El resultado de la
interaccién entre ambos factores tampoco arrojé resultados significativos (F(6, 115)=
1.763, p=0.113).

A pesar de que el analisis estadistico no presenta diferencias estadisticamente
significativas entre animales de alta respuesta y aquellos de baja respuesta, en la figura

anterior se observa que los animales del grupo de alta respuesta de la dosis mas baja
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de sacarosa (0.5 g/Kg) tienden a aumentar el numero de interrupciones (MOV HOR) en
comparacion con los animales de baja respuesta tratados con la misma dosis. Lo mismo
sucede con las dosis de sacarosa 1 g/Kg y 2.5 g/Kg, donde existe la tendencia al
aumento de la conducta por parte del grupo clasificado como de alta respuesta (Figura
28).

En contraste, la dosis de sacarosa 2 g/Kg podria tener efecto de disminucion en el
numero de interrupciones que presentan los animales de alta respuesta en relacién con
los animales clasificados como baja respuesta, lo que podria indicar que la dosis usada

como intermedia es mas semejante a las dosis bajas utilizadas (Figura 28).

Figura 28. Efecto de la respuesta a la novedad sobre la conducta de movimientos
horizontales durante la fase droga. Los datos representan el promedio de interrupciones
+ EEM de 19 (control HR), 4 (control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 11 (etanol 1g/Kg LR), 4
(sacarosa 0.5 g/lKg HR), ), 11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 7 (sacarosa 1 g/Kg HR), 10
(sacarosa 1 g/Kg LR), 8 (sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5
g/Kg HR), 12 (sacarosa 2.5 g/Kg LR), 12 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg
LR) animales.
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A diferencia de los movimientos horizontales, el analisis de la conducta de movimientos
verticales si arroja diferencias significativas para el tratamiento (F(6,112)=14.793,
p<0.001, no asi para la clasificaciéon de los animales en HR o LR (F(1,112)=0.658,
p=0.419) o la interaccién entre los factores (F(6, 112)= 1.169, p=0.328). De nueva
cuenta, se confirma la diferencia entre los tratamientos, donde destaca el tratamiento de
sacarosa 2.5 g/Kg (Figura 29). A diferencia de la conducta de MOV HOR, se observa
que en todos los tratamientos, excepto sacarosa 2.5 g/Kg, existe una tendencia del grupo
LR a aumentar la frecuencia de la conducta; esto es mas evidente en el tratamiento de

sacarosa 0.5g/Kg.

Figura 29. Efecto de la respuesta a la novedad sobre la conducta de movimientos
verticales durante la fase droga. Los datos representan el promedio de interrupciones +
EEM de 19 (control HR), 4 (control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 10 (etanol 1g/Kg LR), 4
(sacarosa 0.5 g/Kg HR), ), 11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 6 (sacarosa 1 g/Kg HR), 10
(sacarosa 1 g/Kg LR), 8 (sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5
g/Kg HR), 12 (sacarosa 2.5 g/Kg LR), 11 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg
LR) animales.
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Para las estereotipias nuevamente no existen diferencias entre tratamientos (F(6,
109)=1.338, p=0.247), clasificacion de animales (F(1, 109)=0.029, p=0.865) o la
interaccion entre los factores (FF(6, 109)=1.019, p=0.417).

Se observa una tendencia de los animales LR a aumentar el numero de interrupciones
respecto a los HR al ser tratados con sacarosa 0.5 g/Kg, mientras que con una dosis
mas alta, como sacarosa 2.5 g/Kg, la tendencia es inversa, ya que los animales HR

aventajan a los LR en el numero de interrupciones que presentan.

Figura 30. Efecto de la respuesta a la novedad sobre las estereotipias durante la fase
droga. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 19 (control HR),
4 (control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 10 (etanol 1g/Kg LR), 4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR), ),
11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 6 (sacarosa 1 g/Kg HR), 10 (sacarosa 1 g/Kg LR), 8 (sacarosa
2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5 g/Kg HR), 12 (sacarosa 2.5 g/Kg
LR), 11 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg LR) animales.

Por ultimo, con el fin de investigar si la respuesta de los animales a la novedad influia en

la actividad observada previamente (Figuras 20, 25 y 30), se dividié la fase droga en
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bloques de cinco intervalos y se realiz el analisis estadistico del principio, la mitad y el

final de la fase.

Para los movimientos horizontales (Anexo 5) se encontré que al principio de la fase
(intervalos 1 a 5) existen diferencias significativas entre los tratamientos (F(6,
115)=3.074, p<0.008), pero no para la clasificacién de los animales (F(1,115)=0.446,
p=0.506) o la interaccién de los factores (F(6,115)=0.913, p<0.489). A la mitad de la fase
(intervalos 6 a 10), el efecto del tratamiento deja de ser estadisticamente significativo
(F(6,115)=1.196, p=0.313), como en el caso de la clasificaciéon (F(1, 115)=2.505),
p=0.116) y la interaccion (F(6,115)=0.662, p=0.680).

En el ultimo tercio de la fase (intervalos 11 a 15) las diferencias entre los tratamientos
son estadisticamente significativas (F(6,115)=2.846, p<0.013), no asi con la clasificacién
(F(1,115)=1.613, p=0.207) o la interaccién entre ambos factores (F6,115)=1.942),
p=0.080).

Los animales clasificados como HR presentan una tendencia a aumentar los
movimientos horizontales (Anexo 5) con tratamiento de baja concentracion de sacarosa
(sacarosa 0.5 g/Kg). Dicha tendencia se observa a lo largo de toda la fase droga, pero
la diferencia mas evidente respecto al grupo LR se ve durante los ultimos cinco intervalos
de la fase (Anexo 5C).

Por el contrario, el tratamiento de sacarosa 2 g/Kg muestra una tendencia de los
animales clasificados como LR a aumentar los movimientos horizontales (Anexo 5A).
Nuevamente, la diferencia entre los animales HR-LR es mas evidente hacia el final de la
fase (Anexo 5C).

Asimismo, en los movimientos verticales (Anexo 6) durante el intervalo 1 a 5 el
tratamiento es estadisticamente significativo (F(6,112)=9.062, p<0.001), pero no la
clasificacion (F(1,112)=0.0434, p=0.835) o la interaccion entre la clasificacion y los
tratamientos (F(6,112)=1.870, p=0.092). Sin embargo, a diferencia de los movimientos
horizontales, la significancia estadistica del tratamiento se mantiene del intervalo 6 hasta
el 10 (F(6, 112)=8.608, p<0.001) y del 11 al 15 (F(6,112)=8.676, p<0.001).
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Aunque la clasificacion HR-LR para los movimientos verticales no es significativa en los
intervalos 6 a 10 (F(1,112)=0.0996, p=0.753), si lo es en los intervalos 11 a 15
(F(6,112)=5.799, p<0.018). La interaccion entre los factores no es significativa ni en el
segundo (F(6,112)= 0.415, p=0.868) ni en el ultimo tercio de la fase droga
(F(6,112)=0.571, p=0.752).

Pese a los resultados estadisticos, se observa que en los primeros cinco intervalos de
la fase droga para movimientos verticales existe una tendencia de los animales
clasificados como LR a aumentar la conducta cuando son tratados con sacarosa 0.5
g/Kg (Anexo 6A). En la mitad de la fase (intervalos 6 a 10) se observa una tendencia
similar para el tratamiento de sacarosa 3.5 g/Kg y ademas destaca el tratamiento de
sacarosa 2.5 g/Kg al presentar mayor numero de movimientos verticales que el resto de

los grupos (Anexo 6B).

Hacia el final de la fase, los animales clasificados como HR presentan la tendencia a
aumentar los movimientos verticales en los tratamientos de etanol 1g/Kg y sacarosa 0.5,
1,2 y 3.5 g/Kg (Anexo 6C).

En el caso de las estereotipias (Anexo 7) no existen diferencias significativas para el
tratamiento durante los intervalos 1 a 5 (F (6,109)=1.336, p=0.247), la clasificacion (F(1,
109)=1.871, p=0.174) o la interaccion F(6,109)=0.917, p=0.486). Aun asi, se observa la
tendencia de los animales HR de los tratamientos de etanol 1 g/Kg y de las
concentraciones altas de sacarosa (2.5 y 3.5 g/Kg) de aumentar las estereotipias (Anexo
7A).

En la mitad de la fase el factor del tratamiento es significativo (F(6,109)=3.596, p<0.003)
pero la clasificacion (F(1, 109)=0.00941, p=0.923) y la interaccion entre ambos (F(6,
109)=1.098, p=0.368) no lo son. De manera contraria a lo que ocurre al inicio de la fase,
en los intervalos 6 a 10 los animales LR presentan mayor numero de estereotipias que

los HR en el caso del tratamiento de etanol 1g/Kg y de sacarosa 0.5 g/Kg (Anexo 7B).
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En los ultimos cinco intervalos de la fase droga de estereotipias no existen diferencias
significativas en el tratamiento (F(6,109)=1.795, p=0.107), la clasificacion
(F(1,109)=1.712, p=0.193) o la interaccién entre los factores (F(6,109)=1.013, p=0.421).
Sin embargo, se observa la tendencia de los animales clasificados como LR a aumentar
el numero de estereotipias en el tratamiento de sacarosa 0.5g/Kg y de los animales HR

a aumentar las estereotipias en el tratamiento de sacarosa 2.5 g/Kg (Anexo 7C).

[ll. Concentracion de glucosa en sangre

Existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de glucosa en sangre
(mg/dL), resultado de la administracion de dosis bajas de sacarosa, como 0.5 g/Kg (F
(8,32)=3.421, p<0.006) y 1 g/Kg (F(8,32)=3.159, p<0.009), y de dosis altas como 2.5
g/Kg (F(8,32)=3.432, p<0.006) y 3.5 g/Kg (F(8,32)=4.924, p<0.001).

La dosis mas baja de sacarosa (0.5g/Kg) provoca el incremento significativo en los
niveles de glucosa una vez transcurridos 5 min; esta diferencia respecto al valor basal
se mantiene hasta el final de los 30 min, y alcanza su valor maximo a los 12.5 min
después de la inyeccion (Figura 31A). Mientras tanto, la dosis de 1 g/ Kg, alcanza una
diferencia significativa respecto al valor basal hasta los 10 minutos, y al igual que en el
caso anterior esta diferencia se mantiene hasta los treinta min correspondientes a la

duracién del ensayo (Figura 31B).

La administracion de una dosis intermedia de sacarosa, 2 g/Kg (F(8,32)=2.141, p=0.061)

no muestra tener efectos significativos en los niveles de glucosa.

El nivel de glucosa en los animales que recibieron sacarosa 2.5 g/Kg aumentd de
inmediato a partir de los 2.5 min, alcanzando su valor maximo al min 15 y se mantiene
hasta el min 30 (Figura 31D).

