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Resumen y Abstract IX

Resumen

Se ha demostrado que la interrupcién de la interaccién madre-cria ejerce efectos adversos sobre
la regulacién de sistemas fisiolégicos, neuroendocrinos y comportamentales; generando ajustes
fenotipicos en la estructura de la conducta alimentaria que altera los patrones de ingesta,
especialmente dado por la preferencia de alimentos altamente palatables. El objetivo de este
estudio fue determinar si la separacién materna durante la lactancia (SMDL) en ratas de la cepa
Wistar influye en el consumo de edulcorantes, la ganancia de peso corporal, la glucosa sanguinea
y en respuestas comportamentales como la locomocién. El protocolo de SMDL se realiz6 de los
dias 1 al 21 por un periodo de 360 minutos diarios: 180 en la mafana y 180 en la tarde, durante la
fase de oscuridad. Se tomaron como controles animales a los que no se les realiz6 SMDL. A partir
del dia 22 los animales fueron distribuidos por sexo y tratamiento. El dia 26 inicié el proceso
experimental con edulcorantes (Sacarosa, Stevia, Sucralosa, Aspartamo). Se tomé registro del
consumo diario de edulcorantes cada 24 horas, de la ganancia de peso corporal cada 4 dias, de
la glucosa sanguinea cada 5 dias y el dia 50 las ratas fueron probadas en el test de campo
abierto. Se encontr6 que la realizaciéon del protocolo de SMDL genera una preferencia por el
consumo de Sacarosa, Stevia y Sucralosa en el grupo de machos y de Sacarosa, Stevia y
Aspartamo en el grupo de las hembras (p<0,01); de igual manera, este protocolo de estrés
neonatal generd una mayor ganancia de peso corporal en los machos con Sacarosa (p<0,01) y en
las hembras con Aspartamo (p<0,01), asi como mayores niveles de glucosa sanguinea en las
hembras con Sucralosa y Stevia (p<0,01) y en los machos con Stevia, Sucralosa y Aspartamo en
algunos de los tiempos registrados; por ultimo, se determin6 que la SMDL incrementa la actividad
locomotora en todos los grupos que fueron sometidos a estrés neonatal, especialmente en el
grupo de Stevia y Sacarosa en machos (p<0.05) y en el de Sucralosa y Aspartamo en hembras
(p<0.05). Estos resultados indican que el estrés neonatal como la SMDL afecta la conducta
alimentaria mediante la generacion de una mayor preferencia por el consumo de productos
edulcorantes; ademas, puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas

como la diabetes y la obesidad.

Palabras clave: Separacion materna, edulcorantes, peso corporal, glucosa sanguinea, actividad

locomotora
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Abstract

It has been shown that disruption mother-breeding interaction has adverse effects on regulating
physiological, neuroendocrine and behavioral systems; thus, by generating phenotypic
adjustments in the eating behavior structure that alters intake patterns, especially for the highly
palatable food. The aim of this study was to determine whether maternal separation during
lactation (MSDL) in Wistar rats influences the sweeteners consumption, body weight gain, blood
glucose level and behavioral responses such as locomotion. MSDL protocol was performed from 1
to 21 postnatal days during of 360 minutes per day, 180 in the morning and 180 in the afternoon,
under the dark phase. Control group corresponds to animals that had no MSDL. On postnatal day
22 animals were distributed by sex and treatment. On postnatal day 26 experimental process
started with sweeteners (sucrose, stevia, sucralose and aspartame). Sweetener consumption was
taken every 24 hours, body weight gain every four days, blood glucose every five days and, on
postnatal day 50 rats locomotion was tested in an open field. It was found that the MSDL protocol
generates a preference for Sucrose, Stevia and Sucralose consumption in males group and the
Sucrose, Stevia and Aspartame in females group (p<0.01). Likewise, neonatal stress protocol
generated a greater body weight gain in males with Sucrose (p<0,01) and in females with
Aspartame (p<0,01), as well as higher blood glucose levels in females with Sucralose and Stevia
(p<0,01) and in males with Stevia, Sucralose and Aspartame in some times recorded; finally, it
was determined that MSDL increase locomotion in all groups that were subjected to neonatal
stress, especially in males with Stevia and Sucrose (p<0.05) and females with Sucralose and
Aspartame (p<0.05) .These results indicate that neonatal stress as MSDL affects eating behavior
by generating a greater preference for sweetener products consumption; besides, it may becomes

a risk factor for developing chronic diseases such as diabetes and obesity.

Keywords: Maternal separation, sweeteners, corporal weight, blood glucose, locomotor activity
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Introduccioén

La separacion materna durante la lactancia se considera un modelo animal que refleja un
evento estresante en la vida temprana y que es Util para evaluar los efectos de un
ambiente temprano adverso sobre los perfiles de comportamiento y el funcionamiento
fisiolégico y neuroendocrino en la vida adulta (Pryce & Cols, 2002). Existen
investigaciones que demuestran que la separacion materna durante el periodo neonatal
genera ajustes fenotipicos en la estructura de la conducta alimentaria y afecta genes
implicados en la regulacién de la ingesta de alimentos y el metabolismo energético,
ocasionando una clara preferencia por la ingestién de alimentos altamente palatables y a
su vez alterando los patrones de consumo de alimentos (Hancock & Grant, 2009; Jahng,
2011; Dallman & Cols, 2003; Silveira & Cols, 2004). Estudios muestran que las ratas que
sufren separacion materna durante el periodo de lactancia tienen una respuesta
fisiologica diferencial frente al consumo de sacarosa en la vida adulta en comparacién
con los controles (Paternain & Cols, 2012), lo cual puede vincularse a una ganancia de
peso corporal asociado a estos comportamientos alimentarios generados por el estrés

temprano.

Sin embrago, a pesar de las multiples evidencias cientificas que muestran el efecto
consistente que tiene la separacibn materna durante la vida neonatal sobre una
alteracion en el comportamiento alimentario, en la literatura no se encuentran estudios
gue hayan evaluado si este tipo de estrés crénico afecta el consumo de edulcorantes
como la Stevia, el Aspartamo o la Sucralosa, moléculas que tienen un sabor dulce y que

muchas veces son utilizadas por la industria.

Con base en estos antecedentes se propuso investigar el patrén de consumo de
productos edulcorantes por parte de animales expuestos al protocolo de separacion
materna, ya que estas sustancias en la actualidad son ampliamente utilizadas en la
elaboracion de diversos productos industrializados debido a que han sido aprobados para

su uso en todos los alimentos y bebidas en algunos casos con fines terapéuticos. Dichas



2 Introduccién

moléculas son usadas desde edades tempranas en nifios, jovenes, adultos e inclusive en
poblacion con patologias importantes como la diabetes y la obesidad. Adicionalmente
cada vez se hace mas evidente que el uso de dichos productos ya no es de manera
esporadica, sino que muchas personas los toman como parte esencial de su dieta
convencional (Gupta & Cols, 2012). Existen estudios controversiales en animales que
han demostrado que los edulcorantes artificiales causan aumento de peso y muchos
otros riesgos para la salud incluido la posibilidad desarrollar sindrome metabdlico
(Tandel, 2011). Estos datos son preocupantes ya que segun las estadisticas de la
Asociacion Colombiana de Diabetes la prevalencia de Diabetes Tipo Il en Colombia es de
aproximadamente 7.4% en hombres y de 8.7% en mujeres y de igual manera, de
acuerdo con los datos de la Fundacion Colombiana de Obesidad (Funcobes), uno de
cada dos colombianos entre 18 y 64 afos presenta exceso de peso (51,2%).

Por otro lado se sabe que las cifras de abandono, maltrato y negligencia materna siguen
siendo importantes en nuestro pais (ICBF, 2013). Asi mismo se reconoce que existen
diferentes factores socioecondmicos y culturales en Colombia que hacen que se presente
una separacion temprana del vinculo madre-hijo debido no solo a que cada vez las
madres son mas jovenes y no tienen la madurez necesaria para la dedicacién a la
maternidad, sino que deben interrumpir el periodo de lactancia para conseguir recursos
econdémicos. Adicionalmente, resultados de varios investigadores y del Grupo de
Investigacion de Neurofisiologia Comportamental de la Universidad Nacional de
Colombia, utilizando un modelo en rata, evidencian alteraciones fisioldgicas vy
comportamentales relacionadas con ansiedad, ocasionadas por la disrupcién del vinculo
materno. Aunado a eso, se sabe que la ansiedad puede conducir al aumento del
consumo de alimentos particularmente dulces. Por esto y reconociendo que los
edulcorantes naturales y/o artificiales se puede considerar alimentos altamente
palatables, el objetivo de este proyecto fue investigar si la exposicion de este tipo de
estrés neonatal genera un incremento en las cifras de consumo de diferentes productos
edulcorantes. Ademas se propuso establecer si se generan cambios en la ganancia de
peso corporal, la glucosa sanguinea y en respuestas comportamentales como la
locomocién tras la exposicion a la separacion materna durante los primeros 21 dias de
vida en ratas Wistar machos y hembras. Con los resultados obtenidos se espera lograr
resolver algunas de las discrepancias encontradas en la literatura acerca de este tema y

gue sin lugar a dudas merecen una mayor atencion e investigacion.



1.Marco teodrico

EXPERIENCIAS TEMPRANAS

Cuidado materno

Los mamiferos como los humanos y los roedores, al momento del nacimiento son
ampliamente dependientes del cuidado y las relaciones con sus congéneres para su
supervivencia y desarrollo (Anglin & Cols, 2008). El contacto intimo y proximo entre la
madre vy el hijo desde el nacimiento promueve el apego emocional y el contacto corporal
(Macri & Wiurbel, 2006) y ayuda a proporcionar alimento, comodidad y seguridad a la cria
(Anglin & Cols, 2008); asi mismo se sabe que la cercania de la madre es de gran
importancia para la regulacién de mecanismos fisiolégicos como la temperatura, ritmos
del suefio, frecuencia cardiaca, alimentacion y desarrollo sensoriomotor de los neonatos
(Hofer, 1975), confirmandose que de las experiencias tempranas mas importantes se
encuentra la interaccion madre-cria (Bowlby, 1995). Esta compleja interaccién tiene por
objeto proteger a los neonatos y sirve como una fuente de estimulos y sefales
necesarias para la regulacion de sistemas fisioldégicos, neuroendocrinos y
comportamentales, los cuales a largo plazo le serviran a la cria en desarrollo para

afrontar las demandas ambientales (Macri & Cols, 2008).

En las ratas, el cuidado materno se compone de conductas como construcciéon del nido,
recuperacion y transporte de las crias hacia el nido, acicalamiento y posturas de
amamantamiento, alternados con periodos de ausencia del nido en los que la madre
busca alimento y explora el ambiente. Tanto la madre como las crias compafieras de
nido constituyen importantes componentes del ambiente de las crias y ambos proveen
fuentes relevantes de estimulacién térmica, somatosensorial, cinestésica, olfativa y
auditiva (Stern, 1996).
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Separacion materna

Un gran nimero de estudios experimentales en roedores han mostrado que la presencia
de la madre durante la lactancia es crucial para evitar la incidencia de los efectos
negativos e irreversibles en el desarrollo neuroldgico de las crias (da Silva & Cols, 2014).
El estudio de los efectos comportamentales y endocrinos de la manipulacion temprana en
ratas fue originalmente propuesto por Levine en 1957. Sin embargo actualmente existen
diversos protocolos y disefios que se aplican en etapas criticas del desarrollo, que
buscan causar estrés a la cria de rata, por medio de la separacion temporal de la madre.
Dichos protocolos difieren en el tipo de manipulacién que se realiza, el tiempo y el
ambiente, teniendo diferentes repercusiones en el organismo y por ende, en el desarrollo
fisiologico del animal (Lehmann & Feldon, 2000; Ruedi-Bettschen & Cols, 2004). La
separacion materna durante la lactancia se considera un modelo animal que refleja un
evento estresante en la vida temprana y que es Util para evaluar los efectos de un
ambiente temprano adverso sobre el comportamiento y el funcionamiento

neuroendocrino (Pryce & Cols, 2002).

