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Resumen

En México, en las Ultimas décadas, se ha incrementado el consumo de productos con azUcar
afiadida, lo cual se asocia con la aparicién de alteraciones metabolicas y deterioro cognitivo.
Diversos estudios han propuesto la relacion entre el consumo de una dieta alta en carbohidratos y
el deterioro en tareas dependientes de hipocampo, sin embargo, no se ha estudiado en detalle la
repercusion que tiene este tipo de dieta en procesos dependientes del cuerpo estriado. Por lo
tanto, este trabajo tiene como objetivo explorar si ratas tratadas con la dieta alta en sacarosa al
20% (p/v), modifican su ejecucion en una tarea motora dependiente del cuerpo estriado. Se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar, dado que esta cepa no tiene predisposicion genética a
desarrollar obesidad o diabetes. A las 20 y 40 semanas de tratamiento se realizaron mediciones
del estado metabolico y marcadores inflamatorios; se midié la actividad locomotora a través de
la prueba de campo abierto y se evalué el aprendizaje motor por medio de la prueba del cilindro
giratorio. A lo largo del periodo de 20 y 40 semanas se registro el patrdn de consumo e ingesta
calorica. Se encontrd que las ratas tratadas aumentaron el consumo de agua con sacarosa y de
manera simultanea disminuyeron la ingesta de alimento, asimismo, estas ratas aumentaron las
calorias ingeridas en algunas semanas del tratamiento, sin cambios en la masa corporal total. Las
ratas alimentadas con sacarosa presentaron diferentes alteraciones metabdlicas en los tiempos de
corte: a las 20 semanas de tratamiento aument6 significativamente la grasa corporal, los niveles
de triglicéridos e insulina; a las 40 semanas de tratamiento incrementaron de forma significativa
los niveles de triglicéridos y se observaron cambios en la curva de tolerancia a la glucosa en la
medicion basal y postprandial. Con respecto a los marcadores de inflamacion, se observaron

niveles detectables de factor de necrosis tumoral alfa en suero en el grupo tratado de 20 semanas.



En cambio, a las 40 semanas de tratamiento ambos grupos presentaron niveles detectables de la
molécula. Por otro lado, se documentd deterioro en la prueba del cilindro giratorio en ausencia
de alteraciones en la prueba de campo abierto, en el grupo experimental de 40 semanas. Estos
resultados muestran que la dieta alta en sacarosa al 20% (p/v) produce alteraciones en el
aprendizaje motor, sin cambios en el sistema locomotor y la masa corporal total. De esta forma,
maés alla de los desérdenes metabolicos derivados del estilo de vida actual, aunado al aumento de
la esperanza de vida al nacer, un problema inminente de salud publica es el aumento de las
enfermedades cronico-degenerativas y, sorprendentemente, aquellas que afectan las funciones
complejas del sistema nervioso. Asi la deteccion temprana y el diagnostico de estos casos, reviste

uno de los retos actuales en el campo de la salud.
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. Introduccion

El consumo de una dieta alta en sacarosa (HSD por sus siglas en inglés) ha aumentado a
nivel mundial en los Ultimos afios. Esta dieta representa un factor elevado de riesgo para el
desarrollo de numerosas patologias, tales como: sindrome metabolico (SM), diabetes mellitus
tipo 11, higado graso, entre otras (Cochero, Rivera-Dommarco, Popkin, y Ng, 2017) . EI consumo
de esta dieta se asocia con deterioro cognitivo leve, principalmente en tareas dependientes de
hipocampo (Noble y Kanoski, 2016), las cuales se relacionan con aprendizaje y memoria
declarativa (Vargha-Khadem et al., 1997); sin embargo, han sido poco explorados los cambios
dependientes de otras estructuras involucradas en el aprendizaje, tales como el cuerpo estriado
(Ahmed et al., 2014; Wang et al., 2001).

El cuerpo estriado es un conjunto de nucleos, formado por el nlcleo caudado, el putamen
y el nucleo accumbens, los cuales en conjunto son fundamentales para el aprendizaje de
procedimientos y habilidades motoras (Willuhn y Steiner, 2009). La dopamina (DA) es el
principal neurotransmisor involucrado en la regulacién del aprendizaje de habilidades y el
control motor en esta estructura (Bahena-Trujillo, Flores y Arias-Montafio, 2000; Ogura et al.,
2005; Shiotsuki et al., 2010). El aprendizaje motor se refiere al aumento de la precision temporal
y espacial de los movimientos por medio de la practica (Diedrichsen y Kornysheva, 2015;
Halsband y Freund, 1993; Orban et al., 2010; Willingham, 1998). Este trabajo tiene como
objetivo evaluar si la HSD 20% (p/v) en ratas macho de la cepa Wistar; a las 20 y 40 semanas de
tratamiento, produce cambios en la ejecucion de una tarea motora, medida a traves de la prueba

del cilindro giratorio (rotarod).
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1. Antecedentes

1) Dieta alta en sacarosa

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), en el 2016, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en México alcanz6 el 72.5% para los adultos (mayores de
20 afios) y el 33.2% en los nifios (de 5 a 11 afios). Uno de los principales factores asociado a
estas alteraciones metabdlicas es el aumento en la ingesta de carbohidratos; particularmente el
consumo de bebidas azucaradas, que en México representa mas del 80% de la ingesta de
alimentos no recomendables para su consumo diario, tanto en nifios como en adultos (Rodriguez-
Burelo, Avalos-Garcia y Lépez-Ramén, 2014).

El consumo excesivo de alimentos altos en grasa y carbohidratos produce un efecto
reforzador en el sistema mesocorticolimbico dopaminérgico; el cual se encuentra conformado
por el area tegmental ventral, la amigdala, el nucleo accumbens, el septum y la corteza prefrontal
(Doyon, Thomas, Ostroumov, Dong y Dani, 2013). Tanto en humanos como en modelos
animales, el consumo de estos alimentos produce efectos similares a los reportados por abuso de

sustancias como cocaina, alcohol y opioides (Johnson y Kenny, 2010; Wang et al., 2001).

Dado el incremento en la ingesta de alimentos altos en carbohidratos en los Gltimos afios,
resulta relevante explorar el dafio que producen a nivel periférico y central; es por ello que se han
desarrollado una gran variedad de modelos para estudiar la relacion entre dietas altas en
carbohidratos, alteraciones metabdlicas y su efecto sobre el sistema nervioso central (Ahmed
etal., 2014; Larqué et al., 2011; Molteni, Barnard, Ying, Roberts y Gomez-Pinilla, 2002; Soares

etal., 2013).
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2) Modelos animales con una dieta alta en sacarosa

Se han desarrollado una gran variedad de modelos con una HSD en animales, los cuales
varian en la concentracion proporcionada del carbohidrato y el tiempo de administracion. En el
2003, Kanazawa et al., utilizaron un modelo de HSD (60% p/p) para mostrar los efectos
metabolicos en ratas; después de 2 semanas de tratamiento, encontraron que la administracion de
la dieta elevd los niveles plasmaticos de triglicéridos sin producir cambios significativos en el
peso. En contraste, con un tratamiento cronico, Sumiyoshi, Sakanaka y Kimura (2006)
observaron que en ratones la HSD (50% p/p) produjo un estado de intolerancia a la glucosa,
después de 55 semanas de tratamiento, medido con la prueba de tolerancia a la glucosa oral. De
forma similar, Lima etal. (2016) reportaron un incremento en los niveles de triglicéridos,
insulina y glucosa, en ratas con una dieta enriquecida en sacarosa, a las 30 semanas de

tratamiento.

En esta tesis se emplea el modelo descrito por Larqué et al. (2011), en el cual se utilizan
ratas macho de la cepa Wistar, dado que es una cepa que no muestra predisposicion genética a
desarrollar obesidad o diabetes. Las ratas tuvieron acceso a una solucion de sacarosa al 20%
(p/v) en su bebedero durante 8 semanas. En este modelo, las ratas tratadas mostraron un
incremento en el didmetro de cintura; producto de la acumulacion de grasa abdominal, asi como
un aumento en la presion arterial sist6lica y los niveles de triglicéridos e insulina; todo lo anterior
sin observarse cambios en la curva de tolerancia a la glucosa, en los niveles de colesterol y en la
frecuencia cardiaca. En otro estudio, (Torres-Villalobos et al., 2015) emplearon esta misma
concentracion de sacarosa y compararon sus efectos con los de una dieta alta en grasa (45% de
grasa mas una solucion de sacarosa al 5% (p/v)) durante 90 dias. Los autores mostraron que el

grupo con la solucion de sacarosa al 20% (p/v) presentd niveles de insulina y triglicéridos en
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plasma significativamente mas altos, en comparacion con el grupo de dieta alta en grasa y el
grupo control. En cuanto a los niveles de glucosa, el grupo con una HSD mostré hiperglucemia

en comparacion con el grupo control.

Ademas de las diversas alteraciones metabolicas causadas por la dieta alta en
carbohidratos, se ha descrito también el desarrollo de un estado de inflamacion periférica, el cual
es una respuesta inmunolégica inmediata ante un agente de dafio caracterizada por la infiltracion
de neutroéfilos, un tipo de leucocitos. Cuando la respuesta inflamatoria es cronica se produce un
estado patologico y se liberan leucocitos como macrofagos y linfocitos (Streit, Mrak y Griffin,
2004). Esta reaccién inflamatoria se encuentra asociada con el exceso de grasa en el tejido
adiposo, este ultimo es un reconocido 6rgano endocrino involucrado en la liberacion de citocinas
proinflamatorias (Apovian et al., 2008). El exceso de grasa en el tejido adiposo provoca la
hipertrofia de los adipocitos (células especializadas en almacenar el exceso de energia en forma
de triglicéridos) y la acumulacion de macréfagos, como consecuencia se genera una produccion
excesiva de citocinas proinflamatorias, entre ellas el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-o
por sus siglas en inglés) y la proteina C reactiva (CRP por sus siglas en inglés) (Kosteli et al.,
2010; Lee, Thacker, Hall, Kong, y Granneman, 2014; Lumeng, Deyoung, y Saltiel, 2007;

Weisberg et al., 2003; Zhou et al., 2014).