Por ultimo, el perfil de incremento de glucosa en sangre para la dosis de 3.5 g/Kg de
sacarosa, la mas alta, muestra el aumento significativo a partir de los 5 min. Dicha
elevacion parece de magnitud similar a la que se observa a los 15 min, es decir, esta
dosis presenta dos grandes incrementos, uno al principio y otro hacia la mitad del registro
(Figura 31E).
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Figura 31. Concentracion de glucosa en sangre en ratas administradas con sacarosa a

dosis de 0.5g/Kg (A), 1 g/Kg (B), 2 g/Kg (C), 2.5 g/Kg (D) y 3.5 g/ Kg. Los datos se
expresan como el promedio £+ EEM (n=25). Los cambios significativos vs el nivel de

glucosa basal se indican con asteriscos (*p < 0.05).
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En la siguiente tabla se muestra el maximo aumento registrado en los niveles de glucosa

para cada dosis administrada.

Tabla 3. Concentracién maxima de glucosa en sangre alcanzada

Dosis de sacarosa (g/KQ) Tiempo (min) Concentracion de
glucosa (mg/dL)
0.5 12.5 128.8 £ 10.8
1 10 12245
2 10 1248+ 6
2.5 15 130+ 7.8
3.5 15 132.4 £ 11.1

La tabla anterior (Tabla 3) demuestra que no hay un efecto dosis respuesta, aunque hay
diferencias en el tiempo en que se alcanza la maxima concentracién de glucosa en

sangre.

IV. Determinacién de alcohol en sangre
El contenido de etanol en plasma demostré que las ratas tratadas con una dosis mayor
de etanol (etanol 2.5 g/Kg) presentan mayor concentracién de alcohol en plasma que

aquellas tratadas con una dosis mas baja (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracién de etanol en plasma de

ratas tratadas con etanol 1y 2.5 g/Kg

Etanol 1 g/Kg Etanol 2.5 g/Kg

275.16 £ 77.48 mg/L 950.94+ 134.16 mg/L
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DISCUSION

Por su relevancia en la epidemia de obesidad actual y su omnipresencia en los alimentos
que consumimos, la sacarosa se ha usado anteriormente como sustancia de estudio en
investigaciones relacionadas a la dependencia. Sin embargo, la mayoria de estos
experimentos se realizan bajo consumo ad libitum de la sustancia en forma de alimento
de roedor adicionado con sacarosa o soluciones que van del 10% (Frazier et al., 2008;
Mitra et al., 2016) al 30% (Gaysinskaya et al., 2011). Al dia de hoy, no existen modelos
animales que estudien el efecto que tiene la administracion aguda de diferentes
carbohidratos sobre la actividad motora. Hasta donde sabemos, éste es el primer estudio
que revela los efectos de dosis especificas de sacarosa sobre la conducta motora en

ratas.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el efecto de la sacarosa en la
conducta de ratas Wistar, estudiada como la expresién de movimientos horizontales,
verticales y estereotipias, depende de la dosis de sacarosa administrada. Ademas, este
efecto puede ser potenciado o disminuido por la respuesta intrinseca a la novedad de

cada individuo.

La hipotesis de que dosis mayores de sacarosa alcanzarian mayor efecto que dosis
bajas no fue confirmada. Se encontré que la dosis de 0.5 g/Kg de sacarosa no sélo es
suficiente para aumentar de manera importante los movimientos horizontales en ratas
Wistar, sino que dosis bajas alcanzan niveles de actividad maxima mas altos que los de
dosis mayores. En general, se observa el desfase del efecto que tienen los diferentes
tratamientos de sacarosa sobre los movimientos horizontales, es decir, las dosis ejercen
sus efectos en tiempos diferentes donde dosis altas exacerban la actividad al principio y
las dosis bajas hacia la mitad de la fase droga. Al respecto, la dosis de sacarosa de 2
g/Kg, considerada como dosis intermedia en este protocolo, presenta un perfil de accion
semejante al de la dosis bajas de sacarosa, al tener un efecto sobre la conducta hasta

la segunda mitad de la fase droga.

Los efectos mas importantes sobre los movimientos verticales sélo se observan con la

administracion de una dosis alta de sacarosa. La dosis de sacarosa de 2.5 g/Kg aumenta
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la frecuencia de la conducta con tres picos de actividad correspondientes al inicio, mitad
y final de la fase droga. El resto de los tratamientos de sacarosa se mantienen por debajo
del nivel del control a lo largo de toda la fase y presentan reducciones significativas en
diferentes puntos. Cabe mencionar que la dosis de sacarosa de 2.5 g/Kg muestra
tendencia al aumento en el registro de movimientos verticales desde la fase de
habituacion y posteriormente se destaca del resto de los grupos durante la fase de
inyeccion del vehiculo, es decir de manera independiente a la administracion de
sacarosa lo que podria implicar que este grupo en particular contiene ratas mas
sensibles al efecto de un ambiente novedoso y es por ello que tienen mayor respuesta

a la administraciéon de la sacarosa durante la ultima fase.

