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Everything is theoretically impossible, until it is done.
Robert A Heinlein
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Resumen

Seres humanos y roedores, como la mayoria de los mamiferos, comparten en las
primeras etapas de vida un vinculo dado por la relacibn madre-hijo, que permite la
supervivencia y buen desarrollo del neonato. Se ha demostrado que la disrupcién de este
vinculo genera efectos negativos en la vida posterior de las crias a corto, mediano y
largo plazo, alterando la respuesta neuroendocrina y comportamental. Utilizando un
modelo animal de separacion materna, se mostré que crias que habian sido separadas
de su madre por periodos cortos durante la lactancia, en la adolescencia incrementaban
su consumo de edulcorantes y comida altamente palatable. Por su parte el glutamato
monosodico (GMS) es un aditivo alimentario ampliamente utilizado para potenciar y
mejorar la aceptacion los alimentos, ademas de estar relacionado con neurotoxicidad y
consecuencias a largo plazo en modelos animales. El objetivo de este estudio fue
determinar si la separacién materna durante la lactancia (SMDL) influye en el consumo
de glutamato monosddico (GMS) y si estos dos factores producen cambios en el
aprendizaje, la memoria espacial y el peso de ratas macho separadas; comparadas con
su grupo control. El protocolo de SMDL se realizé a partir del dia postnatal 1 al 21
separando las crias 180 minutos en la mafana y 180 en la tarde, durante la fase de
oscuridad. El grupo control correspondié a los animales que no se sometieron al
protocolo de separacién materna y se manipularon Unicamente para el cambio respectivo
de cama. El dia postnatal 30 los animales previamente asignados comenzaron
tratamiento con GMS. Se manejaron en total 4 grupos de trabajo distribuidos asi: Grupo
control: machos sin GMS y sin separacion materna (n=7): machos con SMDL y GMS
(n=12), machos sin SMDL y con GMS (n=11) y finalmente machos con SMDL y sin GMS
(n=10). Durante un mes los grupos con GMS tenian dos botellas con agua, una de ellas
con GMS. Se realizaban cambios de la solucion cada 1.5 dias. Se registr6 el consumo de
GMS cada 24 horas, el peso corporal cada 3 dias y al dia 60 las ratas fueron expuestas
a la prueba del laberinto de Barnes. Se encontré que los animales sometidos al

paradigma de SMDL, se generé un aumento de peso corporal cuando se compard con
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sus controles (p 0.05), No se encontraron diferencias en el consumo de la solucion que
contenia GMS, para ningun grupo evaluado. Adicionalmente en las pruebas aprendizaje
y recobro no se encontraron diferencias significativas para los individuos que se
expusieron a SMDL. Los resultados indican que el estrés temprano podria estar asociado
con cambios importantes en los patrones de ingesta alimentaria y que la adicion de GMS
Unicamente se podria relacionar con cambios en el peso corporal, sin tener efectos en la

actividad cognitiva.

Palabras clave: Separacién materna, glutamato monosddico, estrés temprano, memoria

espacial, laberinto de Barnes.

Abstract

Humans and rodents, like most mammals, share in the early stages of life a bond given
by the mother-child relationship, where it has been shown that disruption generates
negative effects on the later life of the offspring in the short, medium and long term,
altering the neuroendocrine and behavioral response. Monosodium glutamate (MSG) is a
food additive widely used to enhance and improve food acceptance, in addition, it has
been related to neurotoxicity and long-term consequences in animal models. The
objective of this study was to determine if maternal separation during breastfeeding
(MSDB) influences the consumption of MSG and whether these two factors produce
changes in learning, spatial memory, weight and water intake of separate male rats;
compared to their control group. The MSDB protocol was performed from day 1 to 21 of
life for a period of 360 minutes daily: 180 in the morning and 180 in the afternoon, during
the dark phase. The control group was the animals that did not undergo the maternal
separation protocol, nor did they receive GMS. On the postnatal day 30 the animals
previously assigned started treatment with MSG. Four work groups were managed:
Control group: males without GMS and without maternal separation (n = 7): males with
MSDB and GMS (n = 12), males without MSDB and with MSG (n = 11), and finally males
with MSDB and without MSG (n = 10). During one month, the MSG groups were
adjudged two bottles with the same amount of water, one containing the MSG and the

other just water, which was changed every 2 days. MSG was given every 24 hours, body
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weight was taken every 3 days, and finally at day 60 rats were exposed to the widely
valid cognitive task of the Barnes maze. It was found that animals subjected to the
MSDB paradigm, an increase in the consumption of MSG, possibly related to an increase
in weight found in the same experimental group. Additionally, in the learning and retrieval
tests, significant differences were not found for individuals who were exposed to the
MSDB paradigm,but tending to perform worse in spatial memory tests when compared to
their respective controls. The results indicate that early stress may be associated with
changes in eating patterns but not with cognitive effects

Key words: Maternal separation, monosodium glutamate, early stress, spatial memory,
Barnes Maze



Contenido 8

Contenido
Pag.
Resumen \"/
Lista de figuras Xl
Introduccién 1
1. Pregunta de investigacion e hipétesis 3
2. Planteamiento del problema 5
3. Justificacion 7
4. Objetivos 9
4.1 Objetivo general 9
4.2 Objetivos especificos 9
5. Marco tedrico 1
5.1 Estrés temprano y sus mecanismos 11
5.2 Separacion materna durante la lactancia 13
6. Glutamato Monosdédico 17
6.1 Bioguimica del GMS 19
6.1.1 Evidencias en animales de experimentacién 20
6.1.2 Induccién de obesidad y diabetes en roedores tratados con GMS 20
6.1.3 El GMS induce hepatotoxicidad vy estrés oxidativo 21
6.1.4 El GMS como neurotdxina 22
6.1.5 Efectos clinicos en seres humanos 23
6.1.6 Efectos del GMS en el apetito y a ingestién de alimentos 23
6.1.7 GMS v otros tejidos 25
6.2 Separacion materna y GMS 25
6.3 Memoria espacial 26
6.4 Memoria espacial y separacion materna 27
6.5 Memoria espacial y glutamato monosédico 29

6.6 Laberinto de Barnes 30




Resumen y Abstract 9

6.7 Laberinto de Barnes y separacion materna 31

7. Metodologia 33

7.1 Disefio de estudio 33

7.2  Sujetos experimentales 33
7.2.1 Muestra 33

7.2.2 Grupos 34
7.2.3 Variables 35

7.3 Protocolos de intervencion 35
7.31 Separacion Materna Temprana 35

7.4 Agua y comida, manejo de animales destetados y formacién de grupos 36
7.4.1 Administracion de glutamato monosédico 37

7.4.2 Medicién del peso corporal 39

7.5 Instrumentos 39

7.5.1 Laberinto Circular de Barnes 39
7.5.2 Variables Dependientes., medidas en el laberinto de Barnes 41

7.6  Consideraciones éticas 43
7.7 Disefio experimental 434
7.8 Analisis Estadisticos 45

8. Resultados47
8.1  Peso corporal 47
8.2 Consumo de GMS y consumo de agua 478
8.3 Prueba de laberinto de Barnes 50

8.3.1 Prueba de laberinto de Barnes 50
8.3.2 Entrenamiento 52
8.3.3 Pruebas por ensayo intergrupales 53
8.34 Memoria 54

9. Discusiéon 57

9.1 Separacién materna, GMS y ganancia de peso corporal 57
9.2 Efecto del GMS sobre el consumo de agua 60
9.3 Efecto de la Separacion materna sobre las tareas de memoria y el laberinto de

Barnes 62

10. Conclusiones 67

Anexos 69

Bibliografia 115



10 Efectos de la separacion materna sobre el consumo de glutamato monosédico y
la memoria espacial en ratas macho




Contenido 11

Lista de figuras

Figura. 1. Esquema de la activacion de los receptores GR, MR y el eje HPA............
13

Figura 2. Mecanismos relacionados con la toxicidad del GMS por multiples vias de
AAMINISTTACION . ...
18

Figura 3. Metabolismo del GMS, y los diferentes transportadores en el enterocito...

20

Figura 4. Esquema las medidas del laberinto de Barnes (Medidas aproximadas)...

31

Figura 5. Laberinto circular de Barnes. ...
40

Figura 6. Disefio experimental USado...........o.oiiiiiiiiii e
44

Figura 7. Ganancia de peso corporal €N (gr)........o.eueuiiiiini i
47

Figura 8. Consumo promedio (+SEM) de GMS, medido en gr, considerando la cantidad

que se determind a partir de una dosis de

Figura 9. Consumo de agua (ml). Se tomaron en cuenta los volumenes que se originaron
durante el consumo que contenia el GMS...... ...

49

Figura 10. Promedio (+ SEM) de latencia (segundos) del tiempo de llegada al agujero
meta, durante el entrenamiento en todos 10S grupos.........cccvviiviiiiiiiii i

50



12 Efectos de la separacion materna sobre el consumo de glutamato monosédico y
la memoria espacial en ratas macho

Figura 11. Promedio (+ SEM) de distancia recorrida (cm) durante el entrenamiento para
LOdOS 108 GrUPOS. . e
51

Figura 12. Promedio (+ SEM) de distancia recorrida, durante el entrenamiento, para
TOAOS 108 GIUPOS. ...t
51

Figura 13. Prueba de memoria, prueba con caja (PCC). No se observaron diferencias
significativas €N NINGUN GrUPO. ........iuie e
54

Figura 14. Prueba de memoria, prueba sin caja (PCC). No se observaron diferencias
significativas €n NiINGUN grupO. ... ..ot e,
56



Introduccion

La separacion materna durante la lactancia (SMDL) es un modelo animal, que permite
manipular de manera controlada el vinculo madre-hijo, considerando este como un
elemento moderador fundamental en el neurodesarrollo de las crias (Levine 1967, Harlow
& cols, 1966). Dicha manipulacién permite predecir los efectos nocivos que puede tener
la ausencia de la madre, considerando variables como el tiempo y la intensidad. De este
modo, los efectos adversos estarian relacionados con niveles tréficos superiores,
involucrando los sistemas nervioso y endocrino, lo cual se ve reflejado en la vida
posterior al destete, con una marcada tendencia a las alteraciones metabdlicas,
comportamentales y cognitivas (Levine 1967, Meaney & Plotsky 1993, Meaney & Cols
1996, Ledn Rodriguez & Duenas Z, 2012, Juruena 2013, Aya Ramos & cols 2017.). Otros
efectos vinculados de manera directa con las alteraciones descritas incluyen la
sensibilidad aumentada al consumo de sustancias de abuso y la tendencia por la
ingestion de alimentos altamente palatables independientemente de su valor nutricional,
lo que se vincula de manera general con problemas de obesidad y alteraciones
metabdlicas (Aya Ramos & Cols 2017). Considerando los habitos dietarios en nuestro
pais, se determiné que existe una tendencia marcada a la inclusién de productos
comestibles con altas cantidades de aditivos desde edades muy tempranas, siendo la
edad escolar la etapa mas vulnerable (ENSIN 2015). Estas cifras ademas se
correlacionan a nivel epidemiolégico con un incremento en las tasas de la obesidad y

sobrepeso en la misma poblacion (ENSIN 2015)

Pese a que se han demostrado los efectos negativos de la separaciéon materna durante la
vida neonatal, aun no se cuenta con algun indicio sobre la posible interaccion entre este
factor y el consumo de GMS (Glutamato monosédico), un aditivo alimentario usado
ampliamente a nivel mundial, dadas sus caracteristicas como mejorador de la

palatabilidad y aceptacion tanto en alimentos procesados como caseros y al cual
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multiples estudios con resultados polémicos le atribuyen posibles efectos neurotoéxicos,
asi como la tendencia a desencadenar patologias como la diabetes y el sindrome
metabdlico.(Guidifo & cols 2012, Hata & Cols, 2012).Considerando estos antecedentes,
se determind investigar si existen cambios en los patrones de ingesta del aditivo por
parte de ratas Wistar macho, sometidas a separacion materna y si dichos elementos
pueden tener un efecto negativo en el desarrollo de tareas espaciales, usando para dicho
fin la prueba del laberinto de Barnes. Las evidencias recabadas en la literatura describen
una relacién aparente y constante entre la edad y la susceptibilidad (cuanto menor sea la
edad de exposicion, mayor posibilidad de efectos negativos) de especie para los efectos
deletéreos del aditivo (particularmente roedores), asi como la via de administracion.
(Guidifio, & cols, 2010, kazmi & cols 2018). Con los resultados obtenidos se espera
generar un cuerpo de evidencias que aclaren si estos factores pueden tener una sinergia
negativa en el desarrollo de actividades cognitivas, promover cambios en el consumo
tanto de la sustancia como de agua y sentar bases para el desarrollo de otros estudios
que permitan aclarar las divergencias encontradas en la literatura sobre el papel negativo

del consumo crénico de este tipo de aditivos alimentarios y el estrés temprano.



1.Pregunta de investigacion e hipotesis

¢Puede la separacion materna afectar el consumo oral de GMS en ratas Wistar y
promover alteraciones en la realizacion de tareas de memoria espacial en el laberinto de

Barnes e incidir de alguna forma en variables como el peso y el consumo de agua?

Hipétesis
La separacion materna incide sobre el consumo de GMS, y el desarrollo de tareas

espaciales en el laberinto de Barnes, ademas de provocar algunos cambios

antropométricos como el aumento de peso y el consumo de agua.



2.Planteamiento del problema

Estudios evidencian los efectos negativos de la interrupcién del vinculo madre-hijo
durante las primeras etapas del desarrollo, lo cual genera alteraciones permanentes
sobre la regulacion de sistemas tréficos como los neuroendocrinos, metabdlicos y
comportamentales (Le6n Rodriguez y Duefias Z 2010, Duenas Z & Cols., 2014, Corredor
L y Duefias Z, 2014, Caicedo J y Duenas Z 2015, Aya & Duefias 2015). De esta forma, el
maltrato, el descuido parental y el abuso durante la infancia podrian estar relacionados
con la presentacién de alteraciones en los patrones de consumo de alimentos, y por lo
tanto en la predisposicién ante una miriada de consecuencias como la obesidad y
enfermedades pisquiatricas (Plotsky & Cols.1998, Maraz PM & cols 2017). Publicaciones
cientificas ponen de manifiesto que, ante periodos de exposicion a estrés neonatal, los
mecanismos de regulacion hormonal interactian modificando genes responsables de la
ingestion de alimento y el balance energético, alterando de manera importante el fenotipo
y el comportamiento alimentario en conjunto con otros factores como los epigenéticos,
determinados por el ambiente, y que requieren mayores exploraciones experimentales en
entornos como el nuestro (Meaney & cols 2002, Rodriguez y Duefias 2012, Corredor y
Duenas 2014, Caicedo M y Duefias 2015, Aya y Duefias 2015, Aya y cols 2017).



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 5

Adicionalmente, en nifios la incidencia de sobrepeso y otros trastornos relacionados con
la alimentacién se han incrementado de manera notoria, pasando de 18,8 % en 2010 a
24,4% en 2015 (ENSIN, 2015). Esta situacion se ve relacionada por el uso del tiempo
libre, horas frente a dispositivos electrénicos, falta de actividad fisica y el consumo de
alimentos procesados. Asi mismo, en la literatura disponible existen evidencias que
sugieren el impacto negativo que puede tener el glutamato monosddico (GMS)
ingrediente frecuente de alimentos procesados, cuando se consume de manera cronica,
cuyos efectos negativos se han demostrado en diversos modelos animales, pero con
resultados controversiales y divergentes en estudios humanos (Guidino & cols 2005,
Kazmi y cols 2018).

Como las evidencias permiten apreciar, las alteraciones descritas relacionadas con la
separacion materna durante la lactancia y la ingestion constante de glutamato en forma
de GMS, podrian establecer un efecto sinérgico deletereo. Sin embargo, hasta la fecha
no existen reportes que describan cémo la separacién materna afecta el consumo de
GMS, considerando que es un aditivo altamente palatable y que por lo tanto tendria la
capacidad de modificar la aceptacion y el consumo de los alimentos, independientemente
de su valor nutricional. Por esta razén y de acuerdo con la bibliografia consultada, se
considerd pertinente determinar el impacto de la separacion materna y el consumo de
GMS sobre la memoria espacial, en un modelo animal, que permita explorar parcialmente
si existe 0 no algun tipo de interaccion entre dichos factores, ya sea de manera individual
o de efectos aditivos, ademas de establecer si los mismos tienen influencia en el peso

corporal de los animales, el consumo de agua y la ingesta del aditivo.
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3.Justificacion

La disrupcién abrupta o periédica del vinculo madre- hijo se traduce en la generacion de
individuos vulnerables, con respuestas mal adaptativas ante el estrés y predisposicidon
frente a patologias de diversa indole, donde el impacto de estas se relaciona
directamente con el tiempo de exposicidon al agente estresor (Plotsky & Cols., 1998,
Macri & Cols. 2006, De Kloet 2006, Juruena 2013, Spencer & Deak, 2016). Estos
eventos tienen consecuencias tardias que se manifiestan a lo largo de la vida posterior a
la lactancia, pero que son dificiles de registrar. Por esta razoén, se hace pertinente
desarrollar un modelo animal, en donde se exploren cambios relacionados con estos
eventos y se hagan correlaciones y descripciones desde diferentes perspectivas. Dichos
modelos han permitido obtener extrapolaciones de las experiencias adversas en la
infancia del ser humano describiendo consecuencias que podrian explicar parcialmente
la alta incidencia de enfermedades cronicas que impactan en la calidad de vida posterior

y se traducen en problemas de salud publica.

Datos en Colombia, indican que el promedio de embarazos en jévenes menores de 17
afios es de 1 por cada 5, (DANE 2016), dadas las condiciones sociales y econémicas,
dichos embarazos usualmente derivaran en una disrupcion abrupta y prematura del
vinculo madre hijo, partiendo de la necesidad que tendran las madres para la busqueda
de recursos monetarios, donde se delegaron los cuidados maternos a terceros. La
lactancia materna exclusiva se ha descrito como determinante en el desarrollo general
del ser humano, y durante los primeros 6 meses de vida es esencial para la ontogenia del
sistema nervioso e inmune. Datos recopilados en la ENSIN 2015, para Colombia,
muestran que 1 de cada 3 menores de 6 meses, (36.1 %) consumen leche materna como
dieta exclusiva, lo cual aun esta por debajo del 50%, meta internacional fijada por la
OMS. (OMS,1984) De igual modo, la duracién total de la lactancia materna registra datos

muy por debajo de lo recomendado (14, 8 meses, ENSIN 2010), comparando lo
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establecido por la WHO, de 24 meses. El tiempo de lactancia total descrito para nuestra
nacion escasamente bordea los 14.5 meses totales, considerando como punto de
comparacion lo estipulado por la OMS: un periodo de 24 meses (OMS, 1984). No es
distinto para el caso de la lactancia materna exclusiva donde las cifras describen un
periodo promedio de 1,8 meses y lo recomendado por el ente internacional es de 6
meses (ENSIN 2015).

Por otro lado, estas encuestas revelan malos habitos de consumo de alimentos por parte
de la mayoria de la poblacién, considerando que para el 2015, uno de cