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Abstract

Research on food intake in response to stress has found that hyperpalatable foods can
modify this response. For example, sugar consumption decreases human cortisol levels and its
equivalent corticosterone in rodents. This capacity of sugar is attributed to its nutritional content
and sweet taste, which activate reward brain areas. Exacerbated activation could motivate repeated
excessive sugar intake, leading to deleterious health effects. In this sense, studies in rodents show
that both stress and/or sugar consumption are associated with the development of obesity. Young
and adult rats exposed to stressful situations tend to increase their intake of sweet drinks for short
periods. Given that stress can modify the quality and quantity of the food ingested, but the
physiological mechanisms of the interaction between intake and stress are still not precise, it is
essential to elucidate how it influences the chronic consumption of sugar in the appetitive response.
This response includes both, new learning and relearning of the sweet taste and the new learnings,
conditioned sugar taste aversion and aversive memory extinction.

It is known that the ability to associate a taste with negative consequences is weakened by
pre-exposure to the same taste (e.g., latent inhibition; L1) and shortening the extinction time of the
acquired aversive memory. Therefore, this thesis investigated the effect of two types of physical
stressors, immobilization and electric plantar shock, on the ability to induce changes in food and
liquid intake during chronic sugar consumption, total energy intake, and body weight. It also
evaluated the posterior stressor effect in conditioned taste aversion (CTA) and the extinction of
aversive memory. Additionally, the effect of inactivating B-adrenergic receptors of the insular
cortex (IC) during CTA evocation was evaluated since it is a vital structure during flavor learning.

Male Wistar rats, 73 adolescents, and 122 adults, were used. The experimental groups were
exposed to chronic sugar consumption for 21 days. Rats were subjected to 20 minutes of
immobilization or a single plantar electric shock (I mA/ Is) during 6 of 21 days of sugar exposure.
Subsequently, three CTA sessions were performed with their respective retrieval sessions and three
aversive memory extinction sessions. For IC pharmacological evaluation, animals were infused 5
ng/0.5 uL of propranolol via bilateral cannulas to the IC, 30 minutes before the first evocation of
the aversive memory.

The results showed that adolescent rats maintain similar body weight, and similar food and
liquid intake and total energy intake during all CTA sessions and extinctions. However, restrained
adolescent rats showed complete extinction of the acquired aversion memory. On the other hand,
adult rats with immobilization showed lower weight gain and lower food intake, with an evident
LI of CTA, contrary to immobilized rats with chronic sugar consumption, which showed a trend
of lower L1 of the CTA and a relative delay in the extinction of the aversion memory. On the other
hand, the blockade of B-adrenergic receptors of IC did not produce changes in CAS evocation.

Altogether, the results indicate that, in adult rats, immobilization during chronic sugar
consumption decreases the latent inhibition of conditioned taste aversion; that is, it alters the new
learning and relearning of the sweet taste.



Resumen

Las investigaciones sobre la ingesta de alimento en respuesta al estrés han encontrado que
los alimentos hiperpalatables tienen la capacidad de modificar dicha respuesta. Por ejemplo, se ha
evidenciado que el consumo de azlcar disminuye los niveles de cortisol en humanos y de su
equivalente corticosterona en roedores. Esta capacidad del azlcar se atribuye a su aporte nutritivo
y sabor dulce, que activan centros de recompensa a nivel cerebral. La activacion exagerada podria
motivar la ingesta repetida y excesiva de azucar que conduce a efectos deletéreos a la salud. En
este sentido, los estudios en roedores muestran que, tanto el estrés y/o el consumo de azlcar se
asocian con la obesidad; las ratas jovenes y adultas expuestas a situaciones estresantes tienden a
incrementar su ingesta de bebidas dulces cuando éstas son ofrecidas por periodos cortos. Dado que
se acepta que el estrés tiene la capacidad de modificar la calidad y cantidad de los alimentos
ingeridos, pero aun no quedan claros los mecanismos fisiologicos de la interaccion entre ingesta y
estrés, es importante dilucidar la manera en que el estrés influye en la respuesta apetitiva durante
el consumo crénico de azucar. Esto incluye el aprendizaje novedoso y el reaprendizaje del sabor
dulce, asi como los nuevos aprendizajes de condicionamiento de aversion al azucar y extincion de
la memoria aversiva.

Se sabe que la capacidad para asociar un sabor con consecuencias negativas se debilita con
la preexposicion del mismo sabor (gj., inhibicion latente), ademas de acortar el tiempo de la
extincion de la memoria de aversion adquirida. Por lo tanto, esta tesis se basa en investigar durante
el consumo cronico de azucar el efecto de dos tipos de estresores fisicos, la inmovilizacion y el
choque plantar, sobre la capacidad de inducir cambios en la ingesta de alimento y liquido, la ingesta
energética total y peso corporal. Asi como evaluar el efecto en el condicionamiento de aversion al
sabor (CAS) vy la extincion de la memoria aversiva. Adicionalmente, se evaluo el efecto de la
inactivacion de los receptores B-adrenérgicos de la corteza insular (CI) durante la evocacion del
CAS, ya que es una estructura vital durante el aprendizaje del sabor.

Se utilizaron ratas Wistar macho, adolescentes y adultas; los grupos experimentales fueron
expuestos a consumo crénico de azUcar durante 21 dias. Las ratas fueron sometidas durante 20
minutos a inmovilizacion o un solo choque eléctrico plantar (I mA/ Is) durante 6 de los 21 dias de
exposicion al azlcar. Posteriormente, se realizaron 3 sesiones de CAS con sus respectivas sesiones
de evocacion y 3 sesiones de extincion de la memoria aversiva. Para la evaluacion farmacolégica
en la CI se realizaron inyecciones a través de canulas bilaterales a la Cl de 5 ug/0.5 uL de
propranolol 30 minutos antes de la primera evocacién de la memoria aversiva.

Los resultados mostraron que las ratas adolescentes mantienen un peso corporal, ingesta
de liquido y alimento e ingesta energética total similares, asi como consumos similares durante
todas las sesiones de CAS y extinciones. Sin embargo, las ratas adolescentes que fueron
inmovilizadas presentaron una completa extincion de la memoria de aversion adquirida. Por otra
parte, las ratas adultas con inmovilizacién mostraron menor ganancia de peso y menor ingesta de
alimento, con una evidente IL de CAS; al contrario de las ratas inmovilizadas con consumo cronico
de azucar, que mostraron una tendencia de menor IL del CAS y un relativo retardo en la extincion
de la memoria de aversion. Por otra parte, el bloqueo de receptores - adrenérgicos de la ClI no
produjo cambios en la evocacion del CAS. En conjunto los resultados indican que, en ratas adultas,
la inmovilizacién durante el consumo crénico de azlcar disminuye la inhibicion latente del CAS,
es decir altera el nuevo aprendizaje y reaprendizaje del sabor dulce.



Introduccion

Las estrategias de salud publica que buscan combatir el sobrepeso y la obesidad se enfocan
en la dietoterapia y la actividad fisica omitiendo otros factores que influyen en el rompimiento del
equilibrio energético, como por ejemplo el estrés. El término “estrés” engloba cualquier estimulo
capaz de provocar una respuesta bioldgica. Es asi como se ha estudiado la ingesta de alimento en
respuesta al estrés, encontrando que los alimentos hiperpalatables tienen la capacidad de
interactuar con dicha respuesta. Por ejemplo, se ha evidenciado que el consumo de azlcar
disminuye los niveles de cortisol en humanos y de su equivalente corticosterona en roedores
(Ortolani et al., 2011). Esta capacidad del azucar se atribuye a su aporte nutritivo y sabor dulce
que activan centros de recompensa a nivel cerebral (Avena et al., 2008). Esta activacion podria
actuar como un estimulo apetitivo y motivar la ingesta repetida de azlcar que conduce a efectos
deletéreos a la salud, incluyendo la disminucion en el aprendizaje y la memoria (Francis &

Stevenson, 2011; Noble et al., 2019).

Los estudios en roedores muestran que, por si solos, ni el estrés ni el consumo de azucar
provocan ganancias de peso, sin embargo, ambos se asocian positivamente con la obesidad
(Markus et al., 2017). Dado que se acepta que el estrés tiene la capacidad de modificar la calidad
y cantidad de los alimentos ingeridos (de Souza et al., 2020), es importante dilucidar la manera en
que influye en el consumo crénico de azucar y en los aprendizajes posteriores del sabor dulce,

incluyendo el condicionamiento aversivo y su extincion.



Marco Teorico

La doble carga de la malnutriciéon es un problema de salud publica que en nuestro pais
genera pérdidas cercanas al 2.3% del Producto Interno Bruto, atribuibles en su mayoria a la diada
formada por el sobrepeso y la obesidad (Fernandez A. et al., 2017). En el entendimiento de que la
causa de ambas condiciones es una ingesta calorica que supera el gasto, el grueso de los esfuerzos
para evitar su desarrollo se ha encaminado a conservar el equilibrio energético por medio de
intervenciones dietéticas y actividad fisica, ya sea de forma independiente o en diferentes
combinaciones, omitiendo profundizar en otros factores que influyen en su desarrollo, como el

nivel de bienestar y la edad del sujeto (Gaona-Pineda et al., 2018).

Para disefiar intervenciones integrales en atencion al sobrepeso y obesidad se deben
conocer los mecanismos Yy los factores involucrados que influyen en la pérdida del equilibrio
energético. Diversas investigaciones han sustentado la influencia del caracter hedénico de los
alimentos, aduciendo que la activacion de los centros de recompensa motiva a que la persona repita
el consumo de productos palatables (alimento agradable al paladar), generalmente hipercaldricos
(Saper etal., 2002). Otras evidencias sugieren que los individuos seleccionan sus alimentos
basados en sus emociones y utilizan el término “alimentaciéon emocional", que originalmente
designaba a la ingesta de alimentos surgida en respuesta a emociones negativas o estrés (Faith
etal., 1997) y en la actualidad incluye emociones positivas (Rojas Ramirez & Garcia-Méndez,
2017). Asi, la alimentacion emocional se asocia positivamente con escasa conciencia corporal,
alexitimia elevada y estrategias de regulacion emocional deficientes y se ha propuesto como un
eslabon entre la depresidn y la obesidad (van Strien, 2018), aunque los estudios en humanos se
han realizado mayormente por medio de escalas tipo likert o encuestas autorreportadas (Rojas

Ramirez & Garcia-Méndez, 2017; van Strien, 2018). También se ha generalizado el término en



inglés “comfort food”, para designar el caracter reconfortante de los alimentos hiperpalatables,
cuyo consumo se ha asociado con una disminucion plasmatica de los niveles de cortisol y una

disminucion percibida del estrés (Ulrich-Lai et al., 2015).