La molécula TNF-a es una citocina sintetizada principalmente en el tejido adiposo,
contribuye a la fisiopatologia de la hipertension arterial ligada con sobrepeso y obesidad,
asimismo, se relaciona con resistencia a la insulina y participa en procesos fisiol6gicos como
inflamacién, apoptosis y angiogénesis (Carrizo etal., 2013; Kern etal., 1995). En un estudio
realizado por Winkler et al. (2003), se encontré que el volumen de los adipocitos subcutaneos y
viscerales es significativamente mayor en personas con sobrepeso y obesidad en comparacién
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con personas delgadas. Ademas, el tamafio de las células del tejido adiposo se correlaciona
positivamente con el valor del indice de masa corporal (IMC), las concentraciones séricas de
TNF-a y la concentracion del receptor TNFR-2 en el grupo total de participantes y en el

subgrupo con sobrepeso y obesidad.

Del mismo modo, la CRP es una molécula que se utiliza como un marcador fisiologico de
inflamacién sistémica, ademas de ser una medida directa de infeccion crénica (Carrizo et al.,
2013; Pradhan, Manson, Rifai, Buring y Ridker, 2001). Se ha reportado una asociacion entre el
incremento en los niveles de CRP y medidas de grasa corporal como el IMC, circunferencia de la
cintura y triglicéridos (Festa etal., 2000). De igual manera, niveles elevados de CRP se
relacionan con desordenes metabdlicos como: SM, dislipidemia, aumento de adiposidad
corporal, resistencia a la insulina e hipertension (Festa et al., 2000; Hernandez Tamayo et al.,

2011) .

Como se ha descrito, varios estudios han mostrado que dietas altas en sacarosa inducen
alteraciones metabolicas desde periodos cortos de tratamiento. Adicionalmente, otros trabajos
han investigado la relacion entre este tipo de dieta y su repercusion en tareas dependientes de
hipocampo (Molteni et al., 2002; Reichelt, Killcross, Hambly, Morris, y Westbrook, 2015;

Soares et al., 2013).
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3) Alteraciones en hipocampo derivadas de una dieta alta en sacarosa

El hipocampo es una estructura localizada en el I16bulo temporal, asociada principalmente
con aprendizaje espacial y memoria declarativa, esta Gltima se refiere al conocimiento adquirido
de manera consciente acerca de hechos y eventos de caracter general y personal; a su vez, se
divide en memoria semantica y episodica. (Beilharz, Maniam y Morris, 2014; Vargha-Khadem
etal., 1997). Uno de los primeros trabajos que relaciona el dafio hipocampal y una dieta alta en
calorias, es el de Molteni et al. (2002). Este estudio evalGa la memoria visuoespacial por medio
del laberinto de agua de Morris, el cual estd formado por una piscina dividida en cuatro
cuadrantes con una pequefia plataforma sumergida en uno de ellos. El objetivo es que los sujetos
aprendan a localizar la plataforma con ayuda de claves visuales alrededor de la piscina. EIl grupo
al que se le administré una dieta alta en calorias durante 2 meses, presentd mayor latencia para
encontrar la plataforma en comparacion con el grupo control. Asimismo, cuando se removio la
plataforma con el fin de evaluar la memoria, los autores observaron que las ratas del grupo
experimental nadaron aleatoriamente a través de los cuatro cuadrantes, a diferencia de las ratas
control, quienes pasaron mas tiempo nadando en el cuadrante donde estaba la plataforma.
Ademas, Molteni et al. (2002) reportan una correlacion entre mayor tiempo de latencia y el nado
aleatorio con la disminucién del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas
en inglés) en el hipocampo, una proteina determinante en procesos relacionados con plasticidad
neuronal como el aprendizaje y la memoria. De igual forma, ratas sometidas al consumo de una
solucion de sacarosa al 35% (p/v) durante 9 semanas, presentan alteraciones en la memoria
espacial de corto plazo y largo plazo sin diferencias significativas en el aprendizaje espacial.
Ademas de una reduccion en la densidad del receptor de insulina en el hipocampo (Soares et al.,

2013).
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En los ultimos afios, se han realizado un gran nimero de estudios que evallan el impacto
de diferentes dietas compuestas por carbohidratos sobre tareas dependientes de hipocampo, en
modelos animales e incluso humanos (tabla 1); sin embargo, poco se sabe acerca de las

implicaciones que tienen este tipo de dietas en otras estructuras, como es el cuerpo estriado,

fundamentales para el aprendizaje procedimental.
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Tabla 1.

Efectos del consumo de una dieta alta en carbohidratos en aprendizaje y memoria dependiente de hipocampo.

. . . E icion/ -
Estudio Sujetos Dieta ngj;zlon Disefio de la prueba Tarea Resultado
Chow bajo en
rasa + ya sea, JMAF-55 perjudicé
g y Adolescentes 30-60 L L per)
solucion de La evaluacion significativamente el
DPN, Adultos 60-90 . o .
sacarosa al 11%, L conductual comenzé en aprendizaje espacial y
Hsuetal., Ratas . DPN. La exposicion . -
11% de jarabe de . L el 60 DPN Laberinto de Barnes  la memoria cuando se
2015 Macho SD h a la dieta continu6 L
maiz de alta durante la evaluacion (adolescentes) o en el consumio durante la
fructuosa (JIMAF- conductual 90 DPN (adultos) adolescencia pero no
55) o agua (grupo durante la edad adulta
control)
El consumo
, Adolescentes: 28-56 . -
Chow esténdar + DPN Las pruebas de intermitente de
. R lucién mportamien r fi |
Kendig et atas solucion de Adultos: 63-91 DPN. col .po tamiento se saca.os,f:l a ecta.e
Macho sacarosa al 10% o . . realizaron en el 61 LAM aprendizaje espacial y
al., 2013 - L Acceso intermitente .
Wistar solucion de . DPN (adolescentes) y la memoria en ambos
. a soluciones dulces
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sacarosa al 10% o ., comportamiento del reconocimiento de .
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gua (grup (2h/dia) ! deteriorado
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Nota: Unicamente se incluyeron articulos que contenian tareas dependientes de hipocampo. SD = Sprague Dawley, DPN

= Dia post-natal, LAM = Laberinto de Agua de Morris, IMAF-55 = Jarabe de maiz alto en fructuosa 55, DAAGS =

Dieta alta en acidos grasos y CFA = Cuestionario de Frecuencia de Alimentos.

Adaptado de “Early life exposure to obesogenic diets and learning and memory dysfunction,” por E. E. Noble, & S. E.

Kanoski, 2016, Current Opinion in Behavioral Sciences, 9, p. 9.
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4) El cuerpo estriado y el aprendizaje motor

El cuerpo estriado es una estructura formada por el nucleo caudado, el putamen y el nicleo
accumbens en roedores (figura 1); a su vez se divide en dos regiones: el estriado dorsal (nlcleo
caudado y putamen) y el estriado ventral (nucleo accumbens). Este conjunto de nucleos es
fundamental para el aprendizaje de procedimientos y habilidades motoras (Threlfell y Cragg,
2011; Willuhn y Steiner, 2009). Las principales células del cuerpo estriado son las neuronas
espinosas medianas de proyeccion GABAEérgica, las cuales constituyen entre el 90-95% de la
poblacién de neuronas estriatales (Surmeier, Carrillo-Reid y Bargas, 2011). El estriado recibe
aferencias glutamatérgicas de la corteza y el talamo, y terminales dopaminérgicas de la sustancia
negra pars compacta, esta Ultima modula el aprendizaje de habilidades y el control motor
(Bahena-Trujillo et al., 2000; Beckstead, Domesick y Nauta, 1979; Ogura et al., 2005; Shiotsuki

et al., 2010; Threlfell y Cragg, 2011).
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7 level 13

Figura 1. Corte coronal de cerebro de rata que muestra el cuerpo estriado. Nucleo caudado y putamen (CPu) y
nacleo accumbens (AcbC). Adaptado de “The basal ganglia.” por J. T. Dudman & C. R. Gerfen, The rat nervous

system. Fourth edition, G. Paxinos, p. 393.

El aprendizaje motor, se refiere a los cambios neuronales que permiten a un organismo
lograr una mejor ejecucién motora; conlleva el aumento de la precision temporal y espacial de
los movimientos a través de la préctica. Este tipo de habilidad de procedimientos, se construye
debido a la integracion de distintos movimientos iniciales para formar un nuevo patron de
movimientos (Diedrichsen y Kornysheva, 2015; Halsband y Freund, 1993; Orban et al., 2010;

Willingham, 1998).

Este tipo de aprendizaje es un mecanismo adaptativo fundamental tanto en humanos
como en animales, ya que permite la disminucion de las demandas atencionales y sensoriales
durante la ejecucion de una tarea, por ejemplo, cuando se aprende a andar en bicicleta los
primeros dias se requiere prestar atencion a como sujetar el manubrio, como frenar, como poner

los pies en los pedales, etc.; con la practica esta serie de movimientos se realiza en menos tiempo
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y de forma mas precisa. Cuando se adquiere esta habilidad se automatiza, ademas este tipo de
aprendizaje se vuelve dificil de olvidar y modificar debido a su caracter rigido e inconsciente

(Halsband y Freund, 1993).

El aprendizaje motor se evalia en modelos animales mediante la prueba rotarod, en esta
tarea los animales aprenden una secuencia de movimientos estereotipada con el objetivo de
mantenerse sobre un cilindro giratorio (Buitrago, Schulz, Dichgans, y Luft, 2004; Jeljeli,
Strazielle, Caston, y Lalonde, 2000; Shiotsuki et al., 2010) . Esta prueba tiene dos variantes, una
a velocidad constante y la otra con aceleracion; la primera se ha empleado para evaluar la
funcién motora general como equilibrio y coordinacién (Jeljeli et al., 2000; Pinto et al., 2016).
En cambio, la variante de aceleracion se utiliza para evaluar el aprendizaje motor mediante la
latencia de caida (tiempo que tarda en caer el roedor del cilindro giratorio) a lo largo de varias
sesiones; la complejidad de esta tarea radica en que los animales requieren adaptarse
continuamente a los cambios de velocidad modificando su estrategia motora (Buitrago et al.,
2004). Estudios realizados por Costa, Cohen y Nicolelis (2004) y Buitrago et al. (2004), en
ratones y ratas control respectivamente, reportan un aumento significativo en la latencia de caida
entre el ensayo uno y el ultimo ensayo del primer dia de prueba, asi como entre el primer dia y el
tercer o cuarto dia de entrenamiento. Ademas, ambos estudios encontraron que después de este
periodo el aumento en la latencia de caida no resulta significativo y se alcanza una meseta, lo

cual representa la consolidacion de una habilidad motora.