Muchos estudios han indicado una fuerte correlacion entre eventos traumaticos durante
la vida temprana, como la separacion materna, sobre el desarrollo de alteraciones
conductuales y neuroendocrinas en la vida adulta, generalmente vinculados con un
mayor riesgo de modificaciones en el estado de animo, depresion (Gilmer & McKinney,
2003; El Khoury & Cols, 2006), ansiedad (Kalinichev & Cols, 2002; Daniels & Cols, 2004)
y otros trastornos de comportamiento como la falta de control de impulsos, el abuso de
sustancias y patrones de ingesta no modulados (George & Cols, 2010). De igual manera
se ha demostrado que el estrés neonatal tiene un efecto sobre la actividad del eje
Hipotalamo Pituitaria Adrenal (HPA) ya que genera alteraciones permanentes en sus
caracteristicas de respuesta frente al estrés (Aisa & Cols, 2007; Ladd & Cols, 1996; van
Oers & Cols, 1998). Estos resultados permiten plantear que los efectos negativos
producidos por la separacion materna pueden deberse a una alteracion durante el
desarrollo de los circuitos y mecanismos neuronales que puede verse reflejado en los
perfiles de comportamiento en la vida adulta (Cicchetti & Manly, 2001; Levine, 2002;
Maniam & Morris, 2010).
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EFECTOS DE LA SEPARACION MATERNA

Efecto de la separacion materna sobre pautas de ingesta o cambios de
alimentacion

Existen investigaciones que evalian los efectos de la separacion materna sobre el
comportamiento alimentario en ratas, dando a conocer que se presentan posibles ajustes
fenotipicos en la estructura de la conducta alimentaria promovidos por el estrés neonatal.
De hecho algunos estudios muestran que las ratas expuestas a estrés por separacion
materna se encuentran en alto riesgo de desarrollar trastornos de alimentacion en la vida
adulta (Hancock & Grant, 2009; Jahng, 2011) y que muestran una clara preferencia por la
ingestién de alimentos altamente palatables (Dallman & Cols, 2003; Silveira & Cols,
2004). Sin embargo, aun no esta claro si estos efectos son la consecuencia de un
contacto somatosensorial disminuido, la reduccion en el suministro de nutrientes durante
la vida neonatal, la disfuncién del eje HPA o el resultado de la combinacion de estos
factores. Lo que si queda claro es que las caracteristicas de interaccion madre-hijo
imprimen rasgos especificos sobre la descendencia que modifican la conducta

alimentaria en la vida adulta (da Silva & Cols, 2014).

Algunos estudios sefialan que la separacion materna durante el periodo neonatal en
ratas induce un aumento en la ingesta alimentaria - hiperfagia (Ryu & Cols, 2008)
después del destete y durante la adolescencia (Jahng, 2011). Asi mismo se ha
demostrado que la separacion materna aumenta significativamente la ingesta de
alimentos en ratas hembras cuando se compara con las que no han sido manipuladas en
su vida neonatal (da Silva & Cols, 2014). De igual manera, estudios realizados en ratones
machos, muestran efectos consistentes de la manipulacién temprana durante los
primeros 21 dias de vida sobre una alteracion del balance cal6rico dado por un aumento
en la ingesta diaria de alimentos durante la vida adulta (Loizzo & Cols, 2006). Estudios
reportan que el aumento en la ingesta de alimentos puede estar vinculado a un
incremento en los niveles de Neuropéptido Hipotalamico Y, un péptido orexigenico que
estimula la alimentacion, el cual es promovido por la separacion materna (Husum &
Mathe, 2002; Ryu & Cols, 2008). Aun asi, otros estudios en ratas exponen que la

separacion materna durante las dos primeras semanas de vida no tiene efectos
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significativos sobre los patrones de consumo del alimento de laboratorio regular

comparado con la ingesta de los animales controles (Jong-Ho & Cols, 2014).

Por otro lado, algunas publicaciones han demostrado que el estrés neonatal afecta de
manera significativa los patrones de alimentacibn en ratas después del destete,
comprobando que una alimentacion neonatal con un bajo aporte de proteinas, induce
una interrupcion a largo plazo en los patrones de expresion de varios genes implicados
en la regulacion de la ingesta de alimentos y el metabolismo energético (Orozco & Cols,
2010).

Patrones de alimentacion y estrés

Se sabe que la exposicion a estrés crénico promueve el consumo de alimentos altamente
palatables (Pecoraro & Cols, 2004), sugiriendo una relacidon causal entre estrés y
alimentacion, explicada principalmente por el aumento de los glucocorticoides que
estimulan el apetito (Dallman & Cols, 2003). Investigaciones muestran que la exposicién
a una dieta con alto contenido de grasa puede ser (til para reducir la sensibilidad al
estrés (Teegarden & Bale, 2007). Estudios en animales evidencian que la exposicion a
este tipo de dieta se refleja en una disminucién de las respuestas simpéaticas después de
presentarse estrés durante la vida posnatal temprana (Buwalda & Cols, 2001) y que a su
vez el consumo de alimentos altamente palatables mejora la respuesta frente al estrés en
ratas sometidas a restriccion (Pecoraro & Cols, 2004). Dichos estudios muestran que los
trastornos comportamentales tales como la ansiedad inducidos por la experiencia de
separacion materna neonatal que se acompafia por una disfuncion del eje HPA con
alteraciones en los niveles plasmaticos de cortisol se mejoran y/o normalizan por el
consumo de alimentos palatables, pardmetros que llegan a ser comparables con
animales que no han sido manipulados durante su vida temprana (Jong-Ho & Cals,
2014). En este contexto es posible proponer que existe una relacion entre el consumo de
una dieta altamente apetitosa con la regulacion de las alteraciones comportamentales
producidas por la separacion materna neonatal probablemente por un efecto de

modulacion de los alimentos apetecibles sobre la funcion del eje HPA.
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Separacion maternay consumo de edulcorantes

Hay evidencia que indica que el estrés durante la vida posnatal temprana es un factor de
riesgo para el desarrollo futuro de una variedad de trastornos que incluyen el abuso de
sustancias (Michaels & Holtzman, 2006; Moffetta & Cols, 2007). Existen estudios que
evalian el efecto de la separacidbn materna sobre el consumo de una solucién de
sacarosa al 10%, los cuales indican que la exposicidbn a estrés neonatal conduce a
cambios en su consumo dado por un incremento de su ingesta en los animales que
fueron sometidos a estrés posnatal (Michaels & Holtzman, 2006). A su vez
investigaciones muestran que las ratas que sufren separacion materna durante el periodo
de lactancia muestran una respuesta fisiolégica diferencial frente al consumo de
sacarosa en la vida adulta en comparacion con los controles (Paternain & Cols, 2012).
No obstante otras publicaciones no han encontrado ningun efecto consistente de la
separacion materna sobre la preferencia del consumo de sacarosa en ratas (Shalev &
Kafkafi, 2002). Estas discrepancias en la literatura pueden deberse principalmente a las
diferencias encontradas en el desarrollo del protocolo de separacion materna y a su vez
a la concentracién de sacarosa utilizada en las diferentes investigaciones, que puede
influir significativamente en su sabor y por tanto en la palatabilidad que sientan los

animales frente a dicha solucion.

Sin embrago, a pesar de las multiples evidencias cientificas que muestran el efecto
consistente que tiene la separacion materna durante la vida neonatal sobre una
alteracion en el comportamiento alimentario, especialmente dado por un incremento en la
ingesta de alimentos altamente palatables, en la literatura no se encuentran estudios que
hayan evaluado si este paradigma afecta el consumo de edulcorantes como la Stevia, el
Aspartamo o la Sucralosa, moléculas que tienen un sabor dulce y que muchas veces son

utilizadas por la industria en la elaboracion de dichos alimentos.
Separacion maternay peso corporal
Existen estudios experimentales en animales que han evaluado el efecto que tiene el

estrés inducido por separacion materna sobre el peso corporal, en donde se muestra que

las cifras de ganancia de peso en ratas que han sido sometidas a estrés neonatal son
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significativamente mayores que en los animales que no han sido manipulados (da Silva &
Cols, 2014; Jahng, 2011, Ryu & Cols, 2008). Asi mismo, estudios realizados en ratones,
muestran efectos consistentes de la manipulacién temprana durante los primeros dias de
vida sobre el desarrollo de cifras de sobrepeso en la vida adulta especialmente dado por
aumento en el tejido graso visceral (Paternain & Cols, 2012) acompafado por una
hipertrofia de los adipocitos (Loizzo & Cols, 2006). En este punto es importante resaltar
gue en el ser humano existen 3 periodos criticos para el desarrollo de la obesidad y de
sus complicaciones, que son la gestacion y primera infancia, el periodo de rebote de
adiposidad que ocurre entre los 5-7 afos de edad y la adolescencia (Dietz, 1994), y si
durante estos periodos criticos se presenta un evento estresante, por ejemplo, la
separacion de la madre, existe un mayor riesgo de desarrollar esta enfermedad ya que
se pueden generar modificaciones a nivel metabdlico (Loizzo & Cols, 2006). No obstante
también se encuentra evidencia cientifica que sefiala la ausencia de una alteracién
significativa en este parametro antropométrico en las ratas que experimentan separacion
materna en la vida temprana (Tamashiro & Cols, 2007; Roque & Cols, 2014). Estos
resultados controversiales con respecto al efecto de la separacidon materna sobre el peso
corporal pueden deberse a la variabilidad de los protocolos de separacién utilizados, a
las especies y cepas investigadas o al tipo y composicién de dieta utilizada, parametros

gue pueden afectar de manera importante el peso corporal.

Adicionalmente, se ha demostrado que si a los animales sometidos a estrés neonatal se
les ofrece un alimento altamente palatable, el patrén de comportamiento a seguir es
reducir la ingesta del alimento de laboratorio y consumir el alimento apetecible, por lo
cual la ingesta caldrica total no se ve afectada y a su vez la ganancia de peso no muestra

diferencias significativas (Jong-Ho & Cols, 2014).

Separacion maternay glucosa sanguinea

Algunas investigaciones se han llevado a cabo para evaluar el efecto que tiene la
separacion materna sobre los valores de glucosa sanguinea, demostrando que este
parametro sérico no se modifica por la exposicion a dicho protocolo durante la vida
temprana (da Silva & Cols, 2014). No obstante muchas investigaciones han demostrado

gue el estrés posnatal en modelos animales genera una programacion a enfermedades
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cronicas del adulto acompafado por una serie signos de alteracidbn metabdlica muy
similares a los encontrados en la diabetes mellitus tipo Il. Estudios realizados en ratones,
muestran efectos consistentes de la manipulacién temprana durante los primeros 21 dias
de vida sobre el desarrollo de hiperglucemias poco después del destete y en la vida
adulta; de igual manera se muestra que ratas sometidas a estrés perinatal generan
intolerancia a la glucosa (Lesage & Cols, 2004), poniendo de manifiesto que el estrés
neonatal conlleva a alteraciones metabdlicas y hormonales (Loizzo & Cols, 2006), que en
este caso pueden estar vinculadas a una alteracion en la estructura y/o funcion del
pancreas endocrino que a su vez ha sido reportada como consecuencia de los eventos

adversos tempranos (Holness & Cols, 2000).

Separacion maternay actividad locomotora

Algunas publicaciones ponen de manifiesto que las medidas de actividad motora,
especificamente el movimiento horizontal, vertical y la sinuosidad de movimiento
aumentan significativamente en animales que son sometidos a estrés (Garcia & Cols,
2007). Al respecto los resultados de algunos estudios experimentales que evalGan la
actividad locomotora en animales a través del test de campo abierto evidencian que la
realizacion del protocolo de separaciébn materna incrementa la actividad locomotora
(Henao & Cols, 2014) en ratas post destete, en la adolescencia y en la vida adulta (Wang
& Cols, 2014). Aln asi, otros estudios muestran que este parametro en la prueba de
campo abierto no se modifica en ratas que han sido separadas de su madre en el periodo
neonatal (Farkas & Cols, 2009; Roque & Cols, 2014), aunque publicaciones revelan que
el protocolo de separacion materna disminuye las actividades ambulatorias y la distancia
recorrida por el animal en comparacion con ratas que no han sido manipuladas durante

su etapa neonatal (Jong-Ho & Cols, 2014).

Asi mismo, estudios experimentales han demostrado que el acceso a alimentos
altamente palatables puede normalizar estos comportamientos aun en los animales que
han sufrido estrés neonatal (Jong-Ho & Cols, 2014). En este sentido se ha reportado que
ratas que han sido sometidas a separacion materna y se les ha brindado una solucion de

sacarosa, no muestran diferencias significativas (solo un ligero incremento) en su
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actividad locomotora respecto a los animales que no han sido manipulados en la etapa
posnatal (Shalev & Kafkafi, 2002)

De igual manera estudios han revelado que la exposicién a eventos adversos tempranos
tales como la separaciéon de la madre desempefia un papel esencial en el desarrollo del
sistema nervioso. Al respecto se demostrd en ratas que la separacion de la madre y de
los compafieros de camada fomenta el desarrollo de comportamientos como
hiperactividad en la prueba de campo abierto, demostrando que esta alteracion biolégica
puede ser producida tras la exposicibn a estrés neonatal, signos que pueden
extrapolarse a el Trastorno por Déficit de Atencion con Hiperactividad (TDAH) en
humanos (Kwak, 2009; Henao & Cols, 2014).

Por otro lado, es importante tener en cuenta que el costo energético para actividad fisica
es un factor clave que puede verse reflejado en el control del peso corporal. De hecho
algunas investigaciones han evaluado si la ganancia de peso que se produce en
animales que han tenido manipulacion temprana se debe a una reduccién en la actividad
locomotora espontanea, demostrando que este parametro comportamental no se reduce
significativamente en los animales sometidos a estrés frente a los controles (Loizzo &
Cols, 2006).

PRODUCTOS EDULCORANTES

Se denomina edulcorante a cualquier sustancia natural o artificial que edulcora, es decir
que da un sabor dulce. Dentro de los edulcorantes naturales se incluye al azicar comun
de mesa, la miel y la fructosa y dentro de los edulcorantes artificiales o sintéticos estan el
aspartamo, la sucralosa, la stevia, entre otros. Los edulcorantes artificiales se
caracterizan por proporcionar sabor dulce al alimento, pero con poco aporte energético y
carecen de valor nutritivo. El actual interés de la poblacion por controlar su peso hace
gue los aditivos edulcorantes se utilicen con mayor frecuencia (Center for Science in the
Public Interest, 2014).
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Sacarosa (azucar)

La sacarosa, azUcar comin de mesa, se produce de forma natural en frutas, cafia de
azucar y remolacha azucarera. Cuando el azlUcar es digerido por el organismo se
descompone en una molécula de fructosa y otra de glucosa. Concentraciones altas de
azucar inducen un incremento en los niveles de glucosa sanguinea y cantidades altas de
fructosa incrementan los niveles de triglicéridos y colesterol LDL (Low Density
Lipoprotein) en la sangre, que puede inducir un aumento del riesgo cardiovascular.
Estudios recientes demuestran que el consumo de un 25% de calorias provenientes de la
fructosa, conduce a una mayor acumulacion de grasa a nivel visceral, especialmente a
nivel hepatico (Sadi & Cols, 2014). Dichos cambios pueden aumentar el riesgo de
diabetes y enfermedades cardiacas. Adicionalmente, Lindqgvist y colaboradores sugieren
gue grandes cantidades de fructosa pueden alterar los niveles de hormonas como la
Leptina y la Ghrelina, que regulan el apetito, hecho que contribuye al aumento del peso

corporal y la obesidad (Lindgvist & Cols, 2008).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) recomienda un consumo de azUcar de <5%
de las calorias recomendadas (Wanjek, 2007). La recomendacion actual en Colombia es
no mas del 10% del valor calérico total en forma de carbohidratos simples (ICBF, 1998).
Por su parte las Guias Alimentarias Estadounidenses, la Asociacion Americana del
Corazon y otras autoridades de salud recomiendan que las personas consuman solo
entre el 3y el 8% de las calorias provenientes de azlcares refinados, porcentaje que es
mucho menor que el promedio actual de 16% de consumo del total de calorias en forma
de azucar (Center for Science in the Public Interest, 2014; International Sugar
Organization, 2014).

Sustitutos del azlcar

Un sustituto del azucar (edulcorante artificial) es un aditivo alimentario que aumenta el
efecto del azucar sobre el sabor, pero que tiene menos o nada de aporte energético.
Segun la Asociacion Americana de Dietética (ADA) los edulcorantes artificiales pueden
ayudar a los consumidores a reducir la ingesta de calorias, a controlar su peso y a

manejar condiciones cronicas como la diabetes (U.S. Food and Drug Administration,
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2006). Sin embrago a pesar de sus efectos benéficos, hay estudios controversiales en
humanos y en animales, que han demostrado que los edulcorantes artificiales causan
aumento de peso, que son factores que predisponen a la aparicién de ciertos procesos
tumorales y muchos otros riesgos para la salud como el sindrome metabdlico (Tandel,
2011).

Aspartamo

El aspartamo fue descubierto en 1965 como un edulcorante bajo en calorias, con un
sabor similar al aztcar (Prodolliet & Bruelhart. 1993) pero 200 veces mas dulce que la
misma. Tiene un valor cal6rico similar a la sacarosa (4 Kcal/g) pero las cantidades
utilizadas para endulzar son lo suficientemente pequefias de tal forma que se puede
considerar que el aspartamo es esencialmente libre de calorias. La ingesta diaria
admisible establecida es de 40 mg/kg de peso corporal/dia (Tandel, 2011; Gupta & Cols,

2012). Las marcas comerciales que incluyen este edulcorante son NutraSweet y Equal.

Existen estudios que evallan el efecto del consumo de aspartamo sobre el
apetito/hambre y sobre la ingesta de alimentos sugiriendo que puede tener efectos
moduladores negativos en estos aspectos, es decir, que su consumo en lugar de
controlar la pérdida o mantenimiento del peso corporal, genera mayores cifras de
obesidad (Appleton & Cols, 2004; Reid & Cols, 2007; Van Wymelbeke & Cols, 2004); sin
embrago expertos del tema sefialan que estos resultados no son del todo concluyentes y
gue hace falta mayor informacion. Otras investigaciones han evaluado la glucosa
sanguinea y los niveles de insulina en pacientes con diabetes tipo Il durante el ejercicio,
demostrando que las respuestas metabdlicas son similares después de una comida con
sacarosa en comparacion con una comida endulzada con aspartamo (Ferland & Cols,
2007).

Sucralosa
La sucralosa es un azucar clorado, se produce a partir de sacarosa cuando tres atomos

de cloro sustituyen a tres grupos hidroxilo. En promedio es 600 veces més dulce que el

azucar y no tiene calorias. Aunque la sucralosa se elabora a partir del azicar de mesa,
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no afiade calorias ya que no se digiere en el organismo. La ingesta diaria admisible
establecida es de 15 mg/kg de peso corporal/dia (Tandel, 2011; Gupta & Cols, 2012). La

marca comercial que incluye este edulcorante es Splenda.

Segun la OMS y la ADA, la sucralosa es considerada segura para el uso de toda la
poblaciéon en general, incluidas las personas con problemas de salud crénicos como la
diabetes. Un estudio llevado a cabo durante tres meses con 128 personas diabéticas, en
quienes se administré la sucralosa en una dosis de aproximadamente tres veces la
ingesta diaria maxima estimada, no demostr6 ningun efecto adverso sobre las

mediciones del control de la glucosa sanguinea (Grotz & Cols, 2003).

Stevia

La stevia se deriva de la Rebaudioside A, una planta de América del Sur, nativa de
Paraguay, la cual ha sido usada durante siglos para endulzar bebidas y tomar té. El
Rebaudioside A es un componente de la planta de stevia que proporciona dulzor, pero
deja un sabor residual después de su consumo, por esta razon la mayoria de los
productos que contienen stevia llevan otros componentes como eritritol 0 dextrosa para

enmascarar dicho sabor (Center for Science in the Public Interest, 2014; Tandel, 2011).

Los estudios clinicos demuestran que la stevia no tiene ningun efecto sobre la presion
arterial, ni la glucosa sanguinea (Chatsudthipong & Muanprasat, 2009), lo que indica que
es un edulcorante seguro para su uso en personas diabéticas e hipertensas. Estudios
recientes, incluyendo estudios en humanos acerca de la ingesta, el metabolismo y la
toxicidad respaldan la seguridad de la stevia como edulcorante (Tandel, 2011). Sobre la
base de la investigacion publicada acerca de este sustituto del azucar, especialistas tanto
en los Estados Unidos, como en el mundo, han concluido que su uso es seguro en
personas de todas las edades. Se ha establecido una ingesta diaria admisible de 4 mg/kg

de peso corporal (expresada como esteviol) (Bentley & Mackie, 1993).
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Metabolismo de los productos edulcorantes

La sacarosa en una de las fuentes mas importantes de carbohidratos en la alimentacion
humana, ésta es un disacéarido, que tras iniciar su metabolismo se desdobla en sus
monosacaridos constituyentes: la glucosa y la fructosa, este proceso se lleva a cabo
gracias a la accion de las enzimas glucosidasas que se encuentran en los enterocitos
gue revisten el borde en cepillo de las vellosidades intestinales la sacarasa y la
isomaltasa, al finalizar su proceso de digestion dichas moléculas pueden ser absorbidas
y pasan directamente al torrente sanguineo, debido a esto la ingesta de sacarosa afecta
directamente los niveles de glucosa en sangre (Guyton & Hall, 2011).

Con respecto al aspartamo, se sabe que cuando éste se ingiere es metabolizado en las
microvellosidades del intestino delgado gracias a la accién de las enzimas enterasas y
peptidasas, tras este proceso dicha molécula se descompone completamente en el
organismo y se convierte en metanol y dos aminoacidos, el acido aspartico y la
fenilalanina. Su metabolismo oxidativo aporta 4 Kcal/g, pero las cantidades utilizadas son
lo suficientemente pequefias para considerar que el aspartamo es esencialmente libre de
calorias (Lin & Cheng, 2000; Rastogi & Cols, 2001).

Por su parte, la sucralosa se produce a partir de la sacarosa cuando tres atomos de cloro
sustituyen a los tres grupos hidroxilo y se logra obtener una molécula estable que no
puede ser facilmente absorbida por el tracto gastrointestinal, al respecto estudios
experimentales han demostrado que tras el consumo de sucralosa su eliminacién en
heces se da casi en su totalidad sin cambios (95%), lo que indica que es minimamente
absorbida en el tracto intestinal. Generalmente el 5% restante se absorbe de manera
pasiva sin lograr ser metabolizado con fines energéticos. Ya que esta molécula no es
reconocida como un carbohidrato por el organismo, no tiene efecto sobre los niveles de

glucosa sanguinea (Sims & Cols, 2000).

Finalmente, respecto a la stevia se sabe que los glicésidos de esteviol tras su ingesta no
logran ser absorbidos por el organismo humano por tanto se considera un edulcorante

sin caracteristicas energéticas. Dichas moléculas permanecen intactas tras su paso por
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el intestino delgado y luego son hidrolizadas a steviol por la flora intestinal (Jarma & Cols,
2010).

PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

En los roedores, se hace uso de pruebas no condicionadas para evaluar
comportamientos y conductas, estas pruebas no requieren de entrenamiento, por lo que
son menos sensibles a procesos motivacionales y se basan en respuestas espontdneas

de la conducta del roedor (Rodgers, 1997).

Una de las pruebas que se utilizan es el campo abierto. Este es un instrumento utilizado
ampliamente para evaluar la conducta motora y la actividad exploratoria en roedores, en
donde tanto la cantidad como la calidad de la actividad es medida (Gould, 2009).
Inicialmente fue descrita por Hall en 1934, su obijetivo inicial era evaluar el grado de
“‘emocionalidad” (ansiedad). Esta prueba consistia en colocar al roedor en un medio
ambiente desconocido (Rejon & Cols, 2011). Sin embargo, dicha prueba ha evolucionado
y se ha enriquecido con el aporte de varios investigadores; entre los mas sobresalientes,
se encuentran Broadhurst (1957, 1958), D’Fries (1964) y Walden (1968) (Archer, 1973).
Actualmente, es utilizada para evaluar la actividad locomotora; asimismo, es una prueba
gue permite que el rodedor exhiba un amplio rango de conductas. La prueba se hace en
una caja de 60 x 60 cm, dividida virtualmente en cuadrantes internos, con sus superficies
de color negro. Esta prueba se registra durante cinco minutos y se evallGan los siguientes
parametros: el total de la distancia recorrida y el nimero de veces que cruza los
cuadrantes internos, considerada como la actividad locomotora (Silvania & Cols, 2004).
Ademads, se pueden obtener otros datos tales como la frecuencia del acicalamiento, de

los estiramientos, de la miccion y de la defecacion. (Rejon & Cols, 2011).

Este ensayo se desarrolla en un cuarto con amortiguaciéon del sonido, provisto con
facilidades para su grabacion en video (Jung & Cols, 2006). La camara de video debe
estar colocada en todos los casos de tal manera que permita evaluar la conducta del
roedor (Kim & Cols, 2004). La evaluacion se hace con las filmaciones en video, aunque
una toma de registro de los datos en el momento de la prueba también es conveniente.

Todos los experimentos se deben hacer en el mismo horario (Rejon & Cols, 2011).






2.Planteamiento del problema

Existe evidencia cientifica que pone de manifiesto que la interrupcién de las interacciones
madre-hijo durante las etapas tempranas del desarrollo ejerce efectos duraderos sobre la
regulacion de sistemas fisioldgicos, neuroendocrinos, alimentarios y comportamentales,
como son la ansiedad, el abuso de sustancias, patrones de ingesta no modulados,
hiperactividad, entre otros. De igual manera cabe resaltar que en la actualidad adquiere
mayor importancia el hecho ya demostrado de que el rapido incremento en la prevalencia
de enfermedades de salud publica como la diabetes y la obesidad, no solo son atribuibles
a causas genéticas o a factores de estilo de vida, sino también a marcas epigenéticas

gue son determinadas por el ambiente neonatal.

Asi mismo investigaciones han demostrado que la separacion materna durante el periodo
neonatal genera ajustes fenotipicos en la estructura de la conducta alimentaria y afecta
genes implicados en la regulacion de la ingesta de alimentos y el metabolismo
energético, ocasionando una clara preferencia por el consumo de alimentos altamente
palatables y a su vez alterando los patrones de consumo, un comportamiento alimentario
generado por el estrés temprano que se puede vincular con una mayor ganancia de peso
corporal, asi como una alteracién en los niveles de glucosa sanguinea. Adicionalmente,
publicaciones cientificas indican que la exposicion a estrés neonatal conduce a un
incremento en el consumo de sacarosa y de alimentos que contienen esta molécula. Sin
embrago no hay referencias acerca de los efectos de la separacion materna o del estrés
temprano sobre el consumo de otros productos edulcorantes como la Stevia, la
Sucralosa o el Aspartamo que a su vez tienen un sabor dulce y forman parte de la

elaboracion de algunos alimentos altamente palatables.

Por otro lado, algunos datos epidemiol6gicos sugieren una asociacion importante tanto
del consumo de sacarosa como de la ingesta de edulcorantes artificiales con problemas

de salud, como lo son el aumento de peso corporal, el desarrollo de sintomas
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relacionados con sindrome metabdlico como la hiperglucemia y de comportamientos

relacionados con hiperactividad.

Con base en estos antecedentes, el objetivo de este proyecto fue determinar si la
separacion materna durante la lactancia influye en el consumo de edulcorantes, la
ganancia de peso corporal, la glucosa sanguinea y en respuestas comportamentales

como la locomocion.



3.Justificacion

Dentro de los modelos animales para la exploracion de los efectos de la manipulacion
ambiental temprana sobre el desarrollo, el que se ha elaborado con mayor detenimiento
es el modelo de los roedores, principalmente el de rata. La separacion materna durante
la lactancia se considera un modelo animal que refleja un evento estresante en la vida
temprana y que es util para evaluar los efectos de un ambiente temprano adverso sobre
los perfiles de comportamiento y el funcionamiento fisiolégico y neuroendocrino en la vida
adulta. Este modelo en algunos casos ha podido extrapolarse a los efectos de los
eventos traumaticos durante la vida temprana en el ser humano, que se asocian con
mayor vulnerabilidad a desérdenes psiquiatricos y que puede influir en el desarrollo de
sintomas como la ansiedad y la hiperactividad y a su vez de enfermedades crénicas

como la obesidad y la diabetes, las cuales reducen la calidad y la esperanza de vida.

Para nuestro pais, un informe del ICBF muestra que dos nifios son abandonados
diariamente en la capital, este problema no sélo se debe a la negligencia de los padres,
sino que también se presenta debido a unas condiciones socioeconémicas complicadas
gue hacen que los padres tengan que trabajar mas tiempo. Ademas en la actualidad la
mujer desempefia un rol mas activo en la sociedad y la relacion temprana madre hijo ha
cambiado, sin embargo es dificil evaluar si la calidad de dicha relaciébn también ha
cambiado y si afecta de alguna manera el desarrollo del individuo. Aunado a esta
situacion, el promedio nacional es que 2 de cada 5 jévenes menores de 17 afios estan
embarazadas, previendo que esas madres a muy corto plazo, van a tener que dejar a sus
hijos a cuidados de terceros, por la necesidad de buscar recursos para su manutencion,

hecho que se convierte en una disrupcion temprana del lazo materno.

La lactancia materna constituye un pilar en el crecimiento, desarrollo y supervivencia, se
sabe que la lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida se
relaciona directamente con el desarrollo del sistema inmunoldgico en el recién nacido y a

largo plazo constituye un factor para la prevencion de diversas enfermedades como la
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hipertension arterial y la dislipidemia, asi como para la reduccién en el riesgo de
desarrollar obesidad, sobrepeso y diabetes mellitus tipo Il. Segun datos presentados por
la ENSIN para el 2010 la duracion de la lactancia materna exclusiva fue de 1,8 meses en
Colombia, la cual ha disminuido con respecto a la reportada para el afio 2005 (2.2
meses); este valor es extremadamente bajo teniendo en cuenta que la duracion de la
lactancia materna exclusiva recomendada por la OMS desde 1984 es de 6 meses Asi
mismo segun los datos presentados por la ENSIN la duracion total de lactancia materna
en el afio 2010 en nuestro pais fue de 14.9 meses, tiempo que es mucho menor a la

recomendacion internacional de 24 meses.

Otro de los datos que revel6 la ENSIN 2010 es que los colombianos tienen malos habitos
alimentarios, segun la encuesta uno de cada cuatro colombianos (24,5%) consume
comidas rapidas a diario; uno de cada cinco (22,1%) ingiere gaseosas; uno de cada siete
(14,8%) come alimentos de paquete y uno de cada tres golosinas y dulces todos los dias.
Con respecto a los nifios entre 5 y 12 afios la ENSIN resalté que cada vez los menores
gastan mas tiempo frente al televisor o con videojuegos, siendo todo esto ligado con el

desarrollo de sobrepeso y obesidad

Finalmente, se sabe que el género es una variable importante que parece conferir
vulnerabilidad diferencial frente al estrés, sin embrago la mayoria de las investigaciones
no tienen en cuentan las diferencias de sexo en los efectos de la manipulacién neonatal,
por lo cual en este proyecto se evaluaron los efectos de la separacion materna durante la
lactancia sobre diversas variables tanto en ratas hembras como en machos de la cepa
Wistar.



4.0bjetivos

Objetivo general

Determinar en el modelo en rata, si la separacion materna durante la lactancia (SMDL)
influye en el consumo de sacarosa y otros productos edulcorantes, la ganancia de peso

corporal, la glucosa sanguinea y en respuestas comportamentales como la locomocion.
Objetivos especificos

Identificar si la realizacién del protocolo de SMDL influye en el consumo de Sacarosa,
Aspartamo, Stevia y Sucralosa en ratas.

Evaluar si la realizacion del protocolo de SMDL afecta la ganancia de peso corporal en
ratas.

Identificar si la SMDL afecta los valores de glucosa sanguinea en ratas.

Determinar si la SMDL tiene efecto sobre la actividad locomotora en ratas medida a

través de la prueba de campo abierto.






5.Metodologia

Disefio de estudio
Estudio experimental: Ensayo controlado aleatorizado.
Sujetos experimentales

La poblacién en la que se llevé a cabo esta investigacion fue ratas de la cepa Wistar en
diferentes etapas de desarrollo. Las ratas progenitoras fueron obtenidas del Bioterio de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia. Estas ratas fueron
anidadas de forma individual por un periodo de una semana para permitir la habituacion a
las condiciones de temperatura (22 +2 °C), humedad y ciclo invertido de luz/oscuridad
(12/12), comenzando con oscuridad a las 7:00 a.m. y luz a las 7:00 p.m. Todos los

animales tuvieron acceso a agua y alimento ad-libitum.

Una vez cumplido el tiempo de adaptacion las ratas parentales se anidaron por parejas
de hembras y machos durante una semana, periodo tras el cual se retiraron los machos
de los nidos y se dejaron las hembras sin manipulacion hasta el alumbramiento, excepto
para cambio y limpieza de la jaula. Aleatoriamente, el dia del alumbramiento, se
seleccionaron las camadas experimentales, a las cuales se les realizd el protocolo de
separacion materna durante la lactancia (SMDL) y las camadas controles las cuales no
se sometieron a dicho protocolo. En total se trabajé con 177 ratas de las cuales 49 fueron
machos control, 49 machos separados, 40 hembras control y 39 hembras separadas
distribuidas en los grupos de estudio (Ver Grafico 1. Disefio Experimental). El grupo

control solo recibié manipulaciones periddicas relacionadas con la limpieza de las jaulas.
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Definicion de variables

Las variables evaluadas en cada rata fueron:

Biol6gicas
Edad (En dias posnatales)
Género

Etapa del ciclo estral en hembras

Antropométricas
Peso corporal (El dia posnatal 22, 25, 29, 33, 37, 41, 45y 49)

Nutricionales

Alimentacion recibida

Tipo de edulcorante ofrecido (Sacarosa, Stevia, Sucralosa o Aspartamo)
Volumen del consumo de agua en 24 horas (en mL)

Volumen del consumo de la mezcla de agua con edulcorante en 24 horas (en mL)

Control glucémico
Glucosa sanguinea (Cada 5 dias - El dia posnatal 26, 31, 36, 41, 46y 51)

Comportamentales
Actividad locomotora (A través de la prueba de Campo Abierto - El dia posnatal 49, 50 o

51)

Comportamientos en el Test de Campo Abierto: Grooming, Rearing, Corner y Freezing.
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Grafico 1. Disefio experimental
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Proceso metodolégico para la obtencion de los resultados

Protocolo de separacién materna durante la lactancia: SMDL

El grupo experimental se sometio al protocolo de separacion materna durante la lactancia
en los dias posnatales 1 al 21 (no se incluyo el dia 0, dia de nacimiento), este
procedimiento se llevé a cabo por un periodo de 360 minutos diarios durante la fase de
oscuridad, dividido en dos periodos de separacion de 180 minutos cada uno (7:00 am -
10:00 am y 1:00 pm - 4:00 pm). El protocolo de separacién materna se realizé de la

siguiente manera:

Diariamente durante el dia 1 al 21, se tom¢ la jaula de cada uno de los grupos sometidos
al protocolo y se procedi6 a tomar una a una las crias para separarlas de su madre.

Las crias fueron puestas en otra jaula previamente acondicionada con viruta tomada del
nido materno con el fin de evitar el rechazo por parte de la madre al momento de retornar
las crias.

Las jaulas con las crias fueron trasladadas a otra habitacion en condiciones de
temperatura, humedad y control de ruidos, y permanecieron ahi por el tiempo establecido
(180 minutos).

Una vez cumplido el periodo de separacion, se retronaron las jaulas a la habitacion
original y se devolvieron una a una las crias al nido materno correspondiente con el fin de

gue fueran alimentadas y recibieran los cuidados de su madre.

Alimentacion y agua para ratas

Al finalizar el protocolo de separacibn materna durante la lactancia, a partir del dia
posnatal 22, las ratas se separaron por sexo y se asignaron a los diferentes grupos de
estudio teniendo en cuenta su manejo previo, los grupos se ubicaron agrupados en jaulas
por sexo y tratamiento. A cada grupo se le realizo cambio de agua y comida cada 24
horas. Cinco dias después del destete se inicié el protocolo experimental, es decir el dia

posnatal 26. Para el manejo experimental de esta investigacion, todas las ratas tuvieron
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acceso al mismo tipo de alimentacién, asi como a un bebedero en el que se les
suministro agua de grifo.

En cuanto a la alimentacion el Unico factor diferente entre grupos, fue la mezcla de agua
con edulcorante (compuesto evaluado) segun los grupos de estudio previamente
definidos; esta mezcla se ubicé como un bebedero adicional en la tapa de la jaula. La
mezcla se prepard cada 4 dias modificando la cantidad de producto de acuerdo con la

suma del peso corporal de las ratas de cada grupo.

En una revision bibliografica previa de la literatura acerca de este tema se identifico que
la mayoria de los estudios que evalian el efecto de productos edulcorantes sobre
cualquier aspecto de la salud, definen la dosis teniendo en cuenta la ingesta diaria
admisible establecida para humanos, que es la cantidad méaxima que puede consumir
una persona de forma segura todos los dias, durante toda la vida (U.S. Food and Drug
Administration, 2006). Por lo cual en el desarrollo de esta investigacion la dosis brindada
a cada grupo fue la cantidad maxima de ingesta diaria admisible establecida por la OMS
para el caso de la sacarosa y por la FDA (Food and Drug Administration) para el caso de
aspartamo, sucralosa y stevia, y a la vez teniendo en cuenta la sumatoria total del peso

obtenido de cada rata perteneciente al respectivo grupo.

Tabla 1. Concentraciones experimentales de cada edulcorante por cada 100 g de peso

corporal de las ratas pertenecientes a cada grupo de estudio

EDULCORANTE Producto comercial Ingesta diaria admisible | Ingesta diaria admisible por cada 100 gr
establecida (mg/kg/dia) de peso corporal
Sacarosa AzUcar Incauca | 833 mg/kg/dia 83.3 mg/100 g de peso corporal/dia

(Sacarosa al 100%)
<10% del valor calérico
total (Basado en una
dieta de 2000 Kcal)

Aspartamo Equal (Aspartamo al | 40 mg/kg/dia 4 mg/100 g de peso corporal/dia
1.64%)

Sucralosa Splenda (Sucralosa al | 15 mg/kg/dia 1.5 mg/100 g de peso corporal/dia
1.2%)

Stevia Incauca Zero (Stevia al | 4 mg/kg/dia 0.4 mg/100 g de peso corporal/dia

1.5%)

Elaborado por: Laura Brigitte Aya Ramos

De esta forma, la cantidad de edulcorante con la que se prepar6 la mezcla fue calculada

de la siguiente manera:
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X = Ingesta diaria admisible por cada 100 gr de peso (mg) x Suma total del peso de las
ratas del grupo (g)/100 g de peso corporal

X = Cantidad en (mg) de edulcorante = Se convirtié a (g) para preparar la mezcla

De igual manera se tuvo en cuenta el porcentaje de concentracién de cada edulcorante

en el producto utilizado

Y = 100 g de producto x Cantidad en (g) de edulcorante (determinado anteriormente)/ %

de [ ] del edulcorante

Y = Cantidad en (q) de producto para preparar la mezcla final

Medicion del peso corporal

El dia postnatal 22 una vez asignadas las ratas a los diferentes grupos experimentales se
realizd la primera medicién del peso corporal para tomarlo como linea de base. La
segunda mediciobn se realizé el dia posnatal 25 (antes de iniciar el protocolo
experimental) y a partir de ese momento cada 4 dias hasta el dia posnatal 49. La toma
del peso corporal ademas de ser una variable estudiada para su posterior analisis,
también sirvi6 de guia para establecer la cantidad de producto necesario para la
preparacion de la mezcla con edulcorante cada 4 dias que fue el periodo estipulado para
el cambio de la dosis de concentracion. La toma del peso corporal se realiz6 haciendo
uso de una bascula Mettler BD 601, cada rata se ubic6 en un contenedor, posteriormente
se colocé en la bascula previamente tarada y se esperé a que el tablero digital arrojara el

valor de peso, el dato obtenido fue anotado en una hoja de registro.
Control de la glucosa sanguinea
Para obtener los datos del control glucémico, se hizo uso de un glucémetro de marca

TRUE Result (NIPRO Diagnostics, Inc). Se tom6 una medicion de glucosa basal el dia

postnatal 26 previo al inicio del protocolo experimental con edulcorante y a partir de ese
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momento cada 5 dias hasta el dia posnatal 51. La muestra de sangre se obtuvo por

puncién en la cola de cada uno de los animales.

Para la obtencién de la muestra de sangre de la cola de la rata, ésta se froté de la parte
proximal a la distal con alcohol, posteriormente se realizd un pinchazo con una lanceta en
el extremo distal de la cola y la gota de sangre se recolectdé directamente en una tira
reactiva insertada en el glucometro digital, el valor obtenido se anoté en una hoja de

registro.

Evaluacién comportamental en la prueba de campo abierto

Para establecer si la separacion materna durante la lactancia puede estar asociada con
cambios comportamentales asociados a la actividad locomotora, el dia postnatal 49, 50 o
51 durante la fase de oscuridad del ciclo, las ratas fueron sometidas a la prueba de
campo abierto, un test comportamental que permite evaluar conductas relacionadas con
hiperactividad. Este experimento se realiz6 en el Laboratorio de Aprendizaje y
Comportamiento Animal (LACA) del departamento de Psicologia de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota. Siempre se tuvo en cuenta las condiciones

ambientales, de temperatura y de luz necesarias para su correcto desarrollo.

Cada rata fue trasladada cuidadosamente desde el Bioterio hasta el LACA alojada en
una jaula pequefia previamente provista de viruta limpia en una nevera de icopor para
evitar los efectos de la luz vy el ruido durante el transporte, una vez en el LACA se instal6é
la nevera en el piso del cuarto del experimento y se procedi6 a realizar la prueba, para
ello con la luz apagada, la rata fue ubicada en el centro del campo y a partir de ese
momento se registré6 a través de un sistema de video el comportamiento del animal
durante un periodo de cinco minutos. Se cuantificaron los parametros de ambulacién
(nimero de cruzamientos en el campo), frecuencia y duracion en el area central y en la
periferia, asi como comportamientos relacionados con Grooming, Rearing, Corner y

Freezing.

Nota: Antes de llevar a cabo la evaluacién comportamental a las hembras se les realiz6

el protocolo de ciclaje para determinar la etapa del ciclo estral en la que se encontraban.
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La prueba comportamental se realizé siempre dentro de la fase de diestro ya que durante
este periodo es en el que hay menor nivel de hormonas, todo esto con el fin de garantizar
una menor variabilidad intragrupos en el comportamiento debida a cambios hormonales.

Este procedimiento se realiz6 mediante la recoleccion de la secrecion vaginal de las ratas
y el uso de material para tincion, que posteriormente fue analizado a través de un

microscopio.

Analisis Estadistico

Los datos se analizaron haciendo uso del programa estadistico IBM SPSS Statistics
Version 20. Para todas las variables se realiz6 una comparacion de medias a través de
un analisis de varianza (ANOVA) de un factor tomando como variable dependiente (Peso
Corporal, Glucosa Sanguinea, Volumen de consumo de agua y Edulcorantes y los
diferentes pardmetros comportamentales arrojados en la prueba de campo abierto) y
como factor se tomé el grupo experimental y se comparé con su respectivo control. Se

establecié como diferencia estadisticamente significativa un valor de p<0.05.

6.Resultados

Peso Corporal Machos

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en el analisis de ganancia de peso
corporal en el grupo de machos. En la Figura 1 se observa como es de esperarse dado
gue hay crecimiento y desarrollo, que se presenta un aumento progresivo del peso
corporal a través del tiempo en cada uno de los grupos de estudio y que para todos se
mantiene de forma similar. Es notable que en todos los tiempos registrados en este
experimento el grupo SM - Sacarosa es el que mayor ganancia de peso corporal tiene
cuando se compara con los demas grupos de estudio, ademas de ser el grupo en el que

mayor diferencia estadistica se presenta con respecto a su control (p<0.01). El
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incremento de peso corporal en ese grupo podria deberse a la ansiedad generada por el

estrés temprano que a su vez se asocia con un aumento en la ingesta de sacarosa con

su respectivo incremento en el aporte calérico, dado que en este grupo es mayor el

consumo, comparado con el grupo no separado.

Adicionalmente en la Figura 1 se puede observar de manera particular que en la mayoria

de los tiempos que fue medido este parametro antropométrico en los machos, los

animales que generan una mayor ganancia de peso corporal son los que fueron

sometidos al protocolo de separacién materna con respecto a los no separados. Esto

demuestra que el estrés neonatal podria vincularse con una mayor ganancia de peso

corporal.
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Figura 1. Ganancia de peso corporal en (gr) para los machos durante el tiempo del experimento en cada uno de los grupos de estudio. La

significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10),

Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM (n: 10), Stevia-Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10),

Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05., **p:<0.01
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Peso Corporal Hembras

En la Figura 2 se grafica el aumento del peso corporal en las hembras. Es notable que en
la mayor parte de los tiempos registrados los grupos que fueron sometidos a estrés
neonatal por separacion son los que mayor ganancia de peso corporal tienen cuando se
comparan con los grupos no separados, especialmente en el grupo de hembras que
consumié aspartamo en el cual se presenta mayor diferencia estadistica con respecto a
su control (p<0.01). Tal incremento del peso corporal en ese grupo se puede relacionar
con el estrés inducido por separacion, dado que de igual manera en este grupo es mayor
el consumo del edulcorante, comparado con el grupo no separado.

No obstante se puede observar que en los grupos hembras que consumieron stevia el
grupo que no fue sometido a estrés neonatal generé mayores cifras de ganancia de peso
comparado con el grupo al que se le realizo separacién materna durante la lactancia con
una diferencia estadistica (p<0.01). Estos resultados pueden deberse que a éste es un
edulcorante natural sin aporte cal6rico, ademas se demuestra que para este grupo en

particular el estrés neonatal no se vincula con mayor ganancia de peso.
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Figura 2. Ganancia de peso corporal en (gr) para las hembras durante el tiempo del experimento en cada uno de los grupos de estudio. La
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significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 7), Agua-Cont (n: 8),
Sacarosa-SM (n: 8), Sacarosa-Cont (n: 8), Stevia-SM (n: 8), Stevia-Cont (n: 8), Sucralosa- SM (n: 8), Sucralosa-Cont (n: 8), Aspartamo-SM
(n: 8) y Aspartamo-Cont (n: 8). *p:<0.05., **p:<0.01

Glucosa Sanguinea Machos

En la Figura 3 se presentan los resultados obtenidos en el andlisis de glucosa sanguinea
en el grupo de machos. Aqui se muestra que los niveles de glucosa en sangre no
presentan una tendencia creciente a través del tiempo en los diferentes grupos de
estudio. Se puede observar que en los machos las diferencias estadisticamente
significativas muestran que el estrés neonatal genera un incremento en los niveles de
glucosa en sangre en la mayoria de los tiempos registrados. Adicionalmente es
importante mencionar que de acuerdo con los resultados obtenidos el consumo de

sacarosa no afecta de manera significativa este paramétrico sérico.

Por otro lado en la Figura 3, se evidencia que en la mayoria de los tiempos registrados
los grupos que consumieron los edulcorantes evaluados tienen niveles ligeramente mas
altos de glucosa sanguinea cuando se comparan con los grupos que consumieron
Unicamente agua, demostrando que los edulcorantes podrian estar afectando

negativamente las cifras de glucosa en sangre.
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Glucosa Sanguinea MACHOS
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Figura 3. Niveles de glucosa sanguinea en (mg/dL) para los machos durante el tiempo del experimento en cada uno de los grupos de

estudio. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont
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Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05., **p:<0.01

Glucosa Sanguinea Hembras

En la Figura 4 se puede observar que los grupos de hembras sometidos a estrés

neonatal por separaciébn materna tienen mayores niveles de glucosa sanguinea con

respecto a los animales que no fueron separados, este patron se presenta especialmente

en los grupos de stevia y sucralosa, en donde existe mayor diferencia estadistica

(p<0.01). Al igual que en el grupo de machos los resultados obtenidos ponen de

manifiesto que el consumo de sacarosa no afecta de manera significativa este

z
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paramétrico sérico.

Adicionalmente se hace evidente que en los dias 41, 46 y 51 los grupos de hembras que

consumieron los edulcorantes evaluados tienen niveles ligeramente mas altos de glucosa

te agua, ese

-

Unicamen

do se comparan con los grupos que consumieron

’

sanguinea cuan
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comportamiento se presenta especialmente los grupos sometidos a estrés neonatal que

consumieron stevia, sucralosa y aspartamo, demostrando que en las hembras el

consumo de edulcorantes podria estar afectando negativamente las cifras de glucosa en

sangre.
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Figura 4. Niveles de glucosa sanguinea en (mg/dL) para las hembras durante el tiempo del experimento en cada uno de los grupos de

estudio. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 7), Agua-Cont (n:

8), Sacarosa-SM (n: 8), Sacarosa-Cont (n: 8), Stevia-SM (n: 8), Stevia-Cont (n: 8), Sucralosa- SM (n: 8), Sucralosa-Cont (n: 8), Aspartamo-

SM (n: 8) y Aspartamo-Cont (n: 8). *p:<0.05., **p:<0.01

Volumen Consumo de Agua y Edulcorantes Machos

La Figura 5 muestra que los machos que consumieron sacarosa, stevia y sucralosa que

fueron sometidos al protocolo de separacion materna durante la lactancia presentan un

Este incremento en el

mayor consumo de edulcorante con respecto a su control.

consumo demuestra que el estrés inducido por separacion genera una alteracién en los

patrones de ingesta dado por un incremento de la preferencia en el consumo de

edulcorantes.
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No obstante se puede observar que en los grupos de machos que consumieron
aspartamo el grupo que no fue sometido a estrés neonatal gener6 mayores cifras de
consumo comparado con el grupo al que se le realizé6 separacion materna durante la

lactancia con una diferencia estadistica (p<0.01).

Adicionalmente en la Figura 5 se evidencia que en general los grupos que consumieron
sacarosa, sucralosa y aspartamo presentan cifras significativamente mas altas de
consumo de liquidos en el dia al compararlos con el control general (Sin edulcorante -

Sin estrés neonatal).

Volumen Consumo de Edulcorantes MACHOS

*® K

WEM - AGUA

®CONT- AGUA

WEM - SACAROSA

@ CONT - SACAROSA

m5M - STEVIA
®CONT- STEVIA

\ W5M - SUCRALOSA

% CONT - SUCRALOSA

Volumenenml
<}

W 5M - ASPARTAMO
@ CONT - ASPARTAMO

Figura 5. Consumo de agua o de la mezcla con edulcorante en (mL) para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se
muestra entre el grupo de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-
Cont (n: 10), Stevia-SM (n: 10), Stevia-Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n:
10). **p:<0.01

Volumen Consumo de Agua y Edulcorantes Hembras

En la Figura 6 se muestra que todos los grupos de hembras que fueron sometidos al
protocolo de separaciéon materna durante la lactancia presentan un mayor consumo de
edulcorante, este patrén de consumo se muestra especialmente en los grupos que
consumieron sacarosa, stevia y aspartamo, en los cuales se presenta mayor diferencia

estadistica con respecto a su control (p<0.01). Este incremento en el consumo



37

demuestra que el estrés inducido por separacion genera una alteracion en los patrones
de ingesta dado por un incremento en la preferencia de los edulcorantes para los grupos

de hembras evaluados.

De igual manera en la Figura 6 se puede observar que en general los grupos de hembras
gue consumieron sacarosa, sucralosa y aspartamo presentan cifras significativamente
mas altas de consumo de liquidos en el dia al compararlos con el control general (Sin

edulcorante - Sin estrés neonatal).

Volumen Consumode Edulcorantes HEMBRAS
40

B SM -AGUA

w CONT - AGUA

B SM - SACAROSA

% CONT - SACAROSA
SM - STEVIA

CONT - STEVIA

Volumen en mL
o
5}

SM - SUCRALOSA
CONT - SUCRALOSA
B 5M - ASPARTAMO
8 CONT - ASPARTAMO

ol R

Grupo

Figura 6. Consumo de agua o de la mezcla con edulcorante en (mL) para todos los grupos de hembras. La significancia estadistica se
muestra entre el grupo de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 7), Agua-Cont (n: 8), Sacarosa-SM (n: 8), Sacarosa-
Cont (n: 8), Stevia-SM (n: 8), Stevia-Cont (n: 8), Sucralosa- SM (n: 8), Sucralosa-Cont (n: 8), Aspartamo-SM (n: 8) y Aspartamo-Cont (n: 8).
**n:<0.01

Prueba Campo Abierto Machos

En el andlisis de los parametros relacionados con locomocion para los grupos de machos
se encontré que en el grupo de stevia que fue sometido a estrés neonatal se gener6 un
mayor niumero de entradas en la periferia (Figura 7) y en el area central (Figura 9), asi
como un mayor numero de cruzamientos en el centro (Figura 11) con una diferencia
estadistica respecto a su control (p<0.05), adicionalmente para el parametro de
cruzamientos en la periferia (Figura 12) se hace evidente que el grupo de sacarosa que

fue separado de su madre presenta mayor nimero de cruzamientos en esta area con
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una diferencia estadistica cuando se compara con los animales no separados (p<0.05).
Se observa que en el parametro de locomocion todos los grupos que fueron sometidos al
estrés neonatal y consumieron edulcorantes durante la fase experimental tienen mayores
cifras de actividad locomotora al comparalos con sus respectivos controles, lo que indica
gue la realizacion del protocolo de separacién materna durante la lactancia y el consumo

de edulcorante afecta de manera significativa dicho parametro.

Por su parte los parametros relacionados con ansiedad muestran que el grupo control de
stevia presenta un mayor tiempo de permanencia en la periferia (Figura 8) cuando se
compara con los animales que consumieron dicho edulcorante y que fueron sometidos a
estrés neonatal con una diferencia estadistica (p<0.05), ademas se observa que los
grupos controles fueron los que presentaron mayor tiempo de permanencia en dicha
area. Asi mismo para el pardmetro de Corner (Figura 16 y 17) se encontré que los grupos
control de sacarosa y sucralosa presentaron mayor tiempo y frecuencia en dicho
comportamiento al compararse con los animales que fueron separados de su madre con
una diferencia estadistica (p<0.05); finalmente de los pardmetros relacionados con
ansiedad se encuentra el tiempo y frecuencia de Freezing (Figura 18 y 19) en donde al
igual que en las variables anteriores los grupos control, es decir los que no fueron
sometidos a estrés neonatal que consumieron agua, sacarosa (p<0.05), sucralosa y
aspartamo presentaron con mayor frecuencia dichos comportamientos. Con estos
resultados se puede concluir que la realizacidon del protocolo de separacion materna
durante la lactancia y el consumo de los diferentes edulcorantes estudiados no afecta de
manera negativa comportamientos relacionados con ansiedad en los animales
evaluados, ya que las variables anteriormente mencionadas se presentan con mayor

frecuencia en los grupos control.

En cuanto a los parametros relacionados con actividad ansiolitica est4 el tiempo de
permanencia en el area central (Figura 10) en donde se encontré que todos los grupos
gue fueron sometidos a estrés neonatal estuvieron con mayor frecuencia en dicha area,
especialmente el grupo de stevia (p<0.05). Asi mismo en el analisis del parametro de
Grooming (Figura 13) se demostré que los animales que fueron separados de su madre

presentaron mayor frecuencia de este comportamiento, especialmente el grupo de
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sacarosa (p<0.05), lo cual demuestra que los grupos sometidos al protocolo de
separacion materna durante la lactancia presentaron un comportamiento ansiolitico y se
encontraron mas relajados en la prueba de campo abierto. Finalmente para el parametro
de Rearing (Figura 14 y 15) en el analisis se evidencié que los grupos sometidos a estrés
neonatal presentaron con mayor frecuencia este comportamiento, principalmente en el
grupo de aspartamo (p<0.05), demostrando que los grupos sometidos al protocolo de
separacion materna durante la prueba de campo abierto tuvieron una mayor tendencia a

la exploracién y presentaron mayor atencion espacial inespecifica.

Entradas Periferia MACHOS

%

| e |

70
W SM - AGUA

W CONT - AGUA
B SM - SACAROSA

® CONT - SACAROSA
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N W SM -STEVIA
40 § CONT - STEVIA

W SM - SUCRALOSA

Entradas Periferia (#)

& CONT - SUCRALOSA
M SM - ASPARTAMO
& CONT - ASPARTAMO

Grupo

Figura 7. Nimero de entradas a la periferia para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de
edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM
(n: 10), Stevia-Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05
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Curzamientos Periferia MACHOS

mSM -AGUA
N CONT -AGUA

%)
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» CONT - STEVIA
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Cruzamiento Periferia
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& CONT - ASPARTAMO

00 2 SN

Figura 12. Nimero de cruzamientos en la periferia para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo
de edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM
(n: 10), Stevia-Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05

Frecuencia de Grooming MACHOS

HSM - AGUA
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B SM - SACAROSA

® CONT - SACAROSA
W SM - STEVIA

® CONT - STEVIA

W SM - SUCRALOSA

® CONT - SUCRALOSA
W SM - ASPARTAMO
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Figura 13. Frecuencia de Grooming para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante
con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM (n: 10), Stevia-
Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05
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Frecuenc ia Rearing MACHOS

.

2

S

* %k

| |

S

Figura 14. Frecuencia de Rearing para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante

con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM (n: 10), Stevia-
Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). **p:<0.01

Tiempo Rearing MACHOS

L
:

*
—

N

8 CONT - STEVIA

N CONT - SUCRALOSA

Figura 15. Tiempo de Rearing en (seg) para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de

edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM
(n: 10), Stevia-Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05
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Frecuenc ia Freezing MACHOS

s
msM o]
§ & CONT - ASPARTAMO

Figura 18. Frecuencia de Freezing para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de edulcorante
con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM (n: 10), Stevia-
Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). *p:<0.05

Tiempo de Freezing MACHOS

B 5M - SACAROSA
® CONT - SACARDSA

& CONT - SUCRALOSA
= 5M - ASPARTAMO
® CONT - ASPARTAMO
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Figura 19. Tiempo de Freezing en (seg) para todos los grupos de machos. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de
edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 10), Agua-Cont (n: 10), Sacarosa-SM (n: 10), Sacarosa-Cont (n: 10), Stevia-SM
(n: 10), Stevia-Cont (n: 9), Sucralosa- SM (n: 10), Sucralosa-Cont (n: 10), Aspartamo-SM (n: 9) y Aspartamo-Cont (n: 10). **p:<0.01
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Prueba Campo Abierto Hembras

En el andlisis de los pardmetros relacionados con locomocion en los grupos de hembras
se encontr6 que en el grupo de sucralosa que fue sometido a estrés neonatal se generd
un mayor nimero de entradas en la periferia (Figura 20) y en el area central (Figura 22),
asi como un mayor numero de cruzamientos en el centro (Figura 24) con una diferencia
estadistica respecto a su control (p<0.05), de igual manera el grupo de aspartamo que
fue separado de su madre presentdé mayor niumero de entradas en la periferia cuando se
compara con los animales no separados con una diferencia estadistica (p<0.05). Con los
resultados de la prueba de campo abierto para el parAmetro de locomocién en el grupo
de hembras se puede concluir que los grupos que fueron sometidos al estrés neonatal y
consumieron edulcorantes durante la fase experimental tienen mayores cifras de

actividad locomotora al comparalos con sus respectivos controles.

Por su parte los parametros relacionados con ansiedad muestran que los grupos control
de stevia, sucralosa y aspartamo presentan un mayor tiempo de permanencia en la
periferia (Figura 21) cuando se comparan con los animales que consumieron dichos
edulcorantes y que fueron sometidos a estrés neonatal con una diferencia estadistica
(p<0.05). No obstante en el analisis del parametro de Corner (Figura 27) se encontro que
los grupos de agua y stevia que fueron sometidos a estrés neonatal presentaron con
mayor frecuencia dicho comportamiento con una diferencia estadistica al compararse con
su respectivo control (p<0.05); finalmente de los parametros relacionados con ansiedad
se encuentra el comportamiento de Freezing (Figura 28) en donde puede observarse que
el grupo control de agua es decir el que no fue sometido a estrés neonatal presentd un

mayor tiempo en dicho comportamiento.

Por otro lado, en cuanto a los pardmetros relacionados con actividad ansiolitica esta el
tiempo de permanencia en el area central (Figura 23) en donde se encontré que los
grupos de hembras con stevia, sucralosa y aspartamo que fueron sometidos a estrés
neonatal estuvieron con mayor frecuencia en dicha area con una diferencia estadistica
cuando se compara con los animales no separados (p<0.05). Asi mismo en el andlisis del

parametro de Grooming (Figura 25) se demostré que los animales que consumieron
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aspartamo y fueron separados de su madre presentaron con mayor frecuencia este
comportamiento con una diferencia estadistica comparado con su control (p<0.05).
Finalmente para el parametro de Rearing (Figura 26) en el andlisis se evidencié que de
manera general los grupos sometidos al estrés neonatal presentaron con mayor
frecuencia este comportamiento, principalmente el grupo de sacarosa y stevia mostrando
una diferencia estadistica cuando se compara con los animales no separados (p<0.05),
demostrando que los grupos sometidos al protocolo de separacion materna durante la
prueba de campo abierto tuvieron una mayor tendencia a la exploracién y presentaron
mayor atencién espacial inespecifica.

Entradas Periferia HEMBRAS

14,0
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& CONT - AGUA
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# CONT - SACAROSA
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0,0 7

Grupo

Figura 20. Nimero de entradas a la periferia para todos los grupos de hembras. La significancia estadistica se muestra entre el grupo de
edulcorante con su respectivo grupo control. Agua-SM (n: 7), Agua-Cont (n: 8), Sacarosa-SM (n: 8), Sacarosa-Cont (n: 8), Stevia-SM (n: 8),
Stevia-Cont (n: 8), Sucralosa- SM (n: 8), Sucralosa-Cont (n: 8), Aspartamo-SM (n: 8) y Aspartamo-Cont (n: 8). *p:<0.05., **p:<0.01
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Stevia-SM (n: 8), Stevia-Cont (n: 8), Sucralosa- SM (n: 8), Sucralosa-Cont (n: 8), Aspartamo-SM (n: 8) y Aspartamo-Cont (n: 8). *p:<0.05.,
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7.Discusion

El presente estudio demuestra que la realizacion del protocolo de separacion materna
durante la lactancia, considerado un modelo animal que refleja un evento estresante en
la vida temprana y que es (til para evaluar los efectos de un ambiente temprano adverso
sobre los perfiles de comportamiento y el funcionamiento fisioldgico y neuroendocrino en
la vida adulta, genera ajustes fenotipicos en la estructura de la conducta alimentaria
especialmente dado por una mayor preferencia en el consumo de productos edulcorantes
los cuales pueden ser considerados alimentos altamente palatables debido a que
independientemente de su valor nutritivo contienen un conjunto de caracteristicas
organolépticas que tras su consumo confieren sensaciones agradables a quien los
consume especialmente por su sabor dulce. Asi mismo, con los resultados obtenidos en
el presente estudio se puede demostrar que dicho protocolo de estrés neonatal afecta de
manera significativa la ganancia de peso corporal, las cifras de glucosa sanguinea y
parametros relacionados con locomocion en ratas Wistar de ambos sexos. Las
diferencias encontradas en las variables evaluadas en esta investigacion con respecto a
otros estudios pueden deberse en cierta medida a los protocolos y disefios empleados en
cuanto a los procedimientos de separacion materna para generar el estrés neonatal, ya
gue como se sabe existen diversos protocolos que difieren en el tipo de manipulacién
gue se realiza, el tiempo y el ambiente, lo cual genera diferentes repercusiones en el
organismo y por ende, en el desarrollo fisiol6gico y metabdlico del animal (Lehmann &
Feldon, 2000; Ruedi-Bettschen & Cols, 2004).

Los resultados de varios investigadores y del Grupo de Investigacién de Neurofisiologia
Comportamental de la Universidad Nacional de Colombia, utilizando un modelo en rata,
evidencian alteraciones fisiolégicas y comportamentales relacionadas con ansiedad
ocasionadas por la disrupcién del vinculo materno en la etapa neonatal. Aunado a eso,
se sabe que la ansiedad puede conducir al aumento del consumo de alimentos
particularmente dulces y esto a su vez afecta de manera directa tanto la ganancia de

peso como los niveles de glucosa en sangre.
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El protocolo de separacibn materna durante la lactancia en algunos casos ha podido
extrapolarse a los efectos de los eventos traumaticos durante la vida temprana en el ser
humano, que se asocian con mayor vulnerabilidad a desérdenes psiquiatricos y que
puede influir en el desarrollo de sintomas como la ansiedad, patrones de ingesta no
modulados, hiperactividad y que a su vez se pueden vincular con enfermedades crénicas
como la obesidad y la diabetes las cuales reducen la calidad y la esperanza de vida, y en
las que se ha encontrado que no solo son atribuibles a factores de estilo de vida, sino

también a marcas epigenéticas que son determinadas por el ambiente neonatal.

En esta investigacion se tuvo en cuenta el género de los animales durante la fase
experimental y en el andlisis estadistico, ya que como se sabe el género es una variable
importante que parece conferir vulnerabilidad diferencial frente al estrés.

Efecto de la Separacion materna sobre el consumo de edulcorantes

Algunos estudios han indicado una fuerte correlacion entre eventos trauméticos durante
la vida temprana, como la separacion materna sobre el desarrollo de alteraciones
conductuales, incluidos el abuso en el consumo de sustancias (Michaels & Holtzman,
2006; Moffetta & Cols, 2007) y patrones de ingesta no modulados (George & Cols, 2010).
En la presente investigacion se encontr6 que el protocolo de separaciébn materna durante
la lactancia genera significativamente un mayor consumo de Sacarosa, Stevia, Sucralosa
y Aspartamo en el grupo de hembras, y aunque en el grupo de machos no se encuentran
diferencias estadisticamente significativas es claro que el estrés neonatal genera un
patrén similar dado por un incremento en el consumo de dichos edulcorantes. Estos
resultados son congruentes con los encontrados en el estudio de Michaels et al, 2006 en
el que se evidencia que el consumo de una solucion de sacarosa al 10% fue
significativamente mayor en los animales que fueron sometidos a estrés posnatal. Asi
mismo Paternain at al, 2012 encontraron que ratas que sufren separaciébn materna
durante el periodo de lactancia muestran una respuesta fisiologica diferencial frente al
consumo de sacarosa en la vida adulta en comparacion con los controles, en donde los
animales separados presentan un incremento en su consumo, lo cual a su vez puede
vincularse a una ganancia de peso corporal asociado a este comportamiento alimentario

generado por el estrés temprano.
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Estos resultados ponen de manifiesto que la separaciébn materna durante la lactancia
altera el comportamiento alimentario en ratas, y al igual que en otros estudios se
demuestra que los animales expuestos a estrés neonatal presentan una clara preferencia
por la ingestion de alimentos altamente palatables (Dallman & Cols, 2003; Silveira &
Cols, 2004). Esta alteracion en la conducta alimentaria puede ser consecuencia de los
efectos negativos producidos por la separacion materna como un contacto
somatosensorial disminuido durante la vida temprana, una reduccién en el suministro de
nutrientes o la disfuncién generada en el eje Hipotalamo Pituitaria Adrenal (HPA), ya que
es durante el periodo neonatal cuando se desarrollan los circuitos y mecanismos
neuronales que pueden estar relacionados con los perfiles de comportamiento en la vida
adulta (Cicchetti & Manly, 2001; Levine, 2002; Maniam & Morris, 2010).

De igual manera estos resultados pueden asociarse al déficit en el aporte nutricional que
presentan los animales sometidos al protocolo de separacion materna durante sus
primeros dias de vida; al respecto algunos estudios han demostrado que una
alimentacién neonatal con un bajo aporte de proteinas, induce una interrupcién a largo
plazo en los patrones de expresion de varios genes implicados en la regulacion de la
ingesta de alimentos y el metabolismo energético (Orozco & Cols, 2010).

Por otro lado el incremento que se presentdé en el consumo de los productos
edulcorantes en el grupo de animales sometido a estrés neonatal puede vincularse con
un incremento en los niveles de Neuropéptido Hipotalamico Y, un neuropeptido orexigeno
gue potencia la ingesta de alimentos a través de la estimulacién del apetito; al respecto
existen investigaciones que evidencian que los niveles de este péptido se pueden alterar
tras la exposicion a estrés temprano (Husum & Mathe, 2002; Ryu & Cols, 2008). Asi
mismo se sabe que la separacion materna durante la lactancia genera un incremento en
los niveles de cortisol (Dallman & Cols, 2003), este es un glucocorticoide con
caracteristicas orexigénicas que de igual manera puede tener un efecto sobre la

estimulacion del apetito y el incremento en el consumo de los edulcorantes.

De manera general, las preferencias alimentarias pueden afectar diversos procesos

fisiolégicos, en el caso de la preferencia por los azucares tanto naturales como artificiales
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participa el receptor gustativo del sabor dulce (TAS1R2), el transportador de glucosa
isoforma 2 (GLUTZ2), la leptina y su receptor (LEP y LEPR, respectivamente), asi como el
receptor de dopamina tipo 2 (DRD2), los cuales podrian alterarse después de la
exposicion a estrés neonatal. Al respecto se ha demostrado que el abuso en el consumo
de sustancias como drogas y alcohol se vincula con el DRD2 al igual que la ingesta de
edulcorantes, ya que el consumo de dichas sustancias estimula los centros de
recompensa cerebral localizados en el nlcleo accumbens y en el area ventral tegmental
(Ramos & Cols, 2013), por lo cual se podria predecir que en los animales en los que se
genera mayor preferencia por el consumo de edulcorantes, también se podria desarrollar
mayor preferencia por el consumo de drogas y alcohol.

Efecto de la Separacidon materna sobre la ganancia de peso corporal

El presente estudio demuestra que la realizacion del protocolo de separacién materna
durante la lactancia afecta de manera significativa la ganancia de peso corporal en el
grupo de machos que consumié Sacarosa y en el grupo de hembras que consumio
Aspartamo. Estos resultados son congruentes con los encontrados por da Silva et al,
2014; Jahng, 2011 y Ryu et al, 2008 en donde se demostr6 que los animales expuestos
a separacion materna tienen cifras significativamente mayores de ganancia de peso
corporal que los animales que no han sido manipulados en el periodo neonatal. Esta
ganancia de peso diferencial puede estar vinculada a las modificaciones a nivel
metabdlico generadas por la separacion materna, como la hipertrofia de los adipocitos
(Loizzo & Cols, 2006) y el aumento en el tejido graso visceral (Paternain & Cols, 2012).
Al respecto otras investigaciones ponen de manifiesto que los niveles de Neuropéptido
Hipotalamico Y se pueden alterar tras la exposicion a estrés temprano (Husum & Mathe,
2002; Ryu & Caols, 2008), este péptido se ha vinculado con una disminucion significativa
en el gasto energético, asi como con un incremento en la actividad de las enzimas
lipogénicas del higado y del tejido adiposo lo que se puede vincular con mayor peso

corporal.

El incremento del peso corporal en el grupo de machos y hembras se puede relacionar
con el aporte calorico de la sacarosa y del aspartamo, ya que como se sabe de los

edulcorantes utilizados en esta investigacién, estos dos son los Unicos que tras su
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metabolismo oxidativo aportan 4 Kcal/g (Lin & Cheng, 2000; Rastogi & Cols, 2001),
ademds esta ganancia de peso se puede asociar también con el estrés inducido por
separacion, dado que de igual manera en estos grupos se presentd un mayor consumo
de edulcorante comparado con el grupo no separado. En cuanto a los resultados de las
hembras, en donde se present6 mayor peso en el grupo de aspartamo, se evidencia que
este edulcorante en particular puede tener efectos moduladores negativos sobre la
regulacién de mecanismos apetito/hambre y sobre la ingesta de alimentos, es decir, que
su consumo en lugar de controlar la pérdida o mantenimiento del peso corporal, genera
mayores cifras de obesidad (Appleton & Cols, 2004; Reid & Cols, 2007; Van Wymelbeke
& Cols, 2004). Por su parte la sacarosa conduce a una mayor acumulacion de grasa a
nivel visceral, especialmente a nivel hepatico (Sadi & Cols, 2014), por esta razén es
posible que el grupo de machos que consumid este tipo de azlcar generd mayores cifras
de ganancia de peso corporal en todos los tiempos en los cuales se tomo registro de esta
variable antropométrica al compararlos con los demas grupos experimentales en este
estudio. Adicionalmente se sabe que la separacion materna durante la lactancia genera
un incremento en los niveles de cortisol (Dallman & Cols, 2003), este es un
glucocorticoide que puede alterar de manera significativa el peso corporal en los

animales estudiados.

No obstante también se encuentra evidencia cientifica que sefiala la ausencia de una
alteracion significativa en este parametro antropométrico en las ratas que experimentan
separacion materna en la vida temprana (Tamashiro & Cols, 2007; Roque & Cols, 2014).
De hecho, en esta investigacion se encontré que el grupo de hembras que consumio
Stevia y no fue sometido a estrés neonatal presenté mayores cifras de ganancia de peso
comparado con las hembras que tuvieron separacibn materna. Estos resultados
controversiales con respecto al efecto de la separacién materna sobre el peso corporal
pueden deberse a la variabilidad de los protocolos de separacion utilizados, a las
especies y cepas investigadas o al tipo y composicién de dieta utilizada, pardmetros que

pueden afectar de manera importante el peso corporal.
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Efecto de la Separacion materna sobre las cifras de glucosa sanguinea

Los resultados de este estudio demuestran que la realizacién del protocolo de separacion
materna durante la lactancia afecta de manera significativa las cifras de glucosa
sanguinea en las hembras que consumieron stevia y sucralosa, y en el grupo de machos
aungue no se presentan diferencias estadisticamente significativas es claro que el estrés
neonatal genera un patron similar dado por un incremento en los valores de glucosa en
los grupos con aspartamo, stevia y sucralosa. Estos resultados son comparables con los
encontrados por otras investigaciones, en donde se ha encontrado que en modelos
animales el estrés posnatal genera una programacion a enfermedades crénicas del
adulto acompafiado por una serie signos de alteracion metabdlica muy similares a los
encontrados en la diabetes mellitus tipo 2, incluido mayores niveles de glucosa en sangre
(Lesage & Cals, 2004)

Los resultados obtenidos en esta variable ponen de manifiesto que el estrés neonatal
puede conllevar a alteraciones metabdlicas y hormonales (Loizzo & Cols, 2006), las
cuales podrian estar vinculadas a una alteracion en la estructura y/o funcion del pancreas
endocrino, que se ha reportado en algunos estudios como una consecuencia importante
de los eventos adversos tempranos (Holness & Cols, 2000). Asi mismo se sabe que la
separacion materna durante la lactancia genera un incremento en los niveles de cortisol
(Dallman & Cols, 2003), este es un glucocorticoide que puede alterar de manera

significativa los resultados en la glucosa sanguinea.

Las mayores cifras de glucosa en sangre en el grupo de hembras que consumié
sucralosa, se puede explicar debido a que en su metabolismo, el 5% de la sucralosa es
absorbida por el tracto gastrointestinal y puede pasar al torrente sanguineo;
adicionalmente la sucralosa es un edulcorante con un alto indice glucémico por lo cual
podria afectar de manera directa las cifras de glucosa en sangre. Por otro lado, se sabe
gue la sacarosa es un disacarido, que tras iniciar su metabolismo se desdobla en sus
monosacaridos constituyentes: la glucosa y la fructosa, que al finalizar su proceso de
digestion pueden ser absorbidos y pasan directamente al torrente sanguineo, por lo tanto
la ingesta de sacarosa afecta directamente los niveles de glucosa sanguinea (Guyton &

Hall, 2011), razén por la cual el grupo de machos que consumié sacarosa genero cifras
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ligeramente méas altas de glucosa sanguinea comparado con algunos grupos

experimentales.

Efecto de la Separacion materna sobre la actividad locomotora

El presente estudio demuestra que la realizacion del protocolo de separacién materna
durante la lactancia genera un incremento significativo de la actividad locomotora en el
grupo de machos que consumio stevia y sacarosa, asi como en el grupo de hembras que
consumié sucralosa y aspartamo. Estos resultados encontrados en la prueba de campo
abierto, para el parametro de locomocién son congruentes con los encontrados por
Garcia et al, 2007; Henao et al, 2014 y Wang et al, 2014 quienes encontraron que las
medidas de actividad motora aumentan significativamente en animales que son
sometidos a separacion materna durante la vida temprana. Estos resultados pueden
explicarse principalmente por el efecto negativo que tiene el estrés neonatal sobre la
actividad del eje Hipotalamo Pituitaria Adrenal (HPA), ademas al efecto negativo que

tienen los eventos adversos tempranos sobre el desarrollo del sistema nervioso.

El incremento de la actividad locomotora en el grupo de machos que consumié sacarosa,
es congruente con otros estudios que han reportado que en ratas que han sido
sometidas a separacion materna y se les ha brindado una solucién de sacarosa
presentan un ligero incremento en este parametro respecto a los animales que no han
sido manipulados en la etapa posnatal (Shalev & Kafkafi, 2002), este ligero incremento
en la actividad locomotora ademas de estar vinculado a la alteracién biol6gica producida
tras la exposicion a estrés neonatal, se puede relacionar con la soluciébn de sacarosa
ofrecida a estos animales, ya que como se sabe el consumo de sacarosa genera un
incremento rapido de la glucosa sanguinea lo que puede producir mayores niveles de

energia incrementando de esta manera la locomocion (Kemper, 2012).
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8.Conclusiones

1. La realizacién del protocolo de Separacion Materna Durante la Lactancia genera una
preferencia por el consumo de Sacarosa, Stevia y Sucralosa en el grupo de machos y de
Sacarosa, Stevia y Aspartamo en el grupo de las hembras, en los animales evaluados en

esta investigacion.

2. El estrés neonatal genera una mayor ganancia de peso corporal en los machos con
Sacarosa y en las hembras con Aspartamo, lo cual puede deberse al incremento en el
consumo de dichos edulcorantes generado por el protocolo de SMDL.

3. La Separacion Materna Durante la Lactancia genera mayores niveles de glucosa
sanguinea en los machos con Stevia, Sucralosa y Aspartamo en algunos tiempos

registrados en esta investigacion y en las hembras con Sucralosa y Stevia.

4. El protocolo de SMDL incrementa la actividad locomotora en el grupo de Stevia y

Sacarosa en machos y en el de Sucralosa y Aspartamo en hembras.

9.Propuestas

v' Se podria realizar un estudio en el que se evalle si el estrés neonatal (SMDL)
altera los niveles de glucocorticoides involucrados en la regulacion del apetito
como la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y el cortisol para determinar
si los niveles de dichos glucocorticoides se vinculan con el peso corporal.

v Se podria desarrollar un estudio en donde se evalle si el estrés neonatal (SMDL)
altera los niveles de neuropéptidos anorexigenos como la pro-opiomelanocortina
(POMC), la hormona concentradora de los melanocitos (a-MSH) y la transcriptasa

relacionada con la cocaina-amfetamina (CART).
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Se podria llevar a cabo un estudio en donde se evalle si el estrés neonatal
(SMDL) altera los niveles de neuropéptidos orexigenos como el neuropéptido Y
(NPY) y la proteina r-Agouti (AgrP)

Se podria realizar un estudio en donde se evalle si el estrés neonatal (SMDL)
tiene impacto sobre la liberacion de hormonas tales como la Insulina, la Grelina y
la Leptina.

Se podria realizar un estudio en donde se evalle si el estrés neonatal (SMDL)
tiene impacto sobre el receptor gustativo del sabor dulce (TAS1R2) y el
transportador de glucosa isoforma 2 (GLUT2)

Se podria desarrollar un estudio en donde se evaliue si el consumo de
edulcorantes mejora la respuesta frente al estrés y puede revertir los efectos
negativos producidos por el estrés neonatal (SMDL) por el efecto de modulacion
de los alimentos apetecibles sobre la funcion del eje HPA.

Se podria llevar a cabo un estudio en donde se evalle si el estrés neonatal
(SMDL) afecta los niveles de adiposidad visceral y/o altera la distribucion de la
grasa corporal.

Se podria realizar un estudio en donde se evalle si el consumo de edulcorantes
per se genera un incremento en la cifras de ganancia de peso corporal, los

niveles de glucosa sanguinea y la actividad locomotora.
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