Por otro lado, el efecto de los tratamientos con sacarosa sobre las conductas
estereotipadas se observa predominantemente durante la mitad de la fase droga. Al
inicio de la fase una dosis baja (0.5g/Kg) y una dosis alta (2.5g/Kg) aumentan las
estereotipias de manera breve. En general, el registro de esta conducta es muy similar
a lo que se observa en los movimientos horizontales a excepcion de que la frecuencia
de estereotipias disminuye antes, a partir del intervalo 41, en todos los grupos. Estudios
futuros que busquen elucidar los cambios especificos que ocurren en las conductas
estereotipadas son importantes, ya que podria haber diferencias en la ejecucion
individual del acicalamiento, el olfateo, el masticado y la lamida de las extremidades,
conductas que son tomadas aqui como un conjunto. Por ejemplo, la d-anfetamina y el
metilfenidato (MFD) han probado desencadenar estereotipias diferentes sobre las ratas,

la primera promueve olfatear y la segunda roer (Roffman & Raskin, 1997)

Estas diferencias entre las propiedades de las dosis bajas de sacarosa y las dosis altas
son importantes, especialmente al considerar que el consumo de sacarosa aumenta con
el tiempo (Colantuoni et al., 2001) o después de periodos de restriccion (Avena et al.,
2005), lo que puede llevar el consumo compulsivo de la sustancia. Los hallazgos del
presente estudio sugieren entonces que la expresion de la actividad motora sera
diferente conforme progresa el escalamiento del consumo de sacarosa en ratas en un
protocolo de administracion cronica. Por ejemplo, en el inicio (dosis bajas) las ratas

podrian exhibir principalmente conducta exploratoria; después, conforme el consumo
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aumenta (dosis altas), la conducta exploratoria podria ser reemplazada por el aumento

en las estereotipias y los movimientos verticales.

En cuanto al etanol, tanto la dosis de 1 g/lKg como la de 2.5 g/Kg aumentaron los
movimientos horizontales de las ratas en la primera mitad de la fase droga; sin embargo,
hacia la segunda mitad, el etanol en dosis altas disminuye los movimientos horizontales
mientras que la dosis baja los aumenta. Durante los movimientos verticales, los
tratamientos de etanol tienen actividad semejante y aunque el grupo de 1 g/Kg no
presenta diferencias significativas respecto al grupo control, tiene tendencia a aumentar
la conducta. Entretanto, el etanol 2.5 g/Kg genera la reduccion significativa de la
conducta. Finalmente, se observd que el etanol en dosis altas disminuye las
estereotipias mientras que en dosis bajas aumenta ligeramente la conducta. Estos
resultados son consistentes con la literatura publicada sobre los efectos bifasicos del
etanol, es decir, esta sustancia induce efectos estimulantes y depresores en la conducta
dependiendo de la dosis. La inyeccién i.p. de etanol en dosis altas (2.5 g/Kg) suprime la
actividad exploratoria en ratas adultas que muestran senales fisicas de sedacion
inducida por etanol, mientras que la administracion aguda de alcohol en dosis bajas (0.5
o 1 g/Kg) resulta en el incremento de la actividad, este aumento de la actividad
locomotora declina con el tiempo (Acevedo et al., 2014; Gingras & Cools, 1996;
Hernandez-Vazquez & Méndez, 2006; Holdstock & de Wit, 1998; Karlsson & Roman,
2016).

Como se menciono anteriormente, otro factor importante a lo largo del experimento fue
la actividad de los animales previo a la fase droga, ya que en ese momento no deberia
haber diferencias entre los grupos debido a que aun no se les ha administrado ninguna
sustancia. Durante la fase de habituacion, en los movimientos horizontales se encontré
que el grupo de sacarosa 3.5 g/Kg presenta una mayor actividad que el resto de los
grupos, mientras que el grupo de etanol 2.5 g/Kg tiene una reduccion en su actividad.
De manera similar, en los movimientos verticales se observd una disminucion en la
actividad del grupo de etanol 2.5 g/Kg; sin embargo, la tendencia del grupo de animales
de sacarosa 3.5 g/Kg a presentar una mayor actividad que el resto de los grupos fue
menos evidente para el registro de esta conducta. De nueva cuenta, durante la fase de

habituacion de las conductas estereotipadas se conserva la tendencia del grupo de
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etanol 2.5 g/Kg a presentar menor actividad motora que el resto de los grupos. Estas
conductas en la fase de habituacion podrian deberse a la influencia de varios factores,
entre los que destacan las diferencias intrinsecas de los animales en respuesta a un

ambiente novedoso.

A pesar de la distribucién y seleccion aleatoria de los animales, la clasificacion en alta
(HR) y baja respuesta (LR) a la novedad revelé que en el grupo de etanol 2.5 g/Kg
predominaban los animales LR (19) sobre los HR (2); en cambio, en el grupo de sacarosa
3.5 g/Kg predominaban los animales HR (11) sobre los LR (3). Esto sugiere que la causa
de las diferencias en la actividad motora en las fases previas a la administracion de las
sustancias de interés se debe a que los animales tienen una respuesta distinta al
ambiente novedoso. Este concepto ha sido demostrado previamente por diversos
investigadores. Dichos estudios han relacionado la respuesta a la novedad con la
preferencia a nuevas sensaciones o busqueda de novedad y la proclividad hacia el uso
de drogas de abuso. De acuerdo a estas investigaciones, los animales con mayor
respuesta motora a un ambiente novedoso (HR) son mas vulnerables a los efectos de
estimulacién locomotora de sustancias como cocaina (Belin et al., 2011) y anfetamina
(Piazza et al., 1990).

Al respecto, en este estudio las ratas clasificadas como HR tienen mayor numero de
movimientos horizontales en comparacién con los animales de baja respuesta durante
la fase de habituacion. La actividad de los animales HR-LR influye de manera diferente
en la conducta de movimientos verticales y las estereotipias. La baja respuesta a la
novedad parece favorecer el aumento de movimientos verticales en la mayoria de los
tratamientos, excepto sacarosa 2.5 g/Kg. Cabe recordar que dicha dosis fue la unica que
se destacod por aumentar dicha conducta durante la fase droga. En el caso de las
estereotipias, la tendencia general es al aumento de la conducta por los animales LR al
ser tratados con dosis bajas de sacarosa (0.5 g/Kg), mientras que en dosis altas la

tendencia es inversa.

El efecto de la respuesta a la novedad sobre la actividad motora no es suficiente para
predecir la respuesta motora de las ratas ante cada tratamiento. La actividad también

depende del tiempo en el que se observa la conducta. Por ejemplo, al dividir la fase
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droga de movimientos verticales los animales clasificados como de baja respuesta a la
novedad, aumentan la conducta en las ratas tratadas con sacarosa 0.5 g/Kg durante los
primeros cinco intervalos; en la mitad de la fase, la tendencia es similar en sacarosa 3.5
g/Kg. Hacia el final de la fase, los animales clasificados como HR son quienes tienden
al aumento de movimientos verticales en los tratamientos de etanol 1g/Kg y sacarosa
0.5, 1, 2 y 3.5 g/Kg. Se recomienda un estudio posterior con distribucion mas equitativa
de los animales HR-LR en cada grupo de tratamientos para esclarecer si en nuestro
caso existe relacion entre la respuesta a la novedad y la respuesta a la dosis de las

sustancias.

Finalmente, en este trabajo se observd una clara relacion entre los niveles de alcohol en
sangre con la cantidad de etanol administrada, pero no sucede lo mismo con la sacarosa
donde las dosis no corresponden con el aumento de glucosa en sangre registrado. Esto
podria deberse a diferencias en el metabolismo de la sacarosa y la via de administracion
usada en este protocolo. Al respecto, Hara & Saito (1981), demostraron que la solucion
de 1 g de sacarosa administrada por via oral tiene la misma respuesta sobre la
concentracién de glucosa en sangre que una solucién de 2 g, es decir que tampoco hay
evidencia de que exista efecto dosis-respuesta por esta via. También, se ha demostrado
que la administracion oral de sacarosa, glucosa, y una mezcla de glucosa y fructosa
ejercen la misma respuesta sobre la concentracion de glucosa en plasma (Eiko &
Masayuki, 1981).

En roedores, uno de los examenes mas usados para identificar individuos con diabetes
es la prueba de tolerancia a glucosa. En ratones, esta prueba se realiza administrando
glucosa por via intraperitoneal; aunque no hay consenso en la cantidad de glucosa
administrada, el rango de dosis va de 0.5 a 2 g/Kg. Andrikopoulos et al. (2008),
estudiaron la dinamica de la glucosa en plasma resultante de la administracion de
glucosa 2g/Kg via oral vs via intraperitoneal y demostraron que los niveles de glucosa
en plasma resultado de la administracion via oral eran menores al compararlos con la

administracion intraperitoneal.

Es importante considerar que la administracién de sustancias se realizd por via

intraperitoneal en todos los tratamientos del presente estudio. De acuerdo a la literatura,
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la farmacocinética de sustancias administradas via i.p. es similar a la via de
administracion oral, la ruta primaria de absorcion es en vasos mesentéricos que dirigen
las sustancias hacia la vena porta y a través del higado antes de alcanzar la circulacién
sistémica. Una pequefia cantidad puede también pasar directamente a través del

diafragma (Turner, 2011).

La sacarosa es un disacarido compuesto de glucosa y fructosa. La hidrdlisis de los
disacaridos a monosacaridos se realiza por enzimas localizadas es las superficies
luminales de las células que revisten las microvellosidades del intestino delgado. En el
intestino, la sacarosa es hidrolizada por la sacarasa, una enzima invertasa, en glucosa
y fructosa antes de ser absorbida en la sangre de la circulacion portal hepatica. Después,
la fructosa y la glucosa tienen destinos metabdlicos diferentes. La fructosa es
transportada dentro de células hepaticas, una vez dentro de las células es convertida a
fructosa-1-fosfato y a gliceraldehido-fosfato por enzimas especificas (fructocinasa y
aldolasa B). Los pasos iniciales del metabolismo de la fructosa no requieren insulina. Por
el contrario, la glucosa es absorbida en el higado y convertida a glucosa-6-fosfato por la
enzima glucocinasa, la expresion de dicha enzima es dependiente de insulina (Tappy &
Lé, 2010).

Aunqgue aun es poco lo que se sabe sobre el metabolismo de |la sacarosa en el sistema
nervioso central (SNC), de manera general podemos proponer dos posibles mecanismos
por los que la sacarosa ejerce sus efectos centrales. El primero, involucra el efecto
individual de los monosacaridos que la componen y el segundo, considera la accién

directa de la molécula de sacarosa.

Del 50 al 75% de la glucosa consumida se usa para mantener los requerimientos
energéticos del SNC. La disponibilidad de glucosa para glia y neuronas requiere del
trasporte a través de la barrera hematoencefdlica (BHE) compuesta de células
endoteliales conectadas por uniones estrechas que previenen la difusion de glucosa y
otros nutrientes. El transporte de glucosa esta mediado por los miembros de la familia
de transportadores GLUT. La presencia de GLUT1 y GLUT3 es critica para la
homeostasis de glucosa en el cerebro. GLUT1 es el principal transportador en la barrera

hematoencefalica y también media la absorcion de sacarosa del fluido extracelular a las

83



células de la glia, mientras GLUT3 es el transportador responsable de la entrada de
glucosa en las neuronas (Cura & Carruthers, 2012; Mergenthaler et al., 2013; Xiuli et al.,
2005).

Dado que la glucosa entra en el cerebro via la BHE, generalmente se asume que los
efectos de la fructosa en el SNC estan regulados por la entrada de fructosa por la misma
via. Sin embargo, la fructosa se metaboliza rapidamente en el higado por lo que los
niveles de fructosa fuera del higado, en circulacion, son bajos. Recientemente, se realizo
un estudié donde se demostrd que la fructosa es producida de manera enddgena en el
cerebro a partir de la glucosa por la via de sorbitol-aldosa reductasa o la via poliol que

convierte la glucosa a sorbitol y éste a fructosa (Hwang, 2017).

Aunque es posible que la fructosa cruce la BHE, es poco probable que sea la via que
contribuye mayoritariamente a la concentracion de fructosa en el SNC. El aumento de
fructosa intracerebral ocurre antes (a los 20 minutos) de que se perciba aumento en los
niveles de fructosa periférica (a los 180 minutos) en individuos que han consumido
glucosa (Hwang, 2017). Estos hallazgos sugieren que el consumo de cualquier azucar
que aumente el nivel de glucosa en sangre puede entonces mediar la produccidon de
fructosa en el cerebro. Esto es relevante para nuestro estudio ya que la glucosa en

sangre incremento al inyectar a las ratas con sacarosa.

En cuanto a la accién directa de la sacarosa en el cerebro, la sacarosa marcada
radioactivamente (['“C]-sacarosa) ha sido considerada como un marcador confiable para
el andlisis cuantitativo de la integridad de la BHE. Esto se debe a que es una molécula
sin carga, que no esta sujeta a la unién a proteinas, con bajo peso molecular, hidrofilica
y, hasta la fecha, sin mecanismos medibles de transporte activo o facilitado a través de
membranas (Miah et al., 2016). Aunque podria pensarse que la sacarosa no entra en las
células a menos que sea metabolizada en el intestino, existe la posibilidad de que sea
procesada en el higado por una sacarasa de muy baja actividad (Horvat, 1973).
Adicionalmente, otras investigaciones han demostrado que la actividad de a-
glucosidasa, que rompe almidon y disacaridos a glucosa esta presente en tejido cerebral
(Saul et al., 1985).
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Al respecto, Miah et al. (2016, 2017) estudiaron la permeabilidad de la BHE con [14C]-
sacarosa y [13C]-sacarosa. Encontraron que la mayoria de la radioactividad observada
en el cerebro después de la administracion in vivo de sacarosa se puede atribuir a
compuestos diferentes a la molécula de sacarosa intacta. Ademas, la concentracion de

sacarosa es muy baja en el cerebro.

Dichos estudios son muy recientes e indican una relativa impermeabilidad para la
sacarosa en la BHE intacta por lo que el metabolismo del disacarido en el cerebro es
poco probable. Sin embargo, es evidente que aun hacen falta estudios que contrasten
el efecto de la sacarosa, la glucosa y la fructosa a nivel del SNC, tanto en las vias

asociadas a la recompensa como sobre los mecanismos de absorcion.
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PERSPECTIVAS

Seria importante estudiar los cerebros de las ratas utilizadas en este estudio con el
objetivo de determinar si la administracion i.p. de sacarosa modifica la transmisién de
algun neurotransmisor o neuromodulador, o bien si este azucar induce activacion
neuronal. En estos cerebros extraidos y almacenados por congelacion, se sugiere la
comparacion con cerebros obtenidos de ratas sometidas a un protocolo de
administracion crénica en estudios posteriores que emplee las dosis que mostraron
mayores efectos conductuales, o a un protocolo agudo similar al que aqui se presenta

pero donde la via de administracién sea oral.

Por ejemplo, varios laboratorios han publicado datos que sugieren que la ingesta de
sacarosa resulta en cambios neuroquimicos que indican que la respuesta esta mediada
por el cambio en opioides o dopamina. Pomonis et al (2000), mantuvieron a ratas con
acceso ad libitum a una solucién de sacarosa al 10% durante 3 semanas y
posteriormente les inyectaron 10 mg de naloxona. Los cerebros fueron analizados para
inmunoreactividad de c-Fos en regiones del cerebro anterior y posterior ya que el
incremento en la concentracion de dicho factor es reflejo de activacion neural. Se
encontré que las concentraciones de c-Fos en el nucleo central de la amigdala
aumentaron en ratas expuestas a sacarosa. Esto podria realizarse en las ratas
empleadas para este estudio, con el fin de estudiar si se activa c-Fos cuando se inyecta

la sacarosa o si la respuesta esta asociada unicamente a mecanismos de palatabilidad.

Otra opcion seria llevar a cabo un estudio similar al realizado por Colantuoni et al (2001)
que estudiaron animales expuestos a glucosa 25% por 30 dias y encontraron que la
union del ligando [2H]SCH 23390 a D1 incremento significativamente en el NAc, mientras
que la unién del ligando ['?°I]RTI-121 al receptor D2 disminuy en el estriado dorsal. De
igual manera, la unién al receptor opioide p-1 del ligando ['?°I]] DAMGO incrementé de

manera significativa en el hipocampo, el locus ceruleo y el NAc.

No hay que perder de vista los efectos que tiene el consumo de alimentos palatables.
Investigaciones recientes sugieren que la obesidad afecta no sélo a la generacion

presente sino también a la descendencia. De acuerdo a esto, cuando ratas embarazadas
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se mantienen con dieta altamente palatable, la descendencia muestra aumento en la
expresion del transportador de dopamina (DAT) en el ATV, el NAc y la PFC, asi como
incremento en los niveles de preproencefalina y receptores mu en el NAc y la PFC,
regiones cerebrales implicadas en la recompensa (Vucetic et al., 2010). Mas aun, la
descendencia exhibe incremento en la preferencia por azucar y grasa. Estos resultados
podrian tener implicaciones sobre la naturaleza epigenética de la adiccion a la comida
(Avena et al., 2012).

La sugerencia de que comidas altamente palatables in utero pueden sensibilizar
sistemas cerebrales relacionados a la recompensa es muy importante ya que la
obesidad y el sobrepeso son condiciones preexistentes en aproximadamente el 40% de
las mujeres que inician el embarazo (Kim et al., 2007). En la mayoria de los casos este
sobrepeso se relaciona al sobreconsumo de comida palatable y alta en calorias, el tipo
de comidas que mas buscan las mujeres durante el embarazo en forma de “antojos”. Al
respecto, Bocarsly y colegas (Bocarsly et al., 2012) realizaron un experimento donde
analizaron los posibles efectos de la exposicion a una dieta palatable durante la etapa
gestacional versus el periodo de lactancia. En ratas embarazadas probaron el efecto de
la exposicion in utero a una solucion de sacarosa (10%) contra jarabe de maiz alto en
fructosa (HFCS) (16%), seleccionado por tener valor calérico y palatabilidad similares a
la sacarosa. Las ratas expuestas prenatalmente a sacarosa o HFCS pesan mas y
exhiben aumento en el consumo de alcohol y en la actividad motora, lo que sugiere que
el acceso a comidas altamente palatables durante periodos criticos del desarrollo puede

tener efectos a largo plazo en el comportamiento de ingesta de la descendencia.
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CONCLUSIONES

Los resultados que se presentan en este estudio aportan nueva informacién al estudio

del concepto de adiccién a la comida.

La sacarosa modifica los movimientos verticales, movimientos horizontales y las
estereotipias en ratas Wistar. La duracion, intensidad y tiempo en que se presentan las
conductas dependen de la dosis. El efecto sobre los movimientos horizontales de una
dosis de 0.5 g/Kg puede sobrepasar al de dosis altas. Solo la administracion de 2.5g/Kg
de sacarosa genera cambios en los movimientos verticales. A excepcion de los
movimientos verticales, las dosis altas actuan en periodos temporales diferentes a los

de dosis bajas.

La respuesta a la novedad varia entre diferentes dosis de sacarosa. A pesar de la
distribucion desigual de ratas HR y LR en los tratamientos, existen tendencias de
acuerdo a la conducta estudiada y al intervalo de tiempo. Ratas clasificadas como LR
pueden presentar mayor frecuencia de movimientos verticales que ratas HR. Ratas LR
tratadas con la dosis de 2g/Kg tienden a la reduccion de movimientos verticales mientras
que el resto de las dosis parece aumentarla. Lo contrario sucede en las conductas
estereotipadas donde ratas HR tratadas con sacarosa 2.5 g/Kg aumentan la conducta

mientras que en el resto de los tratamientos tiende a disminuir.

La inyeccion intraperitoneal de sacarosa y etanol aumentan la glucosa y el alcohol en

sangre, respectivamente. Con sacarosa no se observa un efecto dosis dependiente.
En conjunto, estos datos demuestran la importancia de un estudio mas profundo de los

aspectos conductuales que podrian contribuir al reforzamiento de la sacarosa a través

de la exacerbacion de la conducta.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de soluciones

1. Buffer de glicina-hidrazina 1:1 pH 8.8
Para 1L
37.5 g de glicina + 24.8 mL de hidracina (en campana de extraccion). Aforar a 1000 mL

de agua destilada. Ajustar el pH a 8.8 con HCI 1:1.

2. NADH*
Para 1 reaccion

1.19412 mg en 100 pL de buffer glicina-hidrazina pH 8.8

3. ADH
Para 1 reaccion

0.3 mg en 100 pL de buffer glicina-hidrazina pH 8.8

4. EtOH 0.08%

5 uL de etanol absoluto en 5 mL de agua destilada.
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Anexo 2. Efecto de los tratamientos durante la fase droga en movimientos horizontales.

MOV HOR

Tratamientos Intervalos

31 32 33 34 35 36 37 38 39 43 44 45

Etanol 42%]  32%] 26%| 27%%1 53%| 46%| 99%1 - 64% ) 151%1 45%1 -
19/Kg

Etanol 2.5 34%| - 48%1 31%1 59%] 82%7 73%1 - 71%)| 50%] 45%| 32%)|
9/Kg

Sacarosa - 70%| 74%| T77%| 64%)] - 104%1 30%| 62%)] 187%1 38%71 37%7 188%1
0.5 g/Kg

Sacarosa 1 - - 45%1 - 61%] 56%| 41%)| - - - 53%1 37%1
9/Kg

Sacarosa 2 - 62%)] - - 66%| 67%| 26%| 76%1 63%7 - 37%1 41%)|
9/Kg

Sacarosa - 104%1 48%] 30%%t 51%)| - 68%1 155%1 56%)] - - 36%7
2.5 g/Kg

Sacarosa 139%*1 - - 34%)| - - 62%1 34%7T 31%)| 26%1 45%7 -
3.5 g/Kg

Los porcentajes se calcularon respecto al control (100%). En rojo se muestran los resultados estadisticamente significativos
(p<0.05), no se muestran aquellos valores por debajo del 25%.
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Anexo 3. Efecto de los tratamientos durante la fase droga en movimientos verticales.

MOV VER
Tratamientos Intervalos
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Etanol - 33%| - 34%1 55%| 47%)] - 53%| 38%)| 38%| 45%] 30%| - - 37%|
Et;%,%. 5 - 31%| - 42%)| 56%| 32%)] - 38%)] - 55%| - 47%| 39%| 38%| 47%|
Sa%/aiigsa 27%| 58%) 51%| 58%| 68%| 60%] 32%| 64%| 41%] 48%| 50%| 43%| 59%| 32%| 52%|
32'053%/?39 1 | 33%t 56%)| - 47%| 62%| 57%)| - 53%| 34%] - - - 29%| 35%| 53%|
Saga/gqsa 2 - 56%| 32%] 46%| 64%| 60%| 27%| 37%| 38%| 48%] 50%| 50%| 50%| 37%| 61%]
Sagc/a,igsa 163%1 183%7 28%1 38%?1 - 135%1 146%71 39%?1 - 27%)| - 183%1 - 31%1 -
Szég:fr;;s% - 62%] 27%| 40%| 57%| 59%| 30%1 47%| 49%| 63%| 37%| 31%] 49%| 33%| 58%)|
0 g/Rg

Los porcentajes se calcularon respecto al control (100%). En rojo se muestran los resultados estadisticamente significativos

(p<0.05), no se muestran aquellos valores por debajo del 25%.
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Anexo 4. Efecto de los tratamientos durante la fase droga en conductas estereotipadas.

EST
Tratamientos Intervalos
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Etanol 26%1 - - - 56%] 46%)] - - - 29%] 34%)] - 56%1 - 46%1
19/Kg

Etanol 2.5 | 52%| 54%| 121%?% - 33%)] - - - 37%]| 68%| 60%| 64%| 54%| 59%| 54%)]
9/Kg

Sacarosa | 70%71 47%1% - 47%| - 40%)| - 76%1 50%%1 29%1 45%)] - - 33%| 54%7
0.5 g/Kg

Sacarosa 1 | 40%1 - - 36%]| 27%| 28%| 79%)] - 67%1 - 51%] 53%| 60%| 67%)] -
9/Kg

Sacarosa 2 - - 44%1 36%] 54%) - - 59%1 93%1 - 30%)] - - 50%| -
9/Kg

Sacarosa - 77%1 40%| 44%| 31%)] - 64%1 76%7 - 30%| - - 47%| 45%)] -
2.5 g/Kg

Sacarosa - 48%| - 57%| - 34%1 - 93%1 - 47%] 49%] - 30%)] - -
3.5 g/Kg

Los porcentajes se calcularon respecto al control (100%). En rojo se muestran los resultados estadisticamente significativos
(p<0.05), no se muestran aquellos valores por debajo del 25%.
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Anexo 5. Movimientos horizontales en animales HRy LR.

Se muestra la frecuencia de interrupciones para movimientos horizontales de acuerdo
a la clasificacion HR LR en los intervalos 1 a 5 (A) 6 a 10 (B) y 11 a 15 (C) de la fase
droga. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEM de 19 (control HR),
4 (control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 11 (etanol 1g/Kg LR) 4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR), ),
11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 7 (sacarosa 1 g/Kg HR), 10 (sacarosa 1 g/Kg LR), 8
(sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5 g/Kg HR), 12 (sacarosa
2.5 g/Kg LR), 12 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg LR) animales.
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Anexo 6. Movimientos verticales en animales HRy LR.

Se muestra la frecuencia de interrupciones para movimientos verticales de acuerdo a
la clasificacion HR LR en los intervalos 1 a 5 (A)6 a 10 (B) y 11 a 15 (C) de la fase
droga. Los datos representan el promedio de interrupciones + EEP de 19 (control HR),
4 (control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 10 (etanol 1g/Kg LR), 4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR),
11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 6 (sacarosa 1 g/lKg HR), 10 (sacarosa 1 g/Kg LR), 8
(sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5 g/Kg HR), 12 (sacarosa
2.5 g/Kg LR), 11 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg LR) animales.
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Anexo 7. Estereotipias en animales HRy LR.

Se muestra la frecuencia de interrupciones para estereotipias de acuerdo a la
clasificacion HR LR en los intervalos 1 a5 (A)6a 10 (B) y 11 a 15 (C) de la fase droga.
Los datos representan el promedio de interrupciones + EEP de 19 (control HR), 4
(control LR), 11 (etanol 1g/Kg HR), 10 (etanol 1g/Kg LR), 4 (sacarosa 0.5 g/Kg HR), ),
11 (sacarosa 0.5 g/Kg LR), 6 (sacarosa 1 g/Kg HR), 10 (sacarosa 1 g/Kg LR), 8
(sacarosa 2g/Kg HR), 8 (sacarosa 2g/Kg LR), 9 (sacarosa 2.5 g/Kg HR), 12 (sacarosa
2.5 g/Kg LR), 11 (sacarosa 3.5 g/Kg HR) y 3 (sacarosa 3.5 g/Kg LR) animales.
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