Por otra parte, se verifica que existe una reorganizacion funcional en el estriado a medida
que se adquiere y automatiza una habilidad motora (Yin et al., 2009). Durante la adquisicion de
secuencias motoras en la prueba rotarod, se activa la region dorsomedial del cuerpo estriado

(ndcleo caudado), mientras que la consolidacion involucra la region dorsolateral (putamen) del
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mismo, lo que sugiere que esta Ultima region, tiene relacion con el almacenamiento a largo plazo
de habilidades motoras (Lehéricy et al., 2005; Yin et al., 2009). En conjunto, estos antecedentes

indican que la prueba rotarod es un paradigma valido para evaluar el aprendizaje motor.

Se ha reportado que ratas con lesion parcial bilateral en el sistema nigroestriatal
dopaminérgico, muestran alteraciones en la adquisicion de habilidades motoras, sin que se
afecten funciones generales como: actividad locomotora espontanea, ajuste de pasos, equilibrio y
fuerza muscular (Ogura et al., 2005). Por otro lado, se ha mostrado que una dieta alta en
carbohidratos, produce regulacion a la baja de receptores D2 dopaminérgicos en el nucleo
accumbens y el cuerpo estriado (Johnson y Kenny, 2010; Wang et al., 2001). Asimismo, por
medio de la técnica de HPLC, Ahmed et al., 2014 encontraron disminucion en los niveles de DA
y en la expresion de proteinas involucradas en la sintesis de DA, en el cuerpo estriado de ratas
alimentadas con una solucion de sacarosa al 10% (p/v) durante 8 meses. Los antecedentes
descritos proporcionan la base para explorar la relacion entre el consumo excesivo de

carbohidratos y la posible alteracion en la adquisicién de una habilidad motora.
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I11.  Planteamiento del problema

En México y a nivel mundial se ha incrementado el consumo de alimentos con un alto
contenido de azlcar durante los ultimos afios, lo cual se ha asociado con el aumento de
enfermedades crénicas como SM, diabetes mellitus tipo I, enfermedades cardiovasculares, entre
otras (Cochero et al., 2017). Este tipo de padecimientos representa uno de los mayores problemas
de salud publica por su alto grado de morbilidad y mortalidad, y las consecuencias econémicas
que genera (Cordova-Villalobos et al., 2008; ENSANUT, 2016). Mediante modelos animales se
han estudiado las consecuencias del consumo de dietas con alto contenido de carbohidratos a
nivel metabolico (Kanazawa et al., 2003; Larqué et al., 2011; Lima et al., 2016; Sumiyoshi et al.,
2006; Torres-Villalobos et al., 2015). Asimismo, se han explorado alteraciones en el aprendizaje,
no obstante, la investigacion en esta area se ha limitado a describir las repercusiones en tareas
dependientes de hipocampo (Kendig, Boakes, Rooney, y Corbit, 2013; Molteni et al., 2002;
Reichelt et al., 2015; Soares et al., 2013). Se ha encontrado que una HSD disminuye los niveles
de DA en el cuerpo estriado, estructura relacionada con la adquisicion de habilidades motoras
(Ahmed etal., 2014). Sin embargo, no se ha evaluado si ratas alimentadas con una HSD
presentan alteraciones en el aprendizaje motor. Por lo tanto, la pregunta central que esta tesis
busca contestar es si la HSD al 20% (p/v) produce alteraciones en la ejecucion de una tarea de

aprendizaje motor.
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IV.  Hipdtesis
e Si la HSD al 20% (p/v) en ratas a las 20 y 40 semanas de tratamiento afecta el

funcionamiento del cuerpo estriado, entonces estas presentaran deterioro en la ejecucion

de una tarea de aprendizaje motor.

V. Objetivos

Objetivo general

Determinar si existe deterioro en el aprendizaje motor en ratas con una dieta alta en

Sacarosa.

Objetivos particulares

1. Describir los cambios en la composicion corporal, la presion arterial, curva de tolerancia
a la glucosa, los triglicéridos y la concentracion de insulina asociados a una dieta alta en
sacarosa a las 20 y 40 semanas de tratamiento.

2. Determinar si una dieta alta en sacarosa a las 20 y/o 40 semanas de tratamiento,
incrementa la concentracion de marcadores inflamatorios (CRP y TNF-a).

3. Evaluar si una dieta alta en sacarosa a las 20 y/o 40 semanas de tratamiento, afecta a la

ejecucion motora en la tarea del cilindro giratorio.
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VI. Método

Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio de grupos independientes en ratas macho de la cepa Wistar, se
realizaron mediciones de tipo longitudinal para el consumo de alimento y agua, el peso corporal
e ingesta de calorias. Por otro lado, se analizaron parametros metabolicos, marcadores
inflamatorios y variables conductuales de manera transversal en los tiempos de corte (20 y 40

semanas de tratamiento).

Sujetos

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 200 y 250 g al inicio del
estudio. Las ratas fueron alojadas en parejas, con un ciclo de 12 h luz/oscuridad y libre acceso a
comida y agua. Se mantuvieron a una temperatura promedio de 23°C, bajo condiciones

controladas de agua y humedad.

El manejo de los animales y los procedimientos llevados a cabo en esta tesis se realizaron
de acuerdo con la NOM-062-Z0O0-1999 para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Manipulacién de la dieta

Se implementaron dos tipos de dieta, la dieta control que consisti6 en alimento
estandar chow pellet (Rodent Laboratory Chow, 5001) y agua ad libitum; y la dieta experimental,
en la cual se dio alimento estandar chow pellet y una solucion de sacarosa (azucar refinada

Great Value) al 20% (p/v) disuelta en agua ad libitum.
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Alimento estandar chow pellet. Dieta para roedores 5001; LabDiet con 28.507% proteina,

13.496% grasa, 57.996% carbohidratos de las calorias proporcionadas.

Grupos experimentales

La asignacion de los sujetos a los grupos se realizo al azar; alojando a dos animales por
caja. Se formaron dos grupos con base en la dieta administrada y cuatro subgrupos dependiendo

del tiempo de exposicién a la misma (n=10), como se muestra en la figura 2.

' ™\
C-20
(n=10)
Grupo Control
.
Alimento y agua estandar ¢
{ N
(n=20)
C-40
(n=10)
Ratas macho de la cepa L
Wistar d
{ N
(200 - 250 g de peso)

HSD-20

Grupo HSD (n=10)
Alimento estdndar y agua |8 /
con 20% de sacarosa (p/v) - ~

(n=20) HSD-40

(n=10)
. s

Figura 2. Grupos experimentales. El grupo control recibié agua y alimento estandar, mientras que el grupo tratado
recibié una HSD al 20% (p/v). Al cumplir 20 semanas de tratamiento, la mitad de las ratas de cada grupo se usaron
para realizar pruebas conductuales y mediciones metabdlicas. Las ratas restantes se mantuvieron hasta la semana 40
de tratamiento para realizar las mismas mediciones. C-20 = control 20 semanas, HSD-20 = dieta alta en sacarosa 20

semanas, C-40 = control 40 semanas, HSD-40 = dieta alta en sacarosa 40 semanas.

En este trabajo se utilizaron dos tiempos de exposicion a la dieta, el primero de 20
semanas de duracién, como un seguimiento de investigaciones previas realizadas en el

laboratorio, donde se ha encontrado que ratas expuestas a una HSD 20% (p/v) presentan minimo
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tres marcadores de alteracion metabolica a las 8, 11 y 15 semanas de tratamiento. El segundo
tiempo, de 40 semanas de tratamiento, se determiné en funcion del estudio publicado por Ahmed
et al. (2014), quienes encontraron alteraciones en los niveles de DA en el cuerpo estriado de ratas

alimentadas con una solucidén de sacarosa 10% (p/v) durante 8 meses.

Registro del patron de consumo

Con el objetivo de medir si existen diferencias en la ingesta de ambos grupos, la cantidad
de agua y de alimento fue cuantificada los dias lunes, miércoles y viernes de cada semana; el
alimento sobrante se retiraba por completo y era pesado en una bascula para calcular la cantidad
de ingesta por caja, posteriormente se colocaba la porcion correspondiente (300 g). En el caso
del agua contenida en los bebederos, se colocaba en una probeta para obtener los mililitros
consumidos por caja, después se lavaban y se llenaban con la cantidad correspondiente (600 ml)
de agua o solucién de sacarosa. Asimismo, se realizo el registro del peso corporal una vez por
semana Yy la cuantificacién de las calorias consumidas a través del tiempo, para esto se
determinaron las kilocalorias que aporta el alimento por gramo (3.36 kcal/g) y se multiplico por
el nimero de gramos consumidos por dia, para asi obtener los valores de la ingesta en kcal por
semana. Asimismo, se obtuvieron las kcal del agua con sacarosa multiplicando los ml ingeridos
por 0.2 para obtener la cantidad de sacarosa en gramos, y esto se multiplicé por 4 kcal/g (aporte
de los carbohidratos por gramo). Finalmente, se sumo la cantidad de kcal de alimento y agua
para obtener la ingesta caldrica total en cada grupo. Las mediciones de este apartado se

realizaron por parejas, con excepcion del peso corporal.
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Mediciones metabdlicas

Para determinar el posible efecto de la HSD, se realizaron mediciones a las 20 y 40 semanas
de tratamiento para cuantificar cambios metabdlicos. Las ratas fueron ayunadas por 12 horas
para evaluar las siguientes variables: composicion corporal, prueba de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal (IPGTT por sus siglas en inglés), niveles de triglicéridos e insulina. Para el
procedimiento de ayuno, el alimento estandar chow pellet fue retirado y el agua con sacarosa se

sustituyo por agua simple.