En roedores se ha generado una gran cantidad de evidencia que correlaciona el estrés con
la alteracion de patrones de alimentacion y la tendencia a elegir alimentos hiperpalatables,
caracterizados por la presencia de azUcar, grasas y combinaciones de ambos macronutrientes. La
ingesta de dichos alimentos se asocia con la disminucion de comportamientos relacionados con
ansiedad y desesperanza aprendida, y disminucion en los niveles plasmaticos de corticosterona

(Ulrich-Lai et al., 2015).

Por ejemplo, la ingesta limitada de solucion de sacarosa al 30%, un modelo en que las ratas
tienen acceso dos veces al dia a 4 ml de agua azucarada durante 30 minutos por 2 a 4 semanas,
disminuye los comportamientos relacionados con la ansiedad ante diversos paradigmas, la
respuesta ante el estrés agudo emitida por el eje Hipotdlamo Hipofisis Adrenal (HPA) y la
taquicardia inducida por restriccion de movimiento (Ulrich-Lai etal., 2015). Ademas, se ha
demostrado que el consumo de bebidas con sacarina reduce los niveles plasmaticos de hormona
adrenocorticotropica (ACTH) luego del estrés por inmovilizacién, reforzando la hip6tesis de que
el sabor dulce tiene efectos reconfortantes en ausencia del componente energético (Ulrich-Lai

etal., 2010).

Estos efectos “pacificadores” del sabor dulce podrian explicar, en humanos, el consumo
elevado de azucares y bebidas endulzadas que afecta principalmente a nifios y adolescentes (Fidler

Mis et al., 2017).



Adolescencia

La Organizacion Mundial de la Salud unifico los términos juventud y adolescencia para
designar al periodo de cambios bioldgicos, psicolégicos y sociales, comprendido entre los 10 y los
24 afos. Asi mismo, reconocio la existencia de factores individuales y sociales que vuelven a los
adolescentes vulnerables ante los problemas emocionales y el estrés psicologico (OMS, 1986). En
este grupo etario el factor emocional parece contribuir en la seleccion de la calidad y cantidad de
alimentos, por ejemplo, se ha descrito una relacion entre la ingesta de alimentos en ausencia de
hambre y el efecto negativo y el aburrimiento en un grupo de 200 estudiantes con edad media de

20 anos (Pérez-Morales et al., 2014).

Aunque el comportamiento alimentario de los adolescentes se ha estudiado en extenso, una
limitante para la validez de los hallazgos es que la mayoria de las publicaciones se basan en
encuestas que reportan conductas auto-percibidas y/o aproximaciones de los alimentos
consumidos. Lo anterior justifica la utilizacion de animales de laboratorio para lograr un
entendimiento de dicho comportamiento, especialmente cuando se involucran alimentos cuyo
consumo prolongado es riesgoso para la salud, como en el caso del azlcar; al respecto, los modelos

mas utilizados para el estudio de la adolescencia son los primates no humanos y los roedores.

Para distintas cepas de rata, incluyendo la Wistar, se ha sefialado que la adolescencia
transcurre entre los 28 y 42 dias post natales (DPN) (Spear, 2000), aunque otros autores consideran

su etapa final entre los 50 y 60 DPN (Romeo et al., 2016).

Consumo crénico y permanente de azicar (CCPA)
Se ha propuesto que el acceso cronico de azlcar promueve cambios cerebrales y del
comportamiento similares a los inducidos por drogas de abuso (Corwin et al., 2011). El azlcar

posee caracteristicas recompensantes tanto por su cualidad nutritiva como por su palatabilidad y



su consumo excesivo podria derivar en cambios en el sistema de recompensa que desencadenen
una sobre ingesta compulsiva en humanos (Markus et al., 2017) ya que se ha probado que modifica
los procesos de aprendizaje y memoria al sabor dulce en animales (Vera-Rivera et al., 2018). En
roedores jovenes, se ha reportado que el consumo de azlcar tiene efectos negativos en el

hipocampo, perjudicando el aprendizaje espacial y la memoria episodica (Noble et al., 2019).

Entre los modelos estudiados de consumo cronico de azlcar en ratas se encuentran la
ingesta limitada de azucar (Ulrich-Lai et al., 2015) y el CCPA que consiste en ofrecer ad libitum
una solucion de sacarosa al 10% durante 14 o 21 dias (Caynas-Rojas et al., 2019; Vera-Rivera
etal., 2018). A estos esquemas pueden sumarse diversas tareas para evaluar los efectos de la

ingesta de azucar sobre el aprendizaje y la memoria.

Al investigar el consumo de bebidas azucaradas en ratas durante 14 dias se demostré que
a medida que éste aumenta disminuye el consumo de alimento sélido (Caynas-Rojas et al., 2019;
Vera-Rivera et al., 2018) y este cambio provoca resultados diferentes en el peso corporal; en un
estudio se encontrd que tanto la ingesta cal6rica como el peso de las ratas que consumieron agua
con sacarosa fueron mayores respecto al grupo que solo consumié agua y el grupo que consumio
agua con sacarina (Vera-Rivera et al., 2018), mientras que otro estudio no encontrd diferencias
entre el peso corporal final de las ratas que consumieron azucar y las que consumieron agua
(Caynas-Rojas et al., 2019). Anteriormente, un estudio que utilizé el modelo ingesta limitada de
azUcar encontro que Unicamente el grupo que ingeria sacarosa redujo la ingesta de alimento sélido,
manteniendo una ingesta calorica y peso similar a los grupos con consumo de sacarina y consumo

de agua (Ulrich-Lai et al., 2010).



Aprendizaje

Con algunas variaciones, el término aprendizaje hace referencia a un cambio en la conducta
en respuesta a las experiencias adquiridas, y se encuentra vinculado a la memoria, que es la
capacidad de generar representaciones internas duraderas en el cerebro y evocar dichas

representaciones, conocidas como conocimiento y/o experiencia (Dudai, 2002).

Entre los aprendizajes que pueden estudiarse con CCPA se encuentran los siguientes:

Aprendizaje apetitivo. Es un tipo de aprendizaje asociativo en el que el estimulo
condicionado adquiere un significado motivacional y suele expresarse como un aumento en la

conducta (Martin-Soelch et al., 2007).

Aprendizaje aversivo. Tipo de condicionamiento en el que “un estimulo neutral
(condicionado) es presentado con un estimulo incondicionado que genera aversion”. En respuesta,

los animales actlan evitando el dafio de manera activa o pasiva (Campese et al., 2016).

Condicionamiento de Aversion al Sabor (CAS). Condicionamiento clasico asociativo que
se genera al exponer al sujeto a un nuevo sabor seguido de la induccion de dolor abdominal; por
ejemplo, experimentalmente, la nocicepcion se consigue inyectando cloruro de litio (LiCl) por via

intraperitoneal (Garcia & Koelling, 1967).

Inhibicion latente del CAS. Se conoce como inhibicion latente (IL) a la reduccion en la
respuesta condicionada inducida por un estimulo y se genera cuando el sujeto se ha expuesto
previamente a dicho estimulo (Lubow & Moore, 1959). La exposicion a un sabor que no va
acompariado de un estimulo aversivo provoca IL cuando se pretende generar un CAS a dicho sabor
(Revusky & Bedarf, 1967) y en el caso del sabor dulce, se demostro que, tras 14 dias de consumo

permanente, tanto la sacarina como la sacarosa indujeron IL a su respectivo sabor. Ademas, el 55%
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de las ratas que consumieron sacarosa requirieron mas de cuatro reaprendizajes para lograr la
asociacion aversiva y lo mismo pasé con el 33% de las ratas expuestas a sacarina (Vera-Rivera

etal., 2018).

Operacionalmente, se considera que existe IL cuando el consumo de liquido en la sesion

de evocacion es igual o menor al 50% del liquido consumido durante la sesion de adquisicion.

Extincion de la memoria aversiva. Se trata de un proceso de “nuevo” aprendizaje y de
re-aprendizaje, manifestado por reduccion en la respuesta observada durante la evocacion de la
memoria (Long & Fanselow, 2012) que se consigue presentando el estimulo condicionado en

sesiones repetidas sin la compafiia del estimulo aversivo (Bouton, 2000).

Vias centrales de procesamiento y aprendizaje al sabor

Corteza Insular

La Corteza Insular (CI) forma parte de la corteza cerebral y posee conexiones reciprocas
con el sistema limbico; humanos y roedores comparten muchas de sus caracteristicas anatomicas
y funcionales. En roedores se ubica en la parte lateral del hemisferio, cominmente encima de la
fisura rinal (sulcus rhinalis) y se subdivide histolégicamente en las areas agranular, disgranular y
granular. La CI posee areas sensoriales multimodales conocidas como corteza visceral, corteza

gustativa, campo auditivo y campo somatosensorial (Gogolla, 2017).

La Cl es la estructura mas alta jerarquicamente en la via interoceptiva (Aguilar-Rivera
etal., 2020), recibe estimulacién aferente colinérgica, dopaminérgica, serotoninérgica y
noradrenérgica, entre otras (Gogolla, 2017). La CI responde a la estimulacion visceral y se
encuentra involucrada en el procesamiento del sabor (Moraga-Amaro et al., 2014), el dolor

(Segerdahl et al., 2015) y la emocion (Lamm & Singer, 2010).
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Respecto al sabor, se ha probado la participacion de la Cl en el condicionamiento aversivo
demostrando que las lesiones en la corteza gustatoria impiden que la adquisicién se lleve a cabo

(Bures et al., 1988).

Existe una amplia evidencia de la neuroquimica asociada al CAS y su IL, por ejemplo, se
ha estudiado la participacion de los receptores B-adrenérgicos de la Cl en el condicionamiento
inyectando propanolol (antagonista competitivo que bloquea a los receptores B1 y f2) en la Cl de
ratas antes o después de someterlas al paradigma de evitacion inhibitoria o a la IL de dicho
paradigma, demostrando que la activacion de los receptores es importante para la adquisicion vy la
presencia de IL, ya que permiten la asociacion entre los estimulos condicionados e incondicionado

en el condicionamiento clasico (Miranda et al., 2011).

Estrés

El término estrés engloba cualquier estimulo de naturaleza intrinseca o extrinseca capaz de
generar una respuesta bioldgica. Sus efectos en el cuerpo dependen de la intensidad y duracidn del
estimulo (Yaribeygi et al., 2017). El estrés puede inducir variaciones en la ingesta y preferencia
de alimento, en las que influyen tanto las caracteristicas del estresor como las del alimento
disponible (Ulrich-Lai et al., 2015). En roedores, se ha reportado retardo en el inicio de la ingesta
y reduccion de la cantidad de alimento ingerida después de la aplicacion del estresor (de Souza
et al., 2020; Halataei et al., 2011). Cuando se permite al animal optar por la dieta estandarizada u
otra dieta alta en grasa (de Souza et al., 2020; Hu et al., 2013) o por comida dulce (de Lima et al.,
2020), se ha encontrado un incremento de la preferencia por las opciones hiperpalatables (de Lima

et al., 2020; de Souza et al., 2020).

En cuanto al consumo de bebidas azucaradas, un estudio demostrd que el estrés juvenil

disminuyd la preferencia por sacarina en la adultez en ratas hembra y el estrés en la adultez
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ocasiono el mismo efecto en ambos sexos (Horovitz et al., 2014). Existe consenso de que las ratas
adultas sometidas a estrés presentan una menor ganancia de peso (de Lima et al., 2020; de Souza
et al., 2020), aunque posteriormente alcanzan a los controles. Esta recuperacion se asocia con
acumulacién de grasa visceral y resistencia a la insulina, tanto en humanos como en roedores (Hu

etal., 2013).

En ratas Sprague—Dawley adolescentes sometidas a estrés repetido por inmovilizacion
entre los DPN 28 a 48, se encontr6 una reduccion significativa en la ganancia de peso, aunque no
se modifico el tiempo que las ratas dedicaron a alimentarse (Klein et al., 2010). La reduccion en
la ingesta de bebidas azucaradas en presencia de estrés cronico leve se considera indicativo de
anhedonia y contribuye a validar modelos de depresion en ratas (Bergstrém et al., 2007). Sin
embargo, en ratas hembra Sprague—Dawley adolescentes sometidas a inmovilizacion en diferentes
condiciones de interaccidn social no se registraron cambios entre los consumos de sacarosa previo
y posterior a la aplicacion del estresor (Lee & Noh, 2015). En ratas macho se compar6 el consumo
de sacarosa al 1% durante la adolescencia (DPN 46) y la adultez (DPN 70) en las mismas ratas
utilizando inestabilidad social como estresor y se encontrd que al competir por sacarosa contra el
compariero de jaula, las ratas estresadas tuvieron mayor consumo que sus respectivos controles y

los adolescentes mayor consumo que los adultos (Marcolin et al., 2019).

Efectos del estrés durante el aprendizaje y la memoria

Al evaluar el efecto del estrés sobre el aprendizaje se ha encontrado que este difiere en
funcidn de la fase de formacion de memoria en que es aplicado. En estudios clasicos de evitacién
inhibitoria con ratas se demostré que la inyeccion de corticosterona en dosis moderadas poco

después del entrenamiento es capaz de fortalecer la memoria a largo plazo (Kovacs, 1977;



13

Roozendaal & McGaugh, 1996). También se ha comprobado que la adrenalectomia perjudica la

formacion de la memoria y la adquisicion (Roozendaal et al., 1996).

Sumado a lo anterior, existe evidencia de que los agonistas de receptores de
glucocorticoides son capaces de mejorar la formacién de memoria cuando son aplicados tanto en
la amigdala (Introini-Collison et al., 1991) como en el hipocampo, donde también favorecen la

consolidacién (Roozendaal & McGaugh, 1997).

Respecto a la evocacion de la memoria, se ha encontrado que al evaluar una tarea entrenada
24 h antes, las ratas muestran un menor desempefio cuando sus niveles de corticosterona se
encuentran elevados, por ejemplo, al aplicar choque plantar 30 minutos antes de la evaluacion (De
Quervain et al., 1998). Ademas, se demostro que el estrés afecta la memoria de trabajo de manera

transitoria, sin provocar amnesia (Diamond et al., 1996)

Para estudiar los efectos del estrés se utilizan diferentes tipos de estresores, entre los que

Se encuentran:

Choque eléctrico plantar. Este método fue utilizado por Halataei y colaboradores (2011)
brindando una descarga de 40 mV durante 10 segundos por 7 dias consecutivos a ratones macho

Swiss-Webster provocando una elevacion plasmatica de corticosterona.

Separacion materna. de Souza, J. A.y su quipo (2020) utilizaron este modelo retirando a
la madre durante 3 horas cada dia del periodo de lactancia, posteriormente encontraron diferencias
en la prueba de ansiedad respecto al grupo control. Una variacion de este estresor es la

“deprivacion materna”, en la cual la madre es retirada durante 24 h (de Lima et al., 2020).

Estrés por alimento. Consiste en colocar un alimento palatable lo suficientemente cerca

del animal para que pueda verlo y olerlo, pero no consumirlo. Después del periodo de exposicion,
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el animal tiene acceso al alimento durante un tiempo limitado en los dias designados por el

investigador (Cifani et al., 2009; de Souza et al., 2020).

Inmovilizacién. Se realiza con distintos métodos, comdnmente, se coloca al animal en una
caja justa para su tamafio corporal durante el tiempo designado por el investigador. Seewoo y
colaboradores (2020) validaron un modelo en que se introduce al animal en un tubo transparente
durante 2.5 h por 13 dias consecutivos logrando un decremento en el volumen del hipocampo,

entre otros efectos.

Otra manera de inmovilizar a las ratas es mediante el Decapicone®, esta bolsa conica
flexible ha sido utilizada para inducir estrés moderado en ratas hembra cuando se introducen por

5 minutos (Uphouse et al., 2008).

Vias corticales
Sistema noradrenérgico

Generalidades. El locus coeruleus concentra la mayor cantidad de neuronas
noradrenérgicas. Aunque en el humano esta formado por aproximadamente 15 mil neuronas y en
las ratas por 150 neuronas, sus axones se proyectan ampliamente a casi todo el Sistema Nervioso
Central con especificidad hacia las estructuras corticales y subcorticales y excepcion de los
ganglios basales (Berridge & Waterhouse, 2003). Los estimulos sensoriales prominentes que
predicen recompensa activan al LC, sugiriendo que tiene una participacion compleja en el
sostenimiento de la atencion y, por ende, se relaciona con la corteza prefrontal y la cognicidn

(Borodovitsyna et al., 2017).

La activacion de receptores B-adrenérgicos en el hipocampo es necesaria para la

consolidacién y recuperacion de las memorias contextual y espacial; también tiene participacion
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en la memoria contextual de temor y promueve tanto la potencializacion como la depresion a largo
plazo en las sinapsis hipocampales (Borodovitsyna et al., 2017). El propranolol, se utilizo para
demostrar la participacion de los receptores B-adrenérgicos de la corteza prefrontal medial en el
establecimiento de memorias de corto y largo plazo para el CAS, encontrando que el blogueo de
estos receptores inhibe la recuperacion de memorias aversivas, pero no afecta el reconocimiento

del sabor (Reyes-Lopez et al., 2010).

Corticosterona.

La corticosterona es el glucocorticoide primario de diferentes vertebrados incluyendo ratas
(Katsu & Baker, 2021), considerado equivalente al cortisol en humanos. Se sintetiza en la corteza
suprarrenal y su secrecion es estimulada por la ACTH proveniente de la adenohipdfisis que, a su
vez, requiere de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) para ser liberada. La
concentracion plasmatica de corticosterona se eleva en situaciones de estrés, condicion en la cual

tiene efectos sobre las reservas energéticas, la respuesta inmune y la memoria (Joéls et al., 2018).

La susceptibilidad a ACTH parece diferir con la edad; un estudio en que fue administrada de forma
exdgena a ratas Sprague-Dawley encontr6 que niveles menores de esta hormona se asociaron con
mayores niveles de corticosterona en las ratas de 30 dias de edad, pero no en las de 70 dias (Romeo

etal., 2016).

Se ha demostrado que los niveles plasmaticos de corticosterona en ratas varian con relacion
a la composicion de los alimentos ingeridos, por ejemplo, se han encontrado niveles mas bajos en
ratas sometidas a estrés que consumieron “comfort food” en comparacion con los que recibieron
alimento regular (Ortolani et al., 2011). Ademas, hay evidencias que una solucion de sacarosa

reduce la elevacion esperada de corticosterona después de la inmovilizacion cuando es tomada
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pero no cuando es administrada por sonda, sugiriendo que el sabor dulce participa en la modulacion

(Ulrich-Lai et al., 2010).

Planteamiento del problema

En ratas adultas, el consumo cronico y permanente de azlcar dificulta el aprendizaje
aversivo hacia el sabor dulce. Por otro lado, la aplicacién de estresores incrementa los niveles
plasméaticos de corticosterona, ambos afectan la preferencia por bebidas endulzadas v,
particularmente, la inmovilizacién promueve una disminucion en la ganancia de peso. Los
resultados sobre el efecto del estrés en el consumo de azlcar en ratas adolescentes no son

concluyentes.

Por lo anterior, es importante evaluar el efecto del estrés periddico durante el consumo
cronico (21 dias) de azucar sacarosa, asi como en el aprendizaje aversivo del sabor dulce y su
extincion en ratas adolescentes y adultas.

Hipotesis

El estrés periddico durante el consumo crénico y permanente de azlcar en ratas macho

provocara cambios dependientes de la edad en el peso corporal, las ingestas de liquido y alimento

y la ingesta energética total. Ademas, alterard de manera diferencial la inhibicion latente del

aprendizaje aversivo al sabor dulce y el proceso de extincion de la memoria de aversion.

Objetivos
1. Evaluar el efecto del estrés periddico producido por choque eléctrico o la
inmovilizacion en ratas, los cambios en el consumo crénico y permanente de
azucar, el peso corporal, la ingesta de liquidos, la ingesta de alimentos y la ingesta

energética total durante 21 dias; y su posterior efecto en la inhibicion latente del
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condicionamiento de aversion al sabor y en el proceso de extincion de la memoria
de aversion.

1.1. En ratas adolescentes

1.2. En ratas adultas

1.3. Corroborar los cambios en los niveles de corticosterona en sangre inducidos

por choque eléctrico o inmovilizacion.

Métodos
Disefio experimental

El protocolo experimental, se muestra en la Figura 1.

| CONSUMO CRONICO DE AZUCAR | LB | CAS | EXTINCION

EV1 EV2 EV3
AD1 AD2 AD3

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21(22| 23 24 25 26|27 28 29
A A A

A
&

6
A

& 3¢

Figura 1. Protocolo de consumo crdnico y condicionamiento de aversién al sabor (CAS). Aplicacion del estresor (triangulos),
privacion de liquidos (gota cancelada), toma de muestra sanguinea (gota roja). LB: linea base, CAS: condicionamiento de aversion
al sabor, AD: adquisicion, EV: evocacion.

Sujetos experimentales

Se utilizé un total de 195 ratas macho Wistar, 73 adolescentes (37 DPN) y 122 adultas (72
DPN), estas ultimas distribuidas de la siguiente manera: 94 para el experimento de consumo
cronico de azucar y 28 para manipulacion - adrenérgica (Anexol). Los andlisis estadisticos
incluyeron los datos de 118 ratas que completaron los protocolos. Se descartaron los datos de 77
ratas, por razones de salud o ubicacion de canulas. Todas las ratas fueron obtenidas de la colonia
reproductora del bioterio del Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Autonoma de
México (UNAM) campus Juriquilla, Querétaro. Las ratas se colocaron individualmente en cajas
de acrilico (45 x 25 x 20 cm) en una habitacion con temperatura constante de 23 £ 2 °C y ciclo de

luz invertido de 12 h luz/ 12 h oscuridad, con agua y alimento ad libitum hasta el inicio de los
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procedimientos conductuales. Todos los experimentos fueron realizados durante la fase oscura,
entre las 12:00 y 14:00 h. Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM con el nidmero de proyecto 007 y estuvieron en
concordancia con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999: Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Para lograr el objetivo, se realizaron 3 experimentos, en los cuales las ratas fueron asignadas a los

grupos acorde a la Tabla 1:

1. Efecto del estrés en el CCPA, IL- CAS y Extincidn en ratas adolescentes.
2. Comparacion de grupos con CCPA 'y distintos estresores.

3. Comparacién con inmovilizacion como Unico estresor.

Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3
Grupo Adolescentes Adultos Adultos
n=36 n=29 n=60
Control CAS (intacto) - - 12
Control CAS - - 12
CAS inmovilizacion - - 12
Control CCPA 16 12* 12
CCPA inmovilizacion 10 9* 12
CPPA choque plantar 10 8 -

Tabla 1. CAS: azlcar novedosa, Intacto: sin corte/sangrado, CCPA: consumo crdnico y permanente de azicar. Control: libre de
estrés. “Inmovilizacion” y “choque plantar” indican el estresor aplicado. Todos los grupos, excepto el "intacto” tuvieron toma
de muestra sanguinea via corte de la cola. *Datos utilizados en el Experimento 3.
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Procedimiento

Consumo cronico y permanente de azlcar.

Las ratas tuvieron acceso ad libitum durante 21 dias a un bebedero con capacidad de 500
g lleno de agua con azucar al 10% peso/volumen. La cantidad de liquido consumido se calculd
pesando la botella y restando del peso registrado el dia anterior.

La ingesta energética total se calculo sumando las calorias provenientes de alimento solido,
obtenidas con la férmula [(g de alimento x 3.36 kcal/peso de rata) x1000] a las calorias de agua

azucarada obtenidas con la formula [(g de agua dulce x 0.4 kcal/peso de rata) x1000].

Aplicacion de estresor.
Inmovilizacién. Las ratas se colocaron durante 20 minutos dentro de un Decapicone®, al
que previamente se le amplid la apertura de respiracion. El periodo de inmovilizacion transcurri

en la caja individual y en la ubicacion habitual.

Choque plantar. Las ratas recibieron una descarga con intensidad de 1 mA durante 1 s,
colocandolas directamente en el compartimento oscuro de un aparato de entrenamiento de
evitacion inhibitoria.

Determinacion de corticosterona.

Obtencion de suero.

Con base en la evidencia de que los niveles plasmaticos de corticosterona son
significativamente mayores que los basales hasta 45 minutos después de terminada la
inmovilizacion o el choque plantar (Garcia et al., 2000), se determiné realizar la obtencién de
sangre 30 minutos después de concluir la aplicacion del estresor. Para ello, se inmovilizé a las
ratas por aproximadamente 2 minutos con Decapicone® y se realiz6 un corte diagonal cercano al

extremo de la cola. Se obtuvo aproximadamente 1 ml de sangre que se dejo reposar al menos 25
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minutos. Posteriormente, se centrifugo a 5000 r/m con temperatura de 4°C durante 20 minutos. Se

desechd la fraccion roja y se congelé la muestra a -70°C.

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)
Se realizo utilizando un kit ELISA para corticosterona ADI-900-097 del laboratorio Enzo
LifeSciences siguiendo las instrucciones del fabricante para el manejo de muestras pequefias y se

realizo la lectura a 415 nm.

Condicionamiento de aversion al sabor y extincion de la memoria aversiva.
Al término del consumo cronico (dia 21, Fig. 1), las ratas se privaron de liquidos durante
18 horas y, posteriormente se registrd una linea base (LB) ofreciendo a cada rata una probeta con

40 ml de agua simple o azucarada (segln su grupo) durante 20 minutos y midiendo el consumo.

El procedimiento se repitid a las 24 horas y, 30 minutos después del consumo, cada rata
recibid una inyeccion intraperitoneal de LiCL (cloruro de litio SIGMA®, en dilucion de 127 mg/
10 ml de agua desionizada, osmolaridad 0.3, volumen de inyeccion: 3 ml) para obtener la primera
adquisicion (ADQ) y 24 horas después se realizo la primera evocacion (EVO) volviendo a registrar
el consumo de agua azucarada, este procedimiento se repitid dos veces mas para un total de 3
adquisiciones y 3 evocaciones, ya que estd demostrado que las ratas expuestas a consumo cronico
y permanente de azlcar requieren hasta 4 adquisiciones o mas para lograr la asociacion aversiva

(Vera-Rivera et al., 2018).

Posteriormente, se realizaron tres sesiones de extincién de memoria aversiva, en las cuales

las ratas bebieron el agua azucarada sin recibir el estimulo aversivo de inyeccion de LiCl.
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Cirugia (Anexo 1).

Las ratas fueron anestesiadas con una solucién preparada con 1 ml de Zoletil + 0.8 ml de
Xilacina + 1.2 ml de solucién salina, inyectada en volumen de 1 ml/ kg. Posteriormente, se
colocaron en un aparato estereotaxico en el cual, siguiendo las coordenadas AP + 1.2, ML £5.2y
DV -4 con respecto a Bregma para llegar a la Cl (Paxinos & Watson, 2014), se implantaron
bilateralmente canulas de acero inoxidable con longitud de 12 mm y calibre 23 que fueron fijadas
mediante 2 tornillos de acero y acrilico dental. Al término del procedimiento, las ratas recibieron

una dosis de 5 mg/kg del analgésico tramadol y se les dejé en recuperacion durante 7 dias.

Inyecciones en la corteza insular (Anexo 1).

Se utilizaron jeringas Hamilton de 10 pl a las cuales se les colocaron inyectores de acero
calibre 30 con longitud de 14 mm y fueron conectadas a una bomba de inyeccion automatica
KdScientific. 20 minutos antes de la Adquisicion 1, cada rata fue inyectada bilateralmente durante
un minuto con 5 pg/0.5 pL. de propanolol 0 0.5 pL de solucion salina, segun su grupo. El inyector
se mantuvo en posicion 1 minuto extra para permitir la difusion del farmaco. Los procedimientos

de adquisicion, evocacion y extincion sucedieron conforme a lo descrito previamente.

Analisis histologico (Anexo 1).

Veinticuatro horas después de la Gltima extincion, las ratas recibieron una dosis letal de
pentobarbital sédico (1ml/0.5kg) seguida de perfusion intracardiaca con solucién salina al 9%. El
cuerpo fue decapitado y el cerebro conservado por 3 dias en solucion de formaldehido al 10% y 3
dias més en solucion de sacarosa al 30%. Después, con un microtomo se realizaron cortes
coronales de 50 um de espesor abarcando toda la longitud anteroposterior de la CI, que fueron

colocados en portaobjetos y secados a temperatura ambiente por 3 a 5 dias. Posteriormente, se
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tifieron con violeta de Cresilo y se revisaron bajo luz estereoscopica para evaluar el sitio de

implantacion de las canulas conforme a las coordenadas estereotéxicas (Paxinos & Watson, 2014).

Tincion con Violeta de Cresilo (Anexo 1).

Previamente se disolvieron 1.25 g de violeta en 500 ml de alcohol al 25% y la mezcla se
dejo en agitacion por 24 horas. Las laminillas con los cortes se incubaron en cloroformo durante
25 minutos y pasaron a un tren de tincidn con la siguiente secuencia: 2 minutos en alcohol al 25%,
25 minutos en violeta de Cresilo, 30 segundos en alcohol al 50%, 1 minuto en alcohol al 70%, 40
segundos en solucion diferenciadora (alcohol al 70% con é&cido acético glacial), 20 segundos en
alcohol al 95%, 1 minuto en alcohol absoluto, 1 minuto en solucion 1:1 de alcohol y xilol, 2

minutos en Xilol.

Analisis estadistico

Por medio del software GraphPad Prism version 9.5.1 (San Diego, CA. EE.UU.) se
realizaron, primero, las pruebas de normalidad D'Agostino y Pearson y Shapiro-Wilk para evaluar
la distribucion de los datos y, posteriormente, el analisis paramétrico con ANOVA de dos vias de
medidas repetidas y, de ser el caso, prueba post hoc de Tukey, que permite comparar las medias
de todos los grupos. Ademas, se utilizé la prueba de Dunnett de comparaciones maltiples para
evaluar las diferencias intragrupo durante las sesiones de condicionamiento aversivo y las
extinciones, ya que esta prueba permite comparar las medias contra un grupo control, que en este
caso fueron sesiones control: la primera adquisicién y la primera evocacion. Para la significancia
de las diferencias se consideré el valor p<0.05. Todos los resultados se expresan como medias *

errores estandar de la media (EEM).



23

Resultados

1.1 Experimento 1. Efecto del estrés en el CCPA, IL- CAS y Extincion en ratas
adolescentes.

Los resultados muestran que durante el CCPA todas las ratas adolescentes mantuvieron
una ganancia de peso en porcentaje constante, similar entre los grupos y, tanto las ingestas de

liquido y alimento como la ingesta energética total, también fueron similares entre los grupos.

La segunda toma de muestra sanguinea (dia 12) ocasion6 una ligera disminucion en los

consumos de liquido y alimento en los grupos estresados el dia 13.

En cuanto a la ganancia de peso en porcentaje con respecto al peso inicial, la prueba
ANOVA de 2 vias no revel6 diferencias por grupo (F2, 33= 0.6006, p=0.5544), pero si diferencias

significativas entre dias (Fu.309, 46.18= 578.3, p<0.0001), sin interaccion (Fao, ss0= 1.176, p=0.2152)
(Fig.2).

Respecto a la ingesta de liquido (Fig.3), el mismo andlisis, no mostr6 diferencia por grupo
(F2, 33= 0.08770, p=0.9162) pero si diferencias significativas entre dias (Fs.oss, 265.8= 28.59,

p<0.0001) asi como interaccion (Fao, 660 = 1.476, p=0.0316).

Al analizar la ingesta de alimento (Fig. 4), la ANOVA de 2 vias revel6 diferencias entre
dias (F10.14, 3346= 8.457, p<0.0001), asi como interaccion significativa (Fao, se0= 4.511, p<0.0001),

pero sin diferencias por grupo (F2, 33= 2.024, p=0.1482).

Por otra parte, el andlisis de la ingesta energetica total (Fig. 5) mostré diferencias
significativas entre dias (Fs7es, 2003= 17.03, p<0.0001) asi como interaccion (Fao, sso= 3.215,

p<0.0001), sin presentar diferencias por grupo (F2, 33= 0.9966, p=0.3800).
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Adolescentes
Ganancia de peso en porcentaje
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Figura 2. Porcentaje de ganancia de peso respecto al dia 1, de ratas adolescentes. CCPA inmovilizacion (n=10), CCPA choque
plantar(n=10), y ratas control CPPA (n=16). Consumo crénico y permanente de aztcar (CCPA). Circulos indican la aplicacion
de estresor. Media + EEM.
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Figura 3. Ingesta de liquido en gramos de ratas adolescentes. CCPA inmovilizacion (n=10) o CCPA choque plantar(n=10), y las
ratas control CPPA (n=16). Consumo crénico y permanente de azicar (CCPA). Circulos indican la aplicacion de estresor. Media

+ EEM.
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Adolescentes
Ingesta de alimento

40-

—e— Control CCPA (16)
35= —e— CCPA inmovilizacién (10)
30 —e— CCPA choque plantar (10)

Gramos

5-
0 rri1riri | L L | L rrri | L L LI
1 2®@45® 7 8@1011@1314¢1617 (3 192021
Dias

Figura 4. Ingesta de alimento en gramos de ratas adolescentes. CCPA inmovilizaciéon (n=10) o CCPA choque plantar(n=10), y
las ratas control CPPA (n=16). Consumo croénico y permanente de azlcar (CCPA). Circulos indican la aplicacién de estresor.
Media + EEM.
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Figura 5. Ingesta energética total de ratas adolescentes. CCPA inmovilizaciéon (n=10) o CCPA choque plantar(n=10), y las ratas

control CPPA (n=16). Consumo cronico y permanente de aziicar (CCPA). Circulos indican la aplicacion de estresor. Media +
EEM.
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Durante la evaluacion del CAS y la extincién de la memoria aversiva, todos los grupos de
ratas adolescentes presentaron una memoria de aversion significativa durante la primera
evocacion, sin embargo, el grado de aversion estuvo en el limite del 50% con respecto al consumo
observado durante la primera adquisicion, lo que indica una IL del CAS similar en todos los
grupos. La memoria de aversion se incrementd en la segunda evocacion, luego de dos sesiones de
adquisicion, aunque el grupo con choque plantar tuvo un consumo similar al de su primera
evocacion. Para la tercera evocacion de la memoria todos los grupos mostraron una mayor aversion

gue en su primera evocacion.

En la primera extincion de la memoria aversiva, los grupos estresados tuvieron consumos
similares a la primera evocacion, lo que indica una lentitud en el aprendizaje apetitivo, al no
alcanzar aun los niveles de consumo observados durante la primera adquisicion (& Fig. 6); solo el
grupo inmovilizado mostrd una extincién completa de la memoria aversiva, al alcanzar el nivel de

consumo de la primera adquisicién en la tercera extincion.

El analisis ANOVA de 2 vias, aplicada a las sesiones del CAS y las sesiones de extincion
de la memoria (Fig. 6), revelé diferencias significativas entre sesiones (Fsao2, 1123= 71.61,
p<0.0001), pero ninguna diferencia por grupo (F2, 33= 1.675, p=0.2028), y tampoco interaccién
(F1s, 231= 0.2690, p=0.9964). La prueba post hoc Dunnett mostré que, durante la primera
adquisicion, el grupo Control CCPA no tiene diferencias con la linea base (p=0.99), pero si con la
primera (p<0.01), segunda y tercera evocacién de la memoria aversiva (p<0.0001); asi como con

la primera extincion (p<0.001), la segunda extincién (p= 0.001) y la tercera extincion (p<0.05).

Asimismo, la primera adquisiciéon del grupo CCPA inmovilizacién no mostré diferencia

con su respectiva linea base (p=0.97), pero fue significativamente diferente con la primera
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evocacion (p<0.05), la segunda y tercera evocacion (p<0.001); también con la primera extincion

(p<0.001) y con la segunda (p<0.05) pero no tuvo diferencia en la tercera extincion (p=0.36).

También, con respecto a su primera adquisicion, el grupo CCPA choque plantar no mostro
diferencia con su linea base (p=0,98), pero si tuvo diferencias con la primera evocacion (p<0.05),
la segunda y tercera evocacion y la primera (p<0.001), segunda (p<0.01) y tercera extincion

(p=0.05).

Al comparar los consumos de cada grupo respecto a su primera evocacion se encontro que,
el grupo CCPA control tuvo diferencias en su linea base (p<0.001), la primera adquisicion, la

segunda evocacion (p<0.01), la tercera evocacion (p<0.0001) y la primera extincion (p<0.01).

Asi mismo, respecto a su primera evocacion, el grupo CCPA inmovilizacién tuvo
diferencias en la linea base, la primera adquisiciéon (p<0.05), la segunda evocacion y la tercera
evocacion (p<0.01). Mientras que, el grupo choque plantar mostr6 diferencias en la linea base, la

primera adquisicién (p<0.05) y la tercera evocacion (p<0.01).
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Figura 6. Consumos durante la linea base (LB), adquisicion (ADQ), evocacion (EVO), extincion (EXT) de ratas adolescentes con
previo consumo crénico y permanente de azGcar (CCPA). Inmovilizacion (n=10), choque plantar (n=10) y ratas control (n=16).

Media + EEM. p<0.05, & vs. ADQ1, # vs. EVOL.

1.2 Efecto del estrés en el CCPA, IL-CAS y Extincidn de la memoria aversiva en

ratas adultas

1.2.1 Experimento 2. Comparacion de grupos con CCPA y distintos estresores

Los resultados indican que la ganancia de peso del grupo con inmovilizacion fue menor

durante la tercera semana de consumo cronico de azucar. Ademas, las ratas que fueron

inmovilizadas disminuyeron su ingesta de alimento. Sin embargo, todos los grupos tuvieron

similitud en la ingesta de liquido y, dado que las comparaciones se realizaron con la ingesta

energética normalizada a calorias/kg, tampoco se encontrd diferencia en la ingesta energética total.

La segunda toma de muestra sanguinea (dia 12) ocasioné una marcada disminucion en los

consumos de liquido y alimento en los grupos estresados el dia 13.

La prueba ANOVA de 2 vias aplicada a la ganancia de peso en ratas adultas (Fig. 7), reveld

diferencias por grupo (F2, 26 = 4.440, p=0.0219), entre dias (F3.736,97.12 = 88.49, p<0.0001) asi como

interaccion (Fao, 520 = 5.271, p<0.0001). La prueba post hoc de Tukey mostré diferencias entre los
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grupos Control CCPA y CCPA inmovilizaciéon los dias 13 al 21 (p<0.05) y entre CCPA

inmovilizacion y CCPA choque plantar los dias 13, 19, 20 y 21 (p<0.05).

En la ingesta de liquidos (Fig. 8) el mismo andlisis de ANOVA no reveld ninguna
diferencia por grupo (Fz, 26= 1.710, p=0.2), pero si diferencias significativas entre dias (Fe.473, 1683
= 8.234, p<0.001) asi como interaccion (Fao, 520 = 1.720, p<0.01). Asimismo, en la ingesta de
alimento (Fig. 9), se encontraron diferencias por grupo (F2, 26 = 6.094, p=0.0068), entre dias (Fs.411,
166.7 = 17.53, p<0.0001) e interaccion significativa (Fao, s20 = 2.359, p<0.0001). La prueba Tukey
revel6 diferencia entre los grupos Control CCPA y CCPA inmovilizacion los dias 6, 9, 10, 13, 14,
15, 19 y 20 (p<0.05); diferencia entre Control CCPA y CCPA choque plantar el dia 13 (p<0.05);
diferencia entre CCPA inmovilizacién y CCPA choque plantar los dias 15, 17, 19, 20 y 21
(p<0.05). Por otra parte, la ingesta energeética total no demostro diferencias por grupo (F, 26 =
0.4990, p=0.6128), aunque si revelo diferencia entre dias (F .597,171.5 = 15.61, p<0.0001) asi como

interaccion significativa (Fao, 520 = 3.326, p<0.0001) (Fig. 10).
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Adultas
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Figura 7. Porcentaje de ganancia de peso de ratas adultas con consumo crénico y permanente de aziicar (CCPA): inmovilizacion
(n=9) choque plantar (n=8) y ratas control (n=12). Circulos sefialan aplicacion de estresor. Media + EEM. El grupo inmovilizado
obtuvo menor ganancia de peso (p<0.05) * vs. Control, # vs. Choque plantar.
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Figura 8. Ingesta de liquido en gramos de ratas adultas con consumo crénico y permanente de azdcar (CCPA): inmovilizacion
(n=9) o choque plantar(n=8) y las ratas control (n=12). Circulos sefialan aplicacién de estresor. Media + EEM.
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Adultas
Ingesta de alimento
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Figura 9. Ingesta de alimento en gramos de ratas adultas con consumo crénico y permanente de azicar (CCPA): inmovilizacion
(n=9) choque plantar (n=8) y ratas control (n=12). Circulos sefialan aplicacion de estresor. Media + EEM. El consumo del grupo
inmovilizado fue menor por dias (p<0.05) * vs. Control, # vs. Choque plantar.
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Figura 10. Ingesta energética total de ratas adultas con consumo crénico y permanente de aziicar (CCPA): inmovilizacion (n=9)
o choque plantar (n=8) y las ratas libres de estrés (n=12). Circulos indican aplicacion de estresor. Media + EEM.
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Durante las sesiones de CAS y extincion de la memoria aversiva, el grupo que recibid
inmovilizacion mostrdé una tendencia de menor consumo durante todas las sesiones que fue
significativa durante la primera y segunda evocacion de la memoria aversiva, lo que indica una
menor IL del CAS; asi como en la segunda extincion de la memoria aversiva, lo que indica
dificultad para el re-aprendizaje apetitivo. Por otro lado, el choque plantar no generd diferencias
entre grupos. Durante la primera evocacion de la memoria aversiva, los tres grupos mostraron IL
del CAS al consumir arriba del 50% respecto a lo registrado durante la primera adquisicion. Todos
los grupos mostraron incremento gradual en la memoria de aversion conforme la repeticion de
adquisiciones del CAS. La extincidn de la memoria aversiva también fue gradual y se completd
durante la tercera extincion, cuando los grupos ya no mostraron diferencias significativas respecto

a la primera adquisicion.