Medicion de la composicion corporal. Esta medicion se realizd con ayuda de un
instrumento que utiliza el principio de impedancia, que describe las propiedades eléctricas
pasivas de materiales bioldgicos. Por medio de dos electrodos se inyect6 una corriente de 800
mA a una frecuencia de 5y 50 kHz en el tejido de la rata; con otros dos electrodos se midi6 la
respuesta del tejido (figura 3). Conocidos los valores de las resistencias extracelular y total de
agua del cuerpo se obtuvo el peso de: grasa corporal, masa libre de grasa, peso total de agua y

agua extracelular (Salazar, 2011).

En ayuno de 12 horas, la rata fue anestesiada con pentobarbital (45 mg/kg) para colocarle

cuatro electrodos en la parte dorsal de ésta, de la siguiente manera:

1. El electrodo de corriente indicado con color rojo fue colocado en la
interseccion imaginaria de la linea que va de una oreja a otra con la linea que
va de la punta de la nariz hacia la base la cola.

2. El electrodo de medicién indicado de color amarillo fue colocado a una

distancia de 1 cm con respecto al electrodo rojo distalmente de la cabeza.
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3. El electrodo de corriente indicado de color azul fue colocado en la interseccion
imaginaria de la linea que viene de la nariz a la cola, con la interseccion que
hacen los masculos del muslo.

4, El daltimo electrodo de color verde se colocd a 1 cm de distancia del electrodo

de color azul, distalmente de la cola.

-

Electrodos de Electrodos de
Corriente Medicion

Figura 3. Implantacion de electrodos en la rata para medicion de composicién corporal por bioimpedancia. Adaptado
de “Disefio y construccion de un sistema de impedanciometria para la determinacion de grasa corporal en ratas de

laboratorio” por A. J. A. Salazar, 2011, Tesis de Maestria. Departamento de Ingenieria Eléctrica, CINVESTAV

Medicion de presion arterial. La determinacion de presion arterial se realizé por medio
del equipo CODA (non invasive blood pressure monitoring system) (figura 4) para obtener los
niveles de presion sistélica, diastélica, frecuencia cardiaca, flujo y volumen sanguineo. Previo a
la medicion, los animales fueron colocados en un inmovilizador de acrilico en sesiones de 20
minutos diarios durante 4 dias, con el fin de evitar el movimiento al realizar dicha medicion. El
promedio de cinco lecturas se utilizd para obtener el valor de las medidas antes mencionadas
(estas mediciones fueron realizadas en colaboracion con la Dra. Leticia Verdugo del

Departamento de Fisiologia, de la Facultad de Medicina UNAM).
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Figura 4. Medicién de presidn arterial con equipo CODA.

Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Esta prueba refleja la accién de la
insulina en el musculo y el tejido adiposo secretada por la estimulacion de una carga de glucosa,

ademas de la inhibicion de la produccidn hepatica de glucosa.

Para realizar este procedimiento las ratas fueron ayunadas por 12 horas, se administré6 como
anestésico 45 mg/kg de pentobarbital para la posterior administracion de una solucion de glucosa
(2 g de glucosa/kg de peso corporal), ambas sustancias se administraron de forma intraperitoneal.
Se tomaron muestras de sangre periférica de la vena de la cola al tiempo 0 (glucosa basal), 10,
20, 30, 60 y 120 minutos después de administrado el bolo de glucosa. Los valores se obtuvieron

mediante una tira reactiva y un glucémetro Accutrend Plus GCT (figura 5).

Medicion de triglicéridos. Se realizé la medicion de los niveles de triglicéridos en sangre
empleando una tira reactiva y un glucometro Accutrend Plus GCT (figura 5), en ayuno de 12

horas.
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Figura 5. Glucémetro Accutrend Plus

Medicién de niveles de insulina y marcadores inflamatorios en el plasma sanguineo.
Para llevar a cabo este procedimiento las ratas fueron sometidas a condiciones de ayuno por 12
horas. Se les administrd una dosis letal de pentobarbital y luego de verificar por estimulacién en
la cola la ausencia de reflejo, se procedio de inmediato a abrir y exponer la cavidad toracica de
las ratas para la obtencion de sangre de la vena cava superior. Las muestras de sangre se
utilizaron para la cuantificacién de insulina (en plasma), CRP y TNF-a (en suero). La sangre fue
almacenada en tubos Vacutainer con heparina para la obtencion de plasma y con un activador de
coagulaciéon (particulas de silice) para la obtencion de suero, posteriormente la sangre fue
centrifugada a 2000 r.p.m. durante 15 minutos para obtener el plasma y el suero respectivamente.
Las muestras se almacenaron en tubos eppendorf con su respectiva identificacion a -80°C. El dia
de la prueba se trasladaron a un congelador con temperatura de -20°C para su analisis inmediato

mediante el Kit ELISA (figura 6).
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Figura 6. Medicion a través del kit ELISA

Medicion de conducta motora

Cuarto de experimentacion y captura de ensayos. El cuarto cuenta con dos cortinas
blancas de 1.40 m de ancho por 2.24 m de alto para formar una camara aislada y colocar adentro
los laberintos que se requieran. Las sesiones fueron registradas con una camara HD (Microsoft

Life Cam hd- 6000) conectada a una computadora para su posterior analisis.

Medicion de actividad locomotora espontanea. Con el objetivo de evaluar locomocién
en general, se realizé la prueba de campo abierto (CA), el cual esta formado por una caja de PVC
de 76 cm de largo, con paredes de 35.5 cm de altura; la base esta dividida en cuadros de 18 x 18
cm (figura 7). En el cuarto de experimentacion se colocé luz roja como iluminacion. El dia de la
prueba las ratas fueron colocadas en el centro del CA con el objetivo de que exploraran un
ambiente novedoso, por ello, se realizd solo una vez con el fin de evitar habituacién. Las
mediciones comenzaron a las 10 hrs y la actividad locomotora fue grabada durante 15 minutos
(Ogura et al., 2005). La conducta se analiz6 de acuerdo con las siguientes categorias, las cuales
son indicadores principales de actividad locomotora (Aragao et al., 2011; Badescu et al., 2016;

Mufoz-Villegas, Rodriguez, Giordano, y Juarez, 2017):
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= Distancia recorrida (cm): Desplazamiento total de la rata, contabilizado por el nimero de
veces que cruzo cada cuadro. Se conté como un cruce, cuando la rata tenia tres cuartas
partes de su cuerpo dentro del cuadro, sin contar la cola. Posteriormente se multiplico el
numero de cruces de cada rata por 18, con el fin de obtener la distancia en cm.

= Tiempo de desplazamiento: tiempo (s) que invirtio recorriendo la arena.

= Conducta vertical: se contabilizé el nUmero de veces que la rata se paré sobre sus patas
traseras y levantd6 completamente el tronco junto con sus patas delanteras; libres o

apoyadas en la pared.

Los videos de las categorias se evaluaron por observadores previamente entrenados. Para
validar que los datos son consistentes, se realizo el coeficiente de correlacién concordancia de
Lin (CCC) (Cortés-Reyes, Rubio-Romero y Gaitan-Duarte, 2010) y como complemento el

analisis de Bland-Altman (Bland y Altman, 2003; van Stralen, Jager, Zoccali y Dekker, 2008).

Figura 7. Medicién de actividad locomotora por medio de la prueba campo abierto
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Medicion de aprendizaje motor. Este se evalué empleando la tarea de rotarod (figura
8), consiste en un cilindro giratorio elevado a 25 cm de altura, con didmetro méas pequefio que la
longitud del cuerpo de la rata, en el cual aprenden una secuencia de movimientos estereotipados
con el objetivo de mantenerse sobre la barra giratoria, la cual aumenta su velocidad de manera
gradual (estas mediciones fueron realizadas en colaboracion con la Dra. Luz Navarro del

Departamento de Fisiologia, de la Facultad de Medicina UNAM).

Figura 8. Medicidn de aprendizaje motor mediante rotarod (OMNIALVA)

La tarea se realiz6 con base en el siguiente protocolo (Ogura et al., 2005; Shiotsuki et al.,

2010):

Habituacién: El primer dia, las ratas fueron colocadas sobre el cilindro en reposo, con el fin de
mantenerse en equilibrio. Posteriormente, la barra comenz6 a girar a velocidad constante (4
r.p.m.) hasta que el sujeto cay6 de la misma. Este procedimiento tuvo una duracion de entre 30 y

60 segundos por rata.

Aprendizaje: Al dia siguiente del periodo de habituacion, comenzo la fase de aprendizaje, la cual
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consistié en cinco sesiones realizadas en 5 dias consecutivos. Una sesién estaba constituida por
cinco ensayos, con un intervalo inter-ensayo de 15 minutos para evitar fatiga. En cada ensayo se
coloco a la rata sobre el cilindro giratorio a velocidad constante (4 r.p.m.), posteriormente el
cilindro empez6 a aumentar la velocidad de 4 a 40 r.p.m. en 300 segundos. La prueba terminaba
cuando la rata caia de la barra giratoria o cuando lograba mantenerse durante 300 segundos. Se
registro la latencia de caida de cada sujeto y se report6 el mejor tiempo de los cinco ensayos por

dia de prueba, con el fin de obtener una curva de aprendizaje.
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Analisis estadistico

Se reporta la media y el error estandar de todos los pardmetros. La homogeneidad de
varianza se comprobd mediante la prueba Fligner- Killeen, la distribucion normal por medio del
test D’Agostino y la esfericidad a través del test de Mauchly. Cuando se cumplieron los
supuestos, se utilizaron pruebas paramétricas: Analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en
inglés) de un factor, ANOVA de dos factores, ANOVA de dos factores con medidas repetidas y
la prueba t de muestras independientes; se transformé a logaritmo la variable dependiente si
alguno de los supuestos no se presentd. Para las variables que no mostraron homogeneidad de
varianza, se utiliz6 el método de minimos cuadrados generalizados (GLS por sus siglas en
inglés) para ANOVA vy el ajuste de Welch para la prueba t. Para determinar las diferencias entre
los grupos se realizaron analisis de comparaciones multiples con ajuste de Bonferroni. Se
consider6 un valor de p < .05, como estadisticamente significativo. Todos los datos fueron
procesados utilizando el paquete estadistico Rstudio version 3.4.3 y todas las figuras fueron

disefiadas en GraphPad Prism version 6.1.
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VIl. Resultados

Los resultados se agrupan en tres secciones. La primera seccion corresponde al patron de
consumo, la segunda redne las mediciones de pardmetros metabolicos y marcadores de

inflamacion, y la tltima seccién contiene los resultados de las pruebas conductuales.

Andlisis del patron de consumo

Para los resultados de esta seccion, se realiz6 un andlisis longitudinal del patron de
consumo Y el peso corporal en los grupos de 20 y 40 semanas, con la finalidad de observar los

cambios a lo largo del tratamiento.

Curso temporal del consumo de alimento. Para conocer si ambos grupos iniciaban con
un consumo de alimento similar, se comenzo la medicion una semana antes de la administracion
de la dieta. La ingesta de alimento antes de iniciar el tratamiento en los grupos de 20 semanas, no
mostré diferencias significativas analizadas mediante la prueba t de muestras independientes (t
(26) = -0.19, p = .847). Para saber si hubo diferencias durante el periodo de 20 semanas, se
realizd6 un ANOVA de dos factores que determiné un efecto significativo de la dieta (F (1, 380)
= 460.36, p < .001), mientras que el tiempo no resultd significativo (F (19, 380) = 1.37, p =
.137), al igual que la interaccion (F (19, 380) = 0.36, p =.993). Como se observa en la figura 9A,
desde el comienzo del tratamiento y hasta la semana 20, las ratas del grupo HSD consumieron
una cantidad significativamente menor de alimento en gramos comparadas con las ratas del

grupo control.

Para los grupos de 40 semanas, previo al comienzo del tratamiento con sacarosa no se
evidenciaron cambios significativos en el consumo de alimento a través de una prueba t (t (14) =
0.31, p = .758). A partir de la primera semana de tratamiento se revelaron diferencias
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significativas, mismas que permanecieron hasta la semana 40, como se muestra en la figura 9B.
Utilizando un GLS se encontr6 que tanto la dieta como el factor tiempo resultaron significativos,
F (1, 858) = 1430.20, p < .001, F (38, 858) = 3.12, p < .001, respectivamente. Aunque la

interaccion entre ambos factores no fue significativa, F (38, 858) = 1.19, p =.200.
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Figura 9. Consumo promedio de alimento por caja. Se encontraron diferencias significativas desde el inicio del

tratamiento para los grupos de 20 semanas (A) y los grupos de 40 semanas (B). Los datos muestran la M y las barras

de error representan el SEM, C-20 n = 10, HSD-20 n = 10, C-40 n = 9, HSD-40 n = 8. HSD = Dieta alta en sacarosa.

*p < .05 con respecto al control.
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Curso temporal del consumo de agua. Con respecto a la ingesta de agua en los grupos
de 20 semanas, previo al tratamiento las medias no fueron estadisticamente diferentes de acuerdo
con un valor de t (28) = -1.63 y un valor de p =.114. En las semanas correspondientes al periodo
de manipulacion, el grupo HSD mostr6 un consumo de agua significativamente mayor
comparado con el grupo control (figura 10A). Se determind un efecto del factor dieta mediante
un GLS con un valor de F (1, 578) = 367.03, p < .001, en cambio, el factor tiempo y la
interaccion de ambos factores no presentaron significancia estadistica (F (18, 578) = 1.06, p =

.386, F (18, 578) = 0.92, p = .553, respectivamente).

A través de una prueba t de muestras independientes con ajuste de Welch, no se
determinaron diferencias en el consumo de agua en la semana anterior a la implementacion de la
dieta con sacarosa, para los grupos de 40 semanas (t (6.90) = -0.97, p = .362). Un ANOVA de
dos factores mostrd, un efecto de interaccién entre el factor dieta y el factor tiempo (F (39, 864)
= 2.30, p <.001) para los grupos de 40 semanas de tratamiento. En la figura 10B, se muestra que
el curso temporal de consumo de agua fue significativamente mayor para el grupo HSD, salvo
las semanas 3 y 6 de tratamiento en las cuales las diferencias sobrepasaron el nivel critico

establecido.
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Figura 10. Consumo promedio de agua por caja. (A) Grupos de 20 semanas de tratamiento; se evidenci6 una ingesta
promedio mayor en el grupo HSD-20 comparado con C-20. (B) Grupos de 40 semanas de tratamiento; durante todas
las semanas el grupo HSD-40 consumi6 una mayor cantidad de agua en comparacion con C-40, excepto en la
semanas tres y seis. Los datos muestran la M y las barras de error representan el SEM, C-20 n = 10, HSD-20 n = 10,

C-40 n =9, HSD-40 n = 8. HSD = Dieta alta en sacarosa. *p < .05 con respecto al control.
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Ingesta caldrica. Conocidos los valores del patron de consumo, se prosiguié a analizar la
ingesta calorica total aportada por cada dieta. En la figura 11A se muestra el desarrollo temporal
de la ingesta caldrica para el grupo C-20 y HSD-20. Ambos grupos mostraron un consumo
calorico equivalente previo al tratamiento, con un valor de t (25) = -0.35, p = .726. Para
determinar el efecto de los factores dieta, semanas y la interaccion entre ellos, se emple6 un GLS
que arrojé un efecto significativo de la dieta (F (1, 546) = 84.28, p <.001) y no asi del tiempo ni
de la interaccion (F (19, 546) = 1.40, p = .118, F (19, 546) = 0.45, p = .977, respectivamente).
Dado que se determind un efecto del factor dieta, se realizaron las comparaciones multiples; en
donde se evidenciaron diferencias significativas en dos periodos del tratamiento (semana 2 a la 6

y de la 10 hasta la 16).

Con respecto a los grupos de 40 semanas, estos mostraron un aporte calorico similar antes
del inicio del tratamiento, de acuerdo a un valor de t (14) = 0.31, p = .758. Mediante un ANOVA
de dos factores, se comparé la ingesta caldrica de los grupos de 40 semanas, obteniendo un
efecto de la dieta y el tiempo (F (1, 871) = 161.08, p < .001, F (39, 871) = 1.87, p = .001,
respectivamente), no obstante, la interaccion de ambos factores no fue estadisticamente
significativa, con un valor de F (39, 871) = 1.30, p = .105. EIl analisis de comparaciones
maultiples revelo diferencias estadisticas en las semanas 2, 16, 23, de la 25 a la 29 y de la semana

33 ala 39 (figura 11B).
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Figura 11. Promedio de ingesta caldrica por caja. (A) Grupos de 20 semanas de tratamiento; se observaron
diferencias significativas en dos periodos (semana 2 a la 6 y de la semana 10 a la 16). (B) Grupos de 40 semanas de
tratamiento; se muestran diferencias significativas en diferentes momentos (semana 2, 16, 23, de la25ala 29y de la
semana 33 a la 39). Los datos muestran la M y las barras de error representan el SEM, C-20 n = 10, HSD-20 n = 10,

C-40 n =9, HSD-40 n = 8. HSD = Dieta alta en sacarosa. *p < .05 con respecto al control.
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Evolucién del peso corporal. Para conocer si el peso corporal de las ratas al inicio de la
investigacion era similar, se compar6 el promedio de los grupos de 20 semanas de tratamiento
empleando una prueba t de muestras independientes, dicha prueba comprob6é que no habia
diferencias en el peso de ambos grupos, t (19) = -0.41 con un valor de p = .685. Como se
representa en la figura 12A, el peso corporal incrementd de forma gradual para ambos grupos a
lo largo de 20 semanas (F (19, 364) = 51.5, p <.001), analizado a través de un GLS. También se
determind un efecto de la dieta (F (1, 364) = 49.4, p < .001), encontrandose diferencias de la
semana 12 a la 19; mientras que la interaccion entre el factor dieta y tiempo, no resultd

estadisticamente significativa (F (19, 364) = 1.5, p =.088).

Antes de iniciar el tratamiento de 40 semanas no se encontraron diferencias en el peso
corporal, de acuerdo con una prueba t de muestras independientes (t (16) = 0.311, p = .759).
Posteriormente, utilizando un ANOVA de dos factores, se encontrd un efecto significativo de la
dieta (F (1, 600) = 10.31, p = .001), sin embargo, a lo largo de las semanas no se observaron
diferencias entre los grupos. El factor tiempo de igual forma resulté significativo con una F (39,
600) = 101.94, p <.001, en cambio la interaccion entre ambos factores fue mayor al nivel critico
(F (39, 600) = 0.28, p =.999). La evolucion del peso corporal fue similar en ambos grupos, como

se puede observar en la figura 12B.
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Figura 12. Promedio de peso corporal por rata. (A) Grupos de 20 semanas de tratamiento; se mostraron diferencias

de la semana 12 a la 19 entre los grupos. (B) Grupos de 40 semanas de tratamiento. Los datos muestran la M y las

barras de error representan el SEM, C-20 n = 10, HSD-20 n = 10, C-40 n = 9, HSD-40 n = 8. HSD = Dieta alta en

sacarosa. *p < .05 con respecto al control.
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Mediciones metabdlicas

Composicion corporal. Con el propésito de conocer si la HSD produce cambios en la
composicion corporal fueron evaluados los componentes: grasa corporal, masa libre de grasa,
peso total de agua y agua extracelular. Se llevo a cabo una prueba ANOVA de dos factores, la
cual mostro una interaccion significativa entre los componentes y la dieta, F (9, 144) = 2.13,p =
.029. A través de comparaciones multiples, se mostrd6 mayor cantidad promedio de grasa
corporal en el grupo HSD-20 en comparacion con C-20, p = .008. En cuanto a los promedios de
los componentes: masa libre de grasa, peso total de agua y agua extracelular, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos control y HSD, en ambos tiempos de corte (tabla 2).

Tabla 2.

Medicion de la composicion corporal

Componentes® C-20 HSD-20 C-40 HSD-40

Grasa corporal 225.24 +9.79 282.83 £18.13* 284.82 +10.05 291.94 +5.27

Masa libre de
grasa

286.89 + 8.50 313.24+10.94  317.48+6.77 321.66 + 2.89

Peso total de
agua

122.75 £ 6.08 127.04 £ 6.80 118.04 £ 4.52 119.81 £7.50

Agua

44770 £20.93 44750+2245 427.30+16.72 423.00 + 18.12
extracelular

Nota: Valores obtenidos por el método de impedancia para determinar la composicién corporal. Se encontraron
diferencias estadisticas en grasa corporal entre los grupos C-20 y HSD-20. Se presenta la M y el SEM (n = 10). HSD
= Dieta alta en sacarosa.

% Los valores se expresan en gramos.

*p <.05 con respecto al control.
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Presion arterial. Con la finalidad de determinar cambios en los componentes de la
presion arterial a causa de la dieta, se realiz6 en los grupos una medicion no invasiva mediante la
cual se obtuvieron los niveles de presion sistélica, diastolica, frecuencia cardiaca, flujo y
volumen sanguineo (tabla 3). Se utilizo6 un ANOVA de un factor para cada uno de los
pardmetros, con base en los anlisis no se encontrd un efecto de la dieta sobre la presidn sistdlica
(F (3, 36) = 2.37, p = .085) a las 20 y 40 semanas de tratamiento. Para la presion diastolica, el
valor de p obtenido fue mayor al nivel critico (F (3, 36) = 2.56, p = .069), por lo que no se
rechazé la igualdad de medias. Asimismo, el promedio de ambos parametros no mostro

diferencias entre los grupos (F (3, 36) = 2.54, p =.071).

Para la frecuencia cardiaca los grupos de 20 y 40 semanas de tratamiento, no fueron
estadisticamente diferentes (F (3, 36) = 0.89, p = .454). De igual forma para el flujo (F (3, 36) =

2.29, p =.094) y el volumen sanguineo (F (3, 36) = 1.66, p =.192).
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Tabla 3.

Medicién de la presion arterial

Parametros C-20 HSD-20 C-40 HSD-40
Diastolica 93934460  110.11+3.99 98.82 + 3.85 107.00 + 5.80
(mmHg)
Sistolica 13040£573 148,66 +3.71 140.23 +5.24 143.21 + 4.94
(mmHg)
Media

10576491 122,60 +3.78 11222 + 4.25 118.74 + 5.44
(mmHg)
(Fllroen‘i‘;enc'a 364.89 +19.23  393.49+16.06  393.48+20.67  400.80 + 8.82
Flujo

14.60 + 0.74 16.13 + 1.63 18.60 + 1.95 21.05 + 2.63
(ml/seq)
volumen g5 95 1 5,90 70.70 £ 5.12 80.07 +9.07 90.09 + 11.45
(ml/kg)

Nota: Valores obtenidos para la presién sanguinea. Se presenta la M y el SEM (n = 10). HSD = Dieta alta en

sacarosa.

Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Se realiz6 una IPGTT con el

proposito de medir el nivel de glucemia y observar, de manera indirecta, la accion de la insulina.

En la figura 13A, se observa que para el grupo C-20 el maximo punto glucémico se
encuentra al minuto 20 (216.60 + 19.67 mg/dL) y en el grupo HSD-20 al minuto 60 (233.80 +
13.92 mg/dL). Para el grupo C-40 el punto maximo fue de 321.30 + 31.14 mg/dL, al minuto 60 y
en el grupo HSD-40 fue de 263.50 + 30.66 mg/dL, al minuto 30 (Figura 13B). Para determinar
diferencias a lo largo de la curva se empled un ANOVA de dos factores con medidas repetidas,
el cual evidenci6 una interaccion entre el factor tiempo y el factor dieta (F (15, 180) = 3.22, p <
.001). A traves del andlisis de comparaciones multiples, no se encontraron diferencias

estadisticas en los distintos puntos de la curva para los grupos de 20 semanas de tratamiento. En
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contraste, el grupo HSD-40 mostrd niveles significativamente diferentes al minuto 60 (p = .05),
asi como una elevacion significativa en la glucosa basal (p = .020) y postprandial (p = .031) en
comparacion con C-40. En la figura 13B, también se observa que el aclaramiento de glucosa en

las ratas del grupo HSD-40 fue maés lento y no regresaron a sus niveles basales.
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Figura 13. Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Se administr6 una solucién de glucosa intraperitoneal (2
g de glucosa/kg de peso corporal). Se obtuvieron muestras de sangre periférica en diferentes tiempos después de la
administracién del bolo de glucosa. (A) Curva de tolerancia a la glucosa a las 20 semanas de tratamiento. (B) Curva
de tolerancia a la glucosa a las 40 semanas de tratamiento; se presentaron diferencias significativas al minuto 0, 60 y
120 entre el grupo tratado y el grupo control. Los datos muestran la M y las barras de error representan el SEM, n =

10. HSD = Dieta alta en sacarosa. *p < .05 con respecto al control.

50



Niveles de triglicéridos. Para determinar efectos de la HSD sobre los niveles de
triglicéridos en plasma, se llevo a cabo un ANOVA (F (3, 28) = 12.71, p < .001), que reveld
diferencias entre los grupos. El grupo C-20 obtuvo un promedio de 179.00 £ 9.91 mg/dL,
mientras que el promedio del grupo HSD-20 fue 343.88 + 34.59 mg/dL, este ultimo resulto
estadisticamente mas alto (p < .001). Del mismo modo, los niveles de triglicéridos en plasma del
grupo HSD-40 (311.5 £ 20.58 mg/dL) mostraron estar méas elevados con respecto al grupo C-40
(185.75 £ 23.55 mg/dL), con un valor de p = .005. En la figura 14 se presentan los niveles de

triglicéridos en plasma a las 20 y 40 semanas de tratamiento.
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Figura 14. Niveles de triglicéridos en plasma. Se obtuvieron muestras de sangre periférica de la vena de la cola. Los
datos muestran la M y las barras de error representan el SEM, n = 8. HSD = Dieta alta en sacarosa. *p < .05 con

respecto al control.

Niveles de insulina. Con la intencion de conocer alteraciones en los niveles de insulina en
plasma, se realizé un GLS obteniendo una F (3, 35) = 5.79 con un valor de p = .002, que indico
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un efecto de la dieta sobre los niveles de insulina. Como se presenta en la figura 15, existe una
diferencia estadisticamente significativa (p = .011) entre el grupo HSD-20 (7.93 + 2.09 ng/ml) y
su correspondiente control (2.07 + 0.56 ng/ml). En cuanto a los grupos de 40 semanas de
tratamiento, se observa un aumento en el promedio de insulina plasmatica en el grupo HSD-40
(4.73 £ 1.06 ng/ml), con respecto al grupo C-40 (1.3 £+ 0.32 ng/ml), sin embargo, esta diferencia

no resulto significativa (p = .374).
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Figura 15. Concentracion de insulina en plasma. Los datos muestran la M y las barras de error representan el SEM,
C-20 n =10, HSD-20 n = 10, C-40 n = 9, HSD-40 n = 10. HSD = Dieta alta en sacarosa. *p < .05 con respecto al

control.

Marcadores de inflamacion periférica

Proteina C reactiva. Se llevd acabo un ANOVA de un factor con transformacion

logaritmica de los datos, se obtuvo un valor de F (3, 13) = 4.38, puesto que p = .024 es menor al
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nivel critico, fue rechazada la hipotesis de igualdad de medias. Mediante el andlisis de
comparaciones multiples no fueron halladas diferencias significativas entre el grupo C-20 y

HSD-20 (p = .077), de igual forma para los grupos de 40 semanas de tratamiento, p = 1.00

(figura 16).
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Figura 16. Concentracion de CRP en suero. Se presenta la M y las barras de error representan el SEM, C-20 n = 3,

HSD-20 n =5, C-40 n =5, HSD-40 n = 4. HSD = Dieta alta en sacarosa.

Factor de necrosis tumoral alfa. Con respecto a los datos de TNF-a, se encontr6 que a
las 20 semanas de tratamiento el grupo HSD presentd niveles detectables de la molécula en
suero, mientras que para el grupo C-20 la concentracion de TNF-a fue menor al nivel de
deteccion del Kit ELISA (10 pg/ml). En cambio, a las 40 semanas de tratamiento ambos grupos

mostraron niveles detectables de la molécula inflamatoria (figura 17).
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Figura 17. Gréfica de deteccion de TNF-o en suero. Se muestran los datos de las ratas que se encuentran por encima
del nivel de deteccién de la prueba, delimitado por una linea punteada. Se presenta la M y las barras de error

representan el SEM, C-20 n = 4, HSD-20 n = 6, C-40 n = 6, HSD-40 n = 8. HSD = Dieta alta en sacarosa.

Apartado conductual

Con el proposito de evaluar cambios a nivel conductual derivados de la HSD a las 20 y

40 semanas de tratamiento, se realizaron las siguientes pruebas.

Prueba de campo abierto. Se realiz6 con la finalidad de tener un control de la actividad
locomotora de las ratas. Los datos fueron obtenidos mediante el método observacional y para
validar la consistencia entre las mediciones fue necesario efectuar un anélisis de confiabilidad.
En la tabla 4 se muestran los valores del CCC para cada una de las categorias, este toma valores
de -1 a 1, donde uno indica una concordancia perfecta. En las categorias de CA se obtuvieron
valores que oscilan entre 0.95 a 0.99, por lo que el grado de acuerdo es considerado suficiente.
También se muestra el analisis de Bland-Altman, el cual arroja un promedio de las diferencias

entre observadores denominado sesgo, si es cercano a cero indica que los métodos producen
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sistematicamente resultados similares. Asimismo, calcula los limites de acuerdo, que representan
el intervalo donde deben encontrarse las diferencias de las mediciones, ambos métodos pueden
considerarse intercambiables entre mas pequefios sean los limites. Como se puede observar en la
tabla 4, las categorias tienen sesgos que se encuentran en un rango de -1 a 1, ademas, los limites

de acuerdo mantienen una distancia equivalente respecto al sesgo.

Tabla 4.

Coeficiente de correlacion concordancia (CCC) y andlisis de Bland-Altman para las categorias de
campo abierto

Limites de acuerdo 95%°

Categorias CCC Sesgo® LI LS
Distancia recorrida 99 0.44 0,88 168
(cm)

Tiempo de 99 -1.08 110.20 8.03
desplazamiento (s)

Conducta vertical (f) .95 -0.51 -1.72 6.69

Nota: EI CCC expresa el grado de acuerdo entre observadores (adquiere valores entre -1 a 1). Los limites de acuerdo
representan el intervalo en el que se encuentran las diferencias de las mediciones entre los observadores. El sesgo
representa el promedio de las diferencias entre los observadores. LI = limite inferior, LS = limite superior, f =
frecuencia.

& Corresponden al analisis de Bland-Altman.

Las categorias evaluadas en la prueba de CA son indicadores principales de actividad
locomotora (tabla 5); cada una fue analizada por medio de ANOVA de un factor. En el analisis
de la primera categoria, distancia recorrida, no se observaron diferencias entre los grupos (F (3,
32) = 2.57, p = .070). Para el tiempo de desplazamiento, se obtuvo una F (3, 33) = 4.09, con un
valor de p = .014, que determind un promedio significativamente mayor del grupo HSD-20 en
comparacion con C-20 (p = .017). Mientras que para los grupos de 40 semanas no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los promedios (p = .996). Para la categoria de
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conducta vertical se encontré una F (3, 33) = 0.79 con un valor de p = .505, que determind una

igualdad estadistica en los promedios del grupo control y HSD, para ambos tiempos de corte.

Tabla 5

Categorias evaluadas en la prueba de campo abierto

C-20 HSD-20 C-40 HSD-40

Categorias (n = 10) (n = 10) (n =10) (n=7)

Distancia

. 2113.2 +132.1 2396.7 + 204.23 2722 +135.89 2454.43 + 127.43
recorrida (cm)

Tiempo de
desplazamiento 68.60 + 4.55 118.8 + 19.29* 90.80 + 6.23 79.07 £ 4.84
(s)
Conducta

. 42.55 +4.33 40.65 +4.00 44.35 +3.70 35.43 £3.52
vertical (f)

Nota: Categorias utilizadas para evaluar la actividad locomotora. Se encontraron diferencias estadisticas en tiempo
de desplazamiento entre los grupos C-20 y HSD-20. Se presenta la M y SEM. HSD = Dieta alta en sacarosa, f =
frecuencia.

*p <.05 con respecto al control.

Prueba del cilindro giratorio. Con el propésito de determinar cambios a nivel
conductual derivados de la HSD, se realizd una prueba que evalla el aprendizaje de una tarea
motora en ambos tiempos de tratamiento. En la figura 18, se muestra el promedio de latencia de
caida durante los 5 dias de prueba para los grupos de 20 y 40 semanas. De acuerdo con un
ANOVA de dos factores con medidas repetidas, a las 20 semanas de tratamiento se encontrd un
efecto de interaccion entre la dieta y los dias de prueba (F (4, 56) = 2.55, p = .048), sin embargo,
el analisis de comparaciones multiples mostré una p >.05 para todos los dias de prueba. No
obstante, como se observa en la figura 18A, durante las tres primeras sesiones las ratas del grupo

C-20 mostraron un promedio mayor de latencia en comparacion con el grupo HSD-20.
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La figura 18B muestra la ejecucién para los grupos de 40 semanas, a través de un
ANOVA de dos factores con medidas repetidas se encontr6 un efecto del factor dieta (F (1, 10) =
7.43, p =.021), mientras que no se encontraron efectos en los dias de prueba (F (4, 40) = 1.07, p
=.379), ni la interaccién de ambos factores (F (4, 40) = 1.61, p = .188). Mediante comparaciones
multiples se determinaron diferencias entre el grupo HSD-40 y C-40 en los dias 3 (p =.035) y 5

(p = .015).
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Figura 18. Latencia de caida registrada en rotarod. (A) Muestra los datos para los grupos de 20 semanas; (B)
Muestra los datos para los grupos de 40 semanas. Los datos muestran la M y las barras de error representan el SEM,
C-20 n =8, HSD-20 n = 8, C-40 n = 6, HSD-40 n = 6. HSD = Dieta alta en sacarosa. *p < .05 con respecto al

control.
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VIIl. Discusion

Las dietas con alto contenido de sacarosa representan un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles (Burgeiro et al., 2017; Cordova-Villalobos
etal., 2008). En esta tesis el objetivo fue evaluar el efecto de una HSD sobre aspectos

metabdlicos y su impacto en el aprendizaje de una tarea dependiente de cuerpo estriado.

La dieta alta en sacarosa produce alteraciones metabolicas a corto y a largo plazo sin

cambios en la masa corporal total

Desde el inicio y hasta el final de la investigacion, los grupos experimentales
incrementaron el consumo de agua con sacarosa y disminuyeron el de pellets, dichos grupos
aumentaron de forma significativa las calorias ingeridas durante algunos periodos del
tratamiento, sin alterar la masa corporal final en ambos tiempos de corte. De manera similar,
otros autores han encontrado aumento en las calorias consumidas sin modificaciones en el peso
corporal, en ratas expuestas a dietas con diferente concentracion de sacarosa (p/v) (Ahmed et al.,
2014; Burgeiro etal., 2017; Hsu etal.,, 2015; Kanazawa etal., 2003; Soares etal., 2013,
Sumiyoshi et al., 2006). Es importante mencionar que el aumento en el peso corporal encontrado
en el grupo HSD-20 de la semana 12 a la 19, corresponde con un aumento significativo en la
ingesta caldrica en ese periodo, atribuido al promedio méas alto de consumo de sacarosa

reportado durante el periodo de tratamiento.

Por otro lado, las ratas de los grupos tratados mostraron alteraciones metabolicas distintas
a las 20 y 40 semanas de tratamiento. Se encontré que Unicamente las ratas del grupo HSD-20
presentaron aumento significativo en la grasa corporal y la circunferencia abdominal, resultados

que coinciden con lo reportado por otros grupos de investigacion (Burgeiro et al., 2017; Larqué
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etal., 2011); las diferencias observadas en estos parametros pueden estar asociadas al aumento
de peso antes mencionado. De acuerdo con lo aqui reportado, el grupo HSD-20 y el HSD-40,
presentaron niveles de triglicéridos en plasma elevados casi al doble en comparacién con su
respectivo control. Otros estudios que emplean dietas con sacarosa a corto plazo concuerdan con
este resultado (Burgeiro et al., 2017; Kanazawa et al., 2003; Larqué et al., 2011; Soares et al.,
2013; Torres-Villalobos et al. 2015). ElI aumento en los niveles de triglicéridos podria estar
relacionado con una alteracion en el metabolismo de lipidos en el higado, ya que Burgeiro et al.
(2017), reportan un incremento en la concentracion de triglicéridos en sangre y la expresion de
proteinas relacionadas con la sintesis de lipidos en el higado, como las enzimas acetil-CoA
carboxilasa (ACC1 por sus siglas en inglés), acido graso sintasa (FAS por sus siglas en inglés) y
su factor de transcripcion SREBP, en ratas tratadas con una solucion de sacarosa al 35% (p/v)

durante 9 semanas.

Con respecto a la concentracion de insulina y la curva de tolerancia a la glucosa, se
observd un aumento de insulina plasmatica en el grupo HSD-20, sin alteraciones en la glucosa
basal y postprandial. Estos resultados son compatibles con estudios que utilizan dietas con
sacarosa durante periodos cortos (Hsu etal., 2015; Larqué et al., 2011), a excepcién de otros
autores, quienes describen alteraciones en el metabolismo de glucosa a las 8 y 9 semanas de
tratamiento (Burgeiro et al., 2017; Soares et al., 2013; Torres-Villalobos et al., 2015). En cambio,
en el grupo HSD-40 se encontraron perturbaciones en la IPGTT, en ausencia de cambios en
insulina plasmaética. La discrepancia observada en el metabolismo de glucosa y los niveles de
insulina en ambos tiempos de corte, podria deberse a la accion de un mecanismo compensatorio
que involucra hiperfuncion y aumento en el tamafio de células beta pancreaticas (Larqué et al.,

2011; Zhou et al., 2014), el cual podria explicar la hiperinsulinemia y la ausencia de cambios en
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la glucosa en el grupo HSD-20. Sin embargo, la ingesta prolongada de sacarosa podria deteriorar
este mecanismo (Larqué et al., 2011), evidenciando afectaciones en el metabolismo de glucosa
como lo observado a las 40 semanas de tratamiento. Es importante sefialar que esta tesis reporta
por primera vez la repercusion de la HSD al 20% (p/v) sobre parametros metabolicos en un

periodo de 40 semanas de tratamiento.

Por otro lado, en esta tesis no se encontro efecto de la HDS sobre la presion arterial a las
20 y 40 semanas de tratamiento, a diferencia de lo reportado por Larqué et al. (2011), quienes
describen alteraciones en la presion arterial sistolica de ratas tratadas con una solucion de
sacarosa al 20% (p/v) durante 8 semanas. Sin embargo, en esta tesis se evalué un mayor nimero
de parametros de la presion arterial, los cuales son consistentes con el rango de valores normales
de presion arterial sistolica, diastdlica y frecuencia cardiaca de ratas control, reportado por Flores
Chavez, Infante Vazquez, Sanchez Torres, Martinez Memije y Rodriguez Rossini (2002) por
medio de un método no invasivo. En conjunto, las evidencias anteriores indican que la HSD al
20% (p/v) produce distintas perturbaciones metabdlicas a las 20 y 40 semanas de tratamiento, en

ausencia de cambios en la masa corporal total.

La dieta alta en sacarosa produce alteraciones en la adquisicion de una habilidad motora

Con base en la prueba de CA se determiné que la actividad locomotora es similar entre
los grupos HSD y control, a excepciéon del tiempo de desplazamiento donde se observaron
diferencias en las ratas con 20 semanas de tratamiento. Sheludiakova, Rooney y Boakes (2012),
reportan mayor actividad locomotora en ratas alimentadas con sacarosa (10% p/v) durante 56
dias, sugieren que esta diferencia podria estar asociada con hiperactividad, por lo que un efecto

similar podria explicar la variacion en el tiempo de desplazamiento aqui reportada. Sin embargo,
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no ha sido ampliamente estudiada la relacion entre una dieta con sacarosa y la hiperactividad en

ratas.

En la literatura se ha descrito que la adquisicién de nuevas habilidades sigue la forma de
una curva de aprendizaje (Yin et al., 2009), caracterizada por una etapa inicial de rapido
mejoramiento en la ejecucién de la tarea, seguida de una fase de consolidacion identificada por
avances mas graduales que siguen la forma de una meseta (Buitrago etal., 2004; Yin etal.,
2009), lo cual puede indicar una disminucion en la tasa de error, usada a menudo para medir la
mejora en el rendimiento (Buitrago et al., 2004). De acuerdo con lo antes descrito, a las 20
semanas de tratamiento se observo que la ejecucion de las ratas control y tratadas sigue la forma
de una curva de aprendizaje, debido a que se presentd un rapido incremento en la latencia de
caida entre el primer y segundo dia de la prueba, posteriormente la diferencia entre ensayos se
volvié mas estable a lo largo de los dias. Estos hallazgos coinciden con lo reportado en otras
investigaciones que evaltan la ejecucion de ratas y ratones control en la prueba rotarod (Buitrago
et al., 2004; Costa et al., 2004).

A pesar de que no se observaron diferencias significativas en los promedios de latencia
entre los grupos de 20 semanas, el grupo tratado presenté promedios de latencia menores al
grupo control, con excepcion del dia 4 donde se observé un declive en el promedio de latencia de
caida del grupo C-20. DiFeo y Shors (2017), mencionan que durante la ejecucion de la tarea
rotarod en aceleracion, algunas ratas presentan un decremento en la latencia de caida, mismas
que atribuyen a la falta de motivacién. Para comprobarlo realizaron una modificacién en la tarea
colocando una tina con agua fria debajo del cilindro giratorio. Después de evaluar la ejecucion

concluyeron que aumenta la latencia de caida con este método. Posiblemente el declive
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observado en el grupo C-20 pueda estar relacionado con un decremento en la motivacion, lo cual
pudo haber influido en el promedio de latencia de caida registrado.

En cambio, a las 40 semanas de tratamiento el grupo experimental obtuvo promedios de
latencia significativamente menores comparado con el grupo control. Aunado a este resultado se
encontrd que las ratas del grupo HSD-40 mostraron una alteracion evidente en la ejecucion de la
tarea, ya que se mantuvo un promedio de latencia de caida estable a lo largo de las sesiones, es
decir, no se observo una curva de aprendizaje. Estos resultados coinciden con la ejecucién de
ratas con dafio en el cuerpo estriado, por ejemplo, Ogura et al. (2005), reportan que ratas con
lesion parcial bilateral en células dopaminérgicas nigroestriatales, pasan menos tiempo en el
cilindro giratorio comparado con los controles, en ausencia de alteraciones en funciones motoras
generales como actividad locomotora, equilibrio y fuerza muscular. Asimismo, la aplicacion de
un antagonista dopaminérgico en los receptores D2 del cuerpo estriado puede interferir con la
ejecucion en la prueba rotarod, alterando la adquisicién de la tarea cuando se aplica en el estriado
dorsomedial o afectando la consolidacion si ocurre en el estriado dorsolateral (Yin et al., 2009).

Por otro lado, se ha encontrado que el acceso a una solucion de sacarosa al 10% (p/v)
durante 8 meses, provoca disminucion en la concentracion de DA estriatal y en la expresion de
proteinas involucradas en la sintesis de DA (Ahmed et al., 2014). De acuerdo con las evidencias
anteriores, se concluye que la HSD al 20% (p/v) produce deterioro en el aprendizaje motor a las
40 semanas de tratamiento, reflejado por alteraciones en la ejecucion de una tarea dependiente de
cuerpo estriado, en ausencia de perturbaciones en la actividad locomotora y la masa corporal
total. Estos resultados cobran relevancia siendo la primera vez en la literatura que se reporta el

impacto de una HSD sobre el aprendizaje motor.
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La inflamacion periférica y su relacion con el deterioro del aprendizaje motor

Diferentes estudios sugieren que los desdérdenes metabolicos causados por la dieta se
asocian con un proceso de inflamacion cronica, caracterizada por la elevacion de citocinas
proinflamatorias como TNF-o y CRP en el plasma sanguineo, las cuales son secretadas
principalmente por el tejido adiposo (Carrizo et al., 2013; Kern et al., 1995; Kosteli et al., 2010;
Lee et al., 2014; Lumeng et al., 2007; Weisberg et al., 2003; Zhou et al., 2014). En este estudio el
grupo HSD-20 presenté un aumento del doble en la concentracion de CRP con respecto a su
control, esta elevacion no resulté significativa al igual que en los grupos de 40 semanas de
tratamiento. En cuanto a los niveles de TNF-a, dadas las limitaciones en la resolucion de la
técnica no se realizd un analisis estadistico, no obstante, es importante sefialar que el grupo
HSD-20 presentd niveles detectables de la molécula, en contraste con el grupo C-20 el cual
mostrd niveles por debajo de los 10 pg/ml. Los resultados con los marcadores de inflamacion
podrian indicar que la dieta con sacarosa al 20% (p/v) gener6 un proceso inflamatorio detectable

a las 20 semanas de tratamiento.

Con relacién a la concentracién de TNF-a a las 40 semanas de tratamiento, el grupo
experimental y el grupo control evidenciaron niveles detectables de la molécula, dicho hallazgo
pudiera verse influido por la accion de dos factores, por un lado el tratamiento con la HSD al
20% (p/v) en el grupo HSD-40 y por otro lado un efecto de la edad que corre de manera paralela
en ambos grupos, la cual fue una variable independiente de la manipulacion experimental y su
aumento se asocia con la elevacion de los niveles de TNF-o. en humanos y en modelos animales
(Bruunsgaard, Skinhgj, Pedersen, Schroll y Pedersen, 2000; Han, Hosokawa, Aoike y Kawai,

1995; Sirén, Liu, Feuerstein y Hallenbeck, 1993).
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Ya se ha investigado que la dieta puede tener un impacto sobre estructuras importantes
para el aprendizaje (Ahmed etal., 2014; Kanoski, Zhang, Zheng y Davidson, 2010). Se ha
propuesto que la presencia de un estado de inflamacion periférica causado por la dieta, podria
desencadenar un estado de neuroinflamacion (Nerurkar et al., 2011), el cual implica la activacion
de células gliales capaces de liberar citocinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno
(J.-K. Lee, Tran y Tansey, 2009). Se propone que el mecanismo por el cual se pasa de un estado
de inflamacion periférica a neuroinflamacion, es a travées del dafio en la integridad de la barrera
hematoencefélica (BHE). Nerurkar et al. (2011) encuentran que ratones expuestos a una dieta
alta en grasa durante 16 semanas, presentan aumento de marcadores inflamatorios periféricos
como TNF-a, el receptor de TNFR-2, entre otros; junto con aumento en la expresién de ARNm
de moléculas asociadas con la activacion de células gliales y alteracion en la permeabilidad de la
BHE, evidenciada por mayor cantidad de azul de Evans en el cerebro de los sujetos tratados.
Ademas, Kanoski et al. (2010) reportan que una dieta alta en energia afecta la permeabilidad de
la BHE reflejada por mayor fluorescencia de sodio, asi como reduccion en la expresiéon de

proteinas estructurales de la BHE como Claudina-5 y Claudina-12 por el método de RT-PCR.

De acuerdo con lo anterior, es posible sugerir que la alteracion en el aprendizaje motor
reportada en esta tesis, podria estar asociada con un estado de neuroinflamacién causada por la
dieta. Por lo tanto, se propone realizar investigaciones que ayuden a esclarecer el mecanismo por

el cual una HSD afecta el cuerpo estriado.

Se debe sefialar que este es un estudio pionero en la evaluacion del impacto de una HSD
sobre el aprendizaje de una tarea motora a largo plazo. Se propone que estudios posteriores
controlen el estado de motivacién de las ratas para la realizacion de la prueba del cilindro
giratorio, porque puede afectar el promedio de latencia de caida registrado durante la ejecucion
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de la tarea. Asimismo, seria interesante analizar las estrategias motoras empleadas a lo largo de
la prueba, ya que junto con la latencia de caida son Utiles para evaluar el aprendizaje de la tarea
rotarod. Se sugiere ampliar el numero de marcadores de inflamacion con el objetivo de obtener
una mejor caracterizacion de un estado de inflamacién periférica. Ademas, emplear una técnica
de mayor resolucién para el andlisis de TNF-o, puesto que las limitaciones de la prueba
impidieron conocer las concentraciones menores al nivel de deteccion del Kit ELISA (10 pg/ml).
Se recomienda que estudios futuros sobre el presente tema determinen el estado inflamatorio a
nivel del sistema nervioso central, con el fin de conocer como la HSD impacta sobre el cuerpo
estriado. Finalmente, es importante considerar que en esta tesis, la ausencia de cuantificacion
sobre la cantidad de proteina en las muestras de insulina y marcadores de inflamacion, pudo
haber limitado la obtencidén de un analisis méas preciso con respecto a la concentracion en las

muestras.
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IX. Conclusiones

Las ratas tratadas con la HSD al 20% (p/v) incrementan la ingesta de agua con sacarosa y
de manera simultanea disminuyen el consumo de alimento.

Las ratas tratadas con la dieta de sacarosa al 20% (p/v) a las 20 semanas de tratamiento
aumentan la grasa corporal, los niveles de triglicéridos e insulina; a las 40 semanas de
tratamiento incrementan los niveles de triglicéridos y la concentracion de glucosa basal y
postprandial, sin cambios en la masa corporal total.

. A las 20 semanas de tratamiento la dieta de sacarosa al 20% (p/v) genera niveles
detectables de TNF-a en el grupo experimental mientras que en el grupo control son
indetectables.

. A las 40 semanas de tratamiento la HSD al 20% (p/v) produce deterioro significativo en
la adquisicién de una habilidad motora, reflejado por una menor latencia de caida durante
la ejecucion de la tarea rotarod, sin dafio en el sistema locomotor y sin cambios en la

masa corporal total.
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