El analisis ANOVA de dos vias de los datos del CAS y las extinciones de la memoria de
aversion (Fig.11) reveld diferencias por grupo (Fz, 26 = 4.113, p=0.0281) y entre dias (Fs.994, 1038 =
85.31, p<0.0001), pero ninguna interaccion (Fis, 182 = 1.246, p=0.2457). La prueba de Tukey
mostré diferencias entre los grupos Control CCPA y CCPA inmovilizacién durante la primera (p<
0.01) y segunda evocacion (p<0.1), asi como en la segunda extincién (p<0.05). Por otra parte, al
evaluar diferencias respecto a su primera adquisicion, la prueba de Dunnett revel6 diferencias para
el grupo Control CCPA con la segunda (p<0.001) y la tercera evocacion (p<0.001), asi como con
la primera (p<0,001) y segunda extincién (p<0.05). Adicionalmente, el grupo CCPA
inmovilizacion mostro diferencias entre la primera adquisicion y las tres evocaciones (p<0.05); asi
como con la primera y segunda extincién (p<0.01). Asimismo, el grupo CCPA choque plantar
mostré diferencias significativas con las tres sesiones de evocacion (p<0.05), y con las primera y

segunda extincion (p<0.05).
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Al evaluar las diferencias respecto a su primera evocacion, el grupo Control CCPA mostro
diferencias en la segunda (p=0.01) y tercera evocacion (p<0.0001) y la primera extincion
(p<0.001). Por su parte, el grupo CCPA inmovilizacion mostré diferencias entre su primera
evocacion y la linea base (p<0.01), la primera adquisicion (p<0.05), la segunda (p<0.001) y tercera
evocacion (p<0.0001) y la primera extincion (p<0.01). ElI grupo CCPA choque plantar mostro
diferencias entre su primera evocacion respecto a la primera adquisicion, la segunda evocacion

(p<0.05), la tercera evocacion (p<0.001) y la primera extincion (p<0.05).
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Figura 11. Consumos de ratas adultas con previo consumo crénico y permanente de azicar (CCPA): inmovilizaciéon (n=9) o
choque plantar(n=8) y las ratas control (n=12) p<0.05 * ratas control vs. ratas inmovilizadas, & vs. ADQ1, # vs. EVO1. Media £
EEM. Linea base (LB), adquisicion (ADQ), evocacion (EVO), extincion (EXT).

1.2.2 Experimento 3. Comparacién con inmovilizacién como Unico estresor

Con base en los resultados obtenidos, en los que el efecto del choque plantar como estresor
no tuvo efectos significativos en la ganancia de peso ni en las ingestas de liquido, alimento y
energética total durante el consumo croénico, ni tampoco durante los consumos de las sesiones de

CAS o extincion de la memoria aversiva, se decidié continuar Unicamente con la inmovilizacion
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como estresor y sumar dos grupos sin consumo de azucar al protocolo de 21 dias, un grupo Control

CAS, libre de estrés y un grupo CAS inmovilizacion, que recibid 6 sesiones de estrés.

Los resultados indican que, en ratas libres de estrés, la ingesta de azlucar induce una mayor
ganancia de peso que se manifiesta a partir de la tercera semana de consumo cronico. En
contraparte, la inmovilizacion provoca una disminucion en la ganancia de peso, de manera que, al
término de 21 dias, existe una diferencia de peso significativa entre los grupos con consumo
cronico de azucar. Por otro lado, el peso del grupo inmovilizado que consumid azlcar no se
diferencid del peso de los grupos con consumo de agua, aunque el peso del grupo inmovilizado

que bebid agua si fue menor que el de su control en algunos dias.

Ademas, en las ratas con consumo crénico de azUcar, la inmovilizacion acentu6 la
reduccion en la ingesta de alimento sélido. Por otro lado, el consumo de liquido y la ingesta

energética total fueron mayores en los grupos con consumo crénico de azlcar.

La segunda toma de muestra sanguinea (dia 12) ocasion6 una marcada disminucion en los

consumos de liquido y alimento y en el peso del grupo IL inmovilizacion el dia 13.

Los resultados de estos nuevos grupos al analizar el porcentaje de ganancia de peso con
una ANOVA de dos vias (Fig. 12), mostraron diferencias por grupo (Fs, 2a= 6.414, p=0.0011),
entre dias (Fas11, 1085= 164.8, p<0.001) e interaccion (Feo, sso= 7.632, p<0.0001). La prueba de
Tukey ubicé las diferencias entre los grupos Control CAS y CAS inmovilizacion los dias 15, 16,
17y 20 (p<0.05), entre los grupos Control CAS y Control CCPA los dias 14, 17, 20 y 21 (p<0.05),
entre el grupo Control CCPA y CCPA inmovilizacidn desde el dia 13 hasta el 21 (p<0.05). Entre
los grupos Control CCPA y CAS inmovilizacion, la diferencia se observé en los dias 9, 11y 12

(p<0.05) y se acentto del dia 13 al 21 (p<0.001).
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En la ingesta de liquido (Fig.13) se encontraron diferencias por grupo (Fs, 4= 202.3,
p<0.001), entre dias (Fe.672, 203.6= 6.619, p<0.001) e interaccién (Feo, sso= 3.632, p<0.001), con la
prueba post hoc sefialando diferencia entre los grupos con agua y los grupos con azucar todos los
dias (p<0.01), con diferencia entre los grupos Control CAS y CAS inmovilizacion Gnicamente los

dias 16 y 19 (p<0.05) y, entre los grupos con azucar solamente los dias 7, 12 y 13 (p<0.05).

Al analizar el consumo de alimento (Fig. 14) se encontraron diferencias por grupo (Fs, 44=
136.5, p<0.0001), entre dias (Fose19, 4232= 27.78, p<0.0001) e interaccion (Feo, sso= 5.026,
p<0.0001). Con la prueba de Tukey se identificé diferencia entre los grupos Control CAS'y Control
CCPA los dias 2, 3y del 5 al 21 (p<0.01), entre el grupo Control CAS y CAS inmovilizacion
Unicamente el dia 1 (p<0.05), entre el grupo Control CAS y CCPA inmovilizacion los dias 1 al 21
(p<0.01), entre el grupo Control CCPA y CCPA inmovilizacion los dias 6, 9, 10, 12, 13, 14, 15,
19y 20 (p<0.01), entre el grupo Control CCPA y CAS inmovilizacion del dia 1al 3 (p<0.01) y del
5 al 21 (p<0.001) y entre los grupos CAS inmovilizacion y CCPA inmovilizacién los dias 1 al 21

(p<0.001).

Respecto a la ingesta energética total (Fig. 15), se encontraron diferencias por grupo (Fs,
44= 16.83, p<0.0001), entre dias (Fio.s, 4s0.8= 27.87, p<0.0001) e interaccion (Feo, sso= 4.554,
p<0.0001). Con la prueba de Tukey se encontr6 que los grupos Control CAS y Control CCPA se
diferenciaron los dias 1, 4, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 16, 19, 20 y 21 (p<0.05); el grupo Control CAS
fue diferente del CAS inmovilizacion los dias 1, 2, 20 y 21 (p<0.05). Los grupos Control CAS y
CCPA inmovilizacion se diferenciaron los dias 2, 7, 8, 9, 12, 14, 16, 18 y 21 (p<0.05). Los grupos
Control CCPA y CAS inmovilizacion se diferenciaron los dias 3, 6, 7, 9, 12, 13, 14 y 16(p<0.05).

Los grupos Control CCPA y CCPA inmovilizacion tuvieron diferencias los dias 6 (p<0.05) y 13
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(p<0.01). Por ultimo, los grupos inmovilizados se diferenciaron los dias 7, 8, 9, 12, 14, 15,16

(p<0.05).
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Figura 12. Porcentaje de ganancia de peso ratas adultas; consumo crénico y permanente de aziicar (CCPA) (n=12 para todos los
grupos) p <0.05* Control CAS vs. CAS inmovilizacidn, # Control CAS vs. Control CCPA, + Control CCPA vs. CAS inmovilizacion,
& Control CCPA vs. CCPA inmovilizacion. Circulos rojos: dias de inmovilizacion. Datos mostrados como media + EEM.
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Figura 13. Ingesta de liquido de ratas adultas. Consumo crénico y permanente de azicar (CCPA) (n=12 para todos los grupos).
Los grupos con CCPA se diferenciaron de los grupos CAS durante los 21 dias (p<0.05), * Control CAS vs. CAS inmovilizacion, &
Control CCPA vs. CCPA inmovilizacion. Circulos rojos: dias de inmovilizacion. Media + EEM.
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Figura 14. Ingesta de alimento de ratas adultas con y sin consumo crénico y permanente de aztcar (CCPA) (n=12 para todos los
grupos). El grupo CCPA inmovilizacién se diferencié de los grupos Control CAS y CAS inmovilizacion durante los 21 dias
(p<0.05), * Control CAS vs. CAS inmovilizacion, # Control CAS vs. Control CCPA, + Control CCPA vs. CAS inmovilizacion, &
Control CCPA vs. CCPA inmovilizacion. Circulos rojos: dias de inmovilizacion. Media + EEM.
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Figura 15. Ingesta energética total de ratas adultas con y sin consumo crénico y permanente de aztcar (CCPA). (n=12 para todos
los grupos). P<0.05. * Control CAS vs. CAS inmovilizacién, # Control CAS vs. Control CCPA, + Control CCPA vs. CAS
inmovilizacién, & Control CCPA vs. CCPA inmovilizacion, a Control CAS vs. CCPA inmovilizacion, y CAS inmovilizacion vs
CCPA inmovilizacién. Circulos rojos: dias de inmovilizacion. Media + EEM.

Para completar la interpretacion de los resultados de la IL-CAS y la extincién de la
memoria aversiva (Fig. 16) y su adecuada comparacion con un control experimental de CAS
intacto, sin preexposicion a azlcar; y con la finalidad de corroborar que la manipulacion y la
obtencion de muestra sanguinea no tuvieran efecto sobre los resultados, se realiz6 un Gltimo

analisis incorporando un grupo CAS intacto a partir del dia 22 de la fase experimental (Fig.1).

Los resultados muestran que todos los grupos disminuyeron su consumo en cada sesion de
la evocacion de la memoria aversiva y aumentaron su consumo con cada extincion de la memoria
de aversion. Durante la primera evocacion de la memoria aversiva, los grupos libres de estrés sin
preexposicion a azucar tuvieron un consumo inferior al 50% con lo cual se confirma que
adquirieron aversion hacia el sabor dulce y ésta se acentio con la repeticion de adquisiciones de
CAS; aunque ambos grupos incrementaron su consumo durante las extinciones de la memoria

aversiva, éstos fueron menores a la primera adquisicion, por lo cual se considera que su extincion
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no fue completa. ElI grupo sin preexposicion al azucar que recibié inmovilizacion tuvo un
consumo, durante la primera evocacion, cercano al 50% de la primera adquisicion del CAS, es
decir, presento una memoria de aversion atenuada; ademas, su consumo no disminuyd durante la
segunda evocacion sino hasta la tercera evocacion aversiva, indicando dificultad para aumentar la
formacion de la memoria de aversion; en la primera sesion de extincion su consumo fue
significativamente mayor, evidenciando un proceso de re-aprendizaje apetitivo mas rapido ya que,
al término de las sesiones, su extincion fue completa. Respecto a los grupos con consumo cronico
de azucar, el grupo inmovilizado mostré una tendencia de menor consumo desde la primera
evocacion del CAS (IL del CAS); y tanto el grupo con consumo crénico de azdcar libre de estrés
como el inmovilizado presentaron IL del CAS; ademas, el grupo libre de estrés obtuvo consumos
significativamente mayores que los grupos que bebieron agua durante la primera y segunda
evocacion de la memoria aversiva, asi como en la primera y segunda extincion de la aversion.
Durante la tercera extincion, los dos grupos con consumo crénico de azlcar tuvieron extinciones
completas, es decir, el consumo fue igual que el observado durante la primera adquisicion del
CAS. Por lo tanto, el grupo sin preexposicion a azucar que fue inmovilizado (CAS-inmovilizacién)
presentd consumos similares al de los grupos altamente pre-expuestos al azucar durante las
sesiones de adquisicion y evocacion de la memoria aversiva y las sesiones de extincion de la

memoria de aversion.

Los datos mostraron, a través de una ANOVA de dos vias, diferencias por grupo (Fa, ss=
4.470, p=0.0034), entre dias (Fs7z2s, 2048= 194.6, p<0.0001) e interaccion (Fos, 3s5= 2.267,
p=0.0003). Con la prueba post hoc, se ubicd la diferencia entre los grupos Control CAS Intacto y
CAS inmovilizacién durante la linea base (p<0.05). En la primera evocacién se diferenciaron los

grupos Control CAS Intacto y Control CCPA (p<0.01), Control CAS Intacto y CAS
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inmovilizacion (p<0.05) y, Control CAS y Control CCPA (p<0.05). Al comparar la segunda
evocacion, se encontraron diferencias entre los grupos Control CAS Intacto y Control CCPA (p=
0.01) y entre Control CAS y Control CCPA (p<0.05). En la sesién de primera extincion, el grupo
Control CAS se diferencié de los grupos Control CCPA (p<0.05) y CAS inmovilizacion (p<0.05);
en la segunda extincion, la diferencia se ubico entre los grupos Control CAS Intacto y Control

CCPA (p<0.05).

Con respecto a su primera adquisicion del CAS, el grupo Control CAS Intacto tuvo
diferencias en las tres sesiones de evocacion de la memoria aversiva y en la primera extincion de
la memoria de aversion (p<0.0001), la segunda (p<0.001) y la tercera (p<0.05). El grupo Control
CAS mostrd diferencia en la linea base (p<0.05), en las tres sesiones de evocacion y en la primera,
segunda (p<0.0001) y tercera extincion (p<0.05). Por otra parte, el grupo Control CCPA tuvo
diferencia en la segunda y tercera evocacion de la memoria aversiva (p<0,0001) y en la primera (p
=0.0001) y la segunda extincion (p<0.05). El grupo CAS inmovilizacién mostro6 diferencia con la
primera (p<0.0001), segunda (p<0.001) y tercera evocacion y las extinciones de la memoria, la
primera (p<0.0001) y la segunda (p<0.05). Adicionalmente, el grupo CCPA inmovilizacién tuvo
diferencia en la primera (p<0.01), segunda y tercera evocacion de la memoria aversivay la primera

(p<0,0001) y segunda extincion de la aversion (p<0,001).

Al comparar con la primera evocacion, el grupo Control CAS Intacto mostrd diferencia
con su linea base (p<0.01), la primera adquisicion del CAS (p<0.0001) y la segunda evocacion de
la memoria aversiva (p<0.05). El grupo Control CAS mostré diferencias con la linea base
(p=0.001), la primera adquisicion del CAS, la segunda y tercera evocacion de la memoria aversiva
y la primera extincion (p<0.0001). El grupo Control CCPA tuvo diferencias en la segunda (p<0.01)

y tercera evocacion de la memoria aversiva (p<0.0001) y en la primera extincion (p<0.001). El
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grupo CAS inmovilizacion tuvo diferencias en la linea base, la primera adquisicion del CAS y la
tercera evocacion (p<0.0001). Finalmente, el grupo CCPA inmovilizacion mostré diferencias en
la linea base (p<0.001), la primera adquisicion del CAS (p<0.01), la segunda y tercera evocacion

(p<0.0001) y la primera extincion (p<0.01).

Adultos
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mm Control CAS (12)
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Figura 16. Condicionamiento aversivo al sabor (CAS) y Extincion en ratas adultas con y sin previo consumo cronico y permanente
de azlcar (CCPA) (n=12 para todos los grupos) p<0.05 * diferencia entre grupos, & vs. ADQ1, # vs. EVO1. Datos mostrados
como media + EEM. LB= linea base, ADQ= adquisicion, EVO=evocacion, EXT= extincion. Intacto: sin corte/sangrado.

1.3 Comparacion del porcentaje de ingesta caldrica proveniente de azUcar en ratas
adolescentes y adultas sometidas a inmovilizacion

Aunque los datos anteriores no mostraron diferencias entre grupos en la ingesta energética
total, se realiz6 un nuevo andlisis comparando el porcentaje de calorias ingeridas provenientes de
agua azucarada. Los resultados muestran que en las ratas adolescentes la inmovilizacion no
produjo cambios en este aspecto (Fig.17), mientras que las ratas adultas sometidas a este estresor

tuvieron un mayor consumo de calorias de aztcar (Fig.18).
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Para las ratas adolescentes, el analisis ANOVA de dos vias no encontrd diferencias por
grupo (F1, 22= 0.0052, p=0.94.27), aunque si hubo diferencias por dia (F 7.19, 187.7= 16.26,
p<0.0001) e interaccion (F 20, 480= 2.428, p=0.0006). Respecto a las ratas adultas, si se encontro
diferencia por grupo (F 1,22 = 13.97, p=0.0011), dia (F 4.283, 9423 = 9.086, p<0.0001) e interaccion

(F 20,440 = 0.5236, p=0.9569), las diferencias significativas se presentaron los dias 8, 12 y 13.

Adolescentes
Calorias de agua azucarada
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Figura 17. Porcentaje de calorias ingeridas provenientes de aziicar en ratas adolescentes. Consumo cronico y permanente de
azlcar (CCPA). Circulos rojos: dias de inmovilizacion. Datos mostrados como media + EEM.
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Figura 18. Porcentaje de calorias ingeridas provenientes de azlcar en ratas adultas. Consumo crénico y permanente de azlcar
(CCPA). * p<0.05. Circulos rojos: dias de inmovilizacién. Datos mostrados como media + EEM.
1.4 Comparacion de niveles de corticosterona plasmatica con distintos estresores
Para evaluar la concentracion de corticosterona se realiz6 un analisis de dosis respuesta

con cuatro pardmetros, obteniendo una curva de concentracion con R2= 0.9922 (Fig. 19). Sin

embargo, por no fue posible detectar corticosterona en ninguna muestra sanguinea.
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Figura 19. Curva de concentracion de corticosterona.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que, en ratas adolescentes, la ganancia
de peso, la ingesta de liquidos y la ingesta energética total, durante el consumo cronico y
permanente de azUcar, se mantiene constante independientemente de ser sometidas a estres. Esta
ausencia de cambios podria relacionarse con previos resultados que muestran la capacidad de la
ingesta del sabor dulce para reducir los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona, en ratas
adultas con ingesta limitada a azucar (Ulrich-Lai et al., 2010); que es mayor en ratas adolescentes
con consumo permanente de azlcar. Otro factor para considerar en los presentes resultados,
referente a la respuesta hormonal, es la edad de las ratas adolescentes durante su primera sesion de
estrés, DPN 40, una edad en la que se han reportado niveles de testosterona basales y posteriores
al estrés significativamente altos (Foilb et al., 2011; Romeo & Sciortino, 2021) y mostrado que la
testosterona es capaz de disminuir, a nivel de la hipofisis, la concentracion de ACTH (Kitay, 1963)
y los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona en ratas gonadectomizadas (AjdZzanovi¢ et al.,
2015). Lo anterior, podria explicar la baja susceptibilidad a los estresores en las ratas mas jovenes,
en las que se requieren altas concentraciones de ACTH para tener altas concentraciones de
corticosterona, mientras que las ratas de 60 y 70 dias, si bien tienen mayores niveles de
testosterona, presentan una mayor sensibilidad a ACTH y, con un ligero aumento de esta hormona,

presentan niveles altos de corticosterona (Foilb et al., 2011).

La ganancia de peso, la ingesta de liquido y alimento y la ingesta energética total de las
ratas adultas que recibieron choque plantar se mantuvieron sin diferencias, lo anterior podria
atribuirse a las caracteristicas con las que este estresor fue aplicado, ya que con diferente intensidad
y frecuencia ha demostrado ser capaz de elevar la corticosterona plasmatica (Retana-Marquez et

al., 2003) y provocar cambios en la memoria (Almaguer-Melian et al., 2012).
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Por otra parte, aunque la aplicacion de estresores ha mostrado incrementar el consumo de
bebidas endulzadas, cuando éstas se ofrecen de manera intermitente (Lamontagne et al., 2021;
Ulrich-Lai et al., 2010), los estresores no indujeron una mayor ingesta en el volumen de agua
azucarada en las ratas con consumo crénico de azucar adolescentes o adultas. Esto sugiere que el
incremento marcado en la ingesta de liquidos de las ratas ocasionado por el acceso ad libitum a
bebidas endulzadas (Vera-Rivera et al., 2018) posiblemente este cercano al volumen limite de

liquidos tolerado en un dia.

En las ratas adultas, el grupo con consumo crénico de aztcar que no recibi6 estrés obtuvo
una ganancia de peso significativamente mayor. Anteriormente, se habian reportado dos estudios
en ratas con consumo cronico de azlcar vy, al término de 14 dias, en uno se encontré mayor
ganancia de peso del grupo tratado respecto a sus controles (Vera-Rivera et al., 2018) y en el otro
no se encontrd diferencia en el peso (Caynas-Rojas et al., 2019). En el presente estudio el consumo
cronico de azucar tuvo una duracion de 21 dias y el incremento en la ganancia de peso inicié
alrededor del dia 13, esto sugiere que el efecto del consumo crénico de azlcar sobre el peso

corporal depende de su duracion.

La disminucion en la ganancia de peso resultante de la inmovilizacion ha sido estudiada en
extenso (Krahn et al., 1990; Retana-Marquez et al., 2003; Rybkin et al., 1997; Scherer et al., 2011),
evidenciando la participacion de la corticosterona plasmatica en este efecto (Retana-Marquez et
al., 2003; Scherer et al., 2011). En el presente estudio, tanto el grupo inmovilizado que consumio
agua como el que consumid azucar disminuyeron su ganancia de peso, mostrando que el consumo

cronico de azucar no contrarresta el efecto de la inmovilizacion sobre el peso corporal.

En ratas sin consumo de azUcar, se ha propuesto que la reduccion en la ganancia de peso

inducida por la inmovilizacion se debe a una disminucién en la ingesta de alimento provocada por
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la liberacion de CRH (Krahn et al., 1990); por otro lado, las ratas libres de estrés con consumo
cronico de azucar disminuyen su consumo de alimento sélido (Vera-Rivera et al., 2018). En el
presente estudio, las ratas adultas con ingesta crénica de azlcar que fueron inmovilizadas
redujeron significativamente su ingesta de alimento, sin embargo, no se observo disminucién en
su ingesta energética total. Esto se explica al evaluar la preferencia de obtencidn de energia, donde

se observa que estas ratas obtuvieron el mayor porcentaje de calorias a partir del agua azucarada.

En contraparte, la reduccion en la ganancia de peso y en la ingesta de alimento observadas
en las ratas adultas inmovilizadas, no ocurre en las adolescentes; este hallazgo refuerza la idea de
que la edad esté involucrada en la respuesta al estrés (i.e., inmovilizacién) a lo largo del consumo

cronico de azUcar.

Respecto al aprendizaje apetitivo del sabor dulce, se ha demostrado que las ratas adultas
con consumo crénico de azlcar que reciben una sesion de adquisicion del CAS presentan una alta
inhibicion latente debida a la preexposicion, requiriendo hasta cuatro 0 mas sesiones de
adquisicion del CAS para lograr la asociacion aversiva y, ademas, extinguen rapidamente la
memoria aversiva (Vera-Riveraet al., 2018). En el presente estudio, las ratas adolescentes tuvieron
consumos similares en todas las sesiones de adquisicion del CAS y extincion de la memoria
aversiva. Asi mismo, todos los grupos con consumo crénico de aztcar mostraron inhibicion latente
del CAS durante la primera evocacion de la memoria aversiva, e incrementaron la memoria de
aversion conforme la repeticion de adquisiciones de CAS. Ademas, el grupo inmovilizado fue el
unico que logro una extincion completa de la memoria aversiva, lo cual demuestra que del estrés
inducido por la inmovilizacion acelera el aprendizaje apetitivo en ratas adolescentes con consumo

cronico de azUcar.
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Todas las ratas adultas con consumo cronico de azicar mostraron inhibicion latente del
CAS durante la primera evocacion e incrementaron la memoria aversiva con la repeticion de
adquisiciones, sin embargo, las ratas con inmovilizacion presentaron mayor memoria de aversion
(menores consumos durante las primeras dos evocaciones), indicando que, en ratas adultas, este
estresor durante el consumo permanente y prolongado de azucar disminuye la inhibicion latente
del CAS. Las ratas adultas inmovilizadas también tuvieron un menor consumo durante la segunda
extincion, mostrando que la inmovilizacion retrasa el re-aprendizaje apetitivo en las ratas adultas
(efecto contrario a lo observado en adolescentes), sin embargo, durante la tercera extincion todas

las ratas adultas completaron la extincién de la memoria aversiva.

La inmovilizacion como estresor, aplicada dias previos al aprendizaje, ocasiona un
detrimento del CAS, asi como una aceleracion de la extincion de la memoria de aversion,
generando un efecto de IL del CAS similar al observado en ratas altamente expuestas al azlcar.
Este hallazgo, demuestra que, en ratas macho adultas, la previa exposicion a un estresor disminuye
el aprendizaje aversivo hacia un sabor novedoso y acorta el tiempo de extincion de la memoria
aversiva, incluso tras la repeticion de adquisiciones y concuerda con previas evidencias que
indican que la respuesta hormonal, debida a experiencias estresantes, altera diferencialmente la
formacion y evocacion de la memoria (Bahtiyar et al., 2020; Ferry et al., 1999; Roozendaal et al.,

2006).

Conclusiones
Las ratas adolescentes con consumo cronico de azUcar sometidas a estrés no presentan
cambios en la ganancia de peso, las ingestas de liquido o alimento, asi como tampoco en la ingesta

energética total. Tampoco se ve modificada la inhibicion latente del condicionamiento de aversion
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por la preexposicion al sabor dulce. Sin embargo, la inmovilizacion durante el consumo cronico

de azucar en ratas adolescentes acorta el tiempo de extincion de la memoria de aversion.

En ratas adultas se presenta un incremento en la ganancia de peso después de 14 dias de

consumo croénico de azUcar.

En ratas adultas, la inmovilizacién durante el consumo cronico de azlcar acentla la
disminucion en el consumo de alimento sdlido, incrementa el porcentaje de calorias ingeridas
proveniente de agua azucarada y disminuye la ganancia de peso. Ademas, genera una tendencia
de menor inhibicion latente durante el condicionamiento de aversion y un retardo relativo en la

extincion de la memoria de aversion.

Las ratas adultas sometidas a inmovilizacion, sin preexposicion al azicar presentan una
inhibicion latente del condicionamiento de aversion al sabor significativa y requieren menor

tiempo para extinguir la memoria de aversion.

El choque plantar durante el consumo crénico de azlicar no produce cambios en la ganancia
de peso ni en las ingestas de liquido y alimento o ingesta energética total de las ratas macho adultas,
y tampoco afecta la inhibicion latente del condicionamiento de aversidn al sabor ni la extincion de

la memoria de aversion.
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Anexo 1

Objetivo

Evaluar los efectos del antagonista propranolol en la corteza insular administrado antes de

la evocacion del CAS.

Sujetos

Los grupos para la evaluacion farmacoldgica se muestran en la Tabla Al.

Grupo Adultos

n=13
Solucién salina 6
Propranolol 7

Tabla Al. Grupos con inyeccién en Corteza Insular. Solucion salina 0.5 uL, Propranolol 5 ug/0.5 uL.

Disefio evaluacion farmacologica

La linea de tiempo del experimento para evaluar el efecto del propranolol en la CI se

muestra en la Figura Al.

CX | RECUPERACION LB CAS EXTINCION

EV1 EV2 EV3
AD1 AD2 ADS3

DIA 0 1-7 8-10 1 12 13 14 15 16 17
Figura Al. CX: cirugia, LB: linea base, CAS: condicionamiento de aversion al sabor, AD: adquisicion, EV: evocacion. Inyeccion

de propranolol 20 min antes de la primera evocacion (flecha).

Resultados

Los efectos del antagonista propranolol en la Cl antes de la primera evocacion se muestran en la
Figura A2. Los resultados sefialan que los grupos mantuvieron consumos similares durante todas

las sesiones, mostrando disminucion gradual en los consumos a partir de la primera evocacion, lo
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que indica que adquirieron aversion. Ambos grupos mantuvieron consumos similares durante las
siguientes evocaciones e incrementaron gradualmente su consumo durante las sesiones de
extincion; sin embargo, durante la tercera extincion su consumo fue inferior al de la primera

adquisicion, mostrando dificultad para el re-aprendizaje apetitivo.

El analisis ANOVA de dos vias mostré diferencia entre sesiones (F2.536, 27.00 = 57.15 P<0.0001) sin
encontrar diferencias por grupo (Fi, 11 = 0.2436, p=0.6313), ni interaccion significativa (F7, 77 =
0.3278, p=0.93). La prueba de Dunnett de comparaciones multiples, respecto a su primera
adquisicion mostro, en el grupo Solucion salina, diferencia con su linea base (p=0.01), con las tres
sesiones de evocacion (p<0.05), y las tres sesiones de extincion (p<0.05). Asimismo, el grupo
Propranolol mostré diferencia con su linea base (p<0.05), con la segunda y tercera evocacién
(p=0,001), y las tres sesiones de extincion (p<0,05). Al comparar respecto a la primera evocacion,
el grupo Solucion salina unicamente mostré diferencia con la primera adquisicién (p<0.05),
mientras que el grupo Propranolol tuvo diferencias con la segunda y tercera evocacion y la primera

extincion (p<0.05).

CAS/Extincién

Hl Sol. Salina (6)
Bl Propranolol (7)

Consumo (ml)

Figura A2. Consumos durante condicionamiento aversivo al sabor (CAS) y la extincion de ratas macho adultas. Solucion Salina
(n=6) y Propranolol (n=7). No hubo diferencias entre grupos en las sesiones (p<0.05), & vs. ADQ1, # vs. EVO1. Media = EEM.
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Abreviaturas: LB= linea base, ADQ= adquisicion, EVO, EXT=extincién. La flecha indica el momento de la inyeccion, 20 minutos
antes de EVOL1.

Discusion

El bloqueo de los receptores B-adrenérgicos de la Cl antes de la primera evocacion de la
memoria aversiva no produce diferencias en el condicionamiento de aversion al sabor y la
extincion de la memoria aversiva; sin embargo, aunque previamente se ha estudiado el bloqueo de
estos receptores antes de la adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor dulce con
sacarina, encontrando que no estan involucrados en esta etapa del aprendizaje asociativo del sabor
(Miranda et al., 2008; Osorio-Gémez et al., 2021), no hay otros estudios en que se haya realizado

el bloqueo antes de la evocacidon del CAS con sacarosa y dado que la muestra es pequefia, se

requieren replicar el estudio para obtener resultados concluyentes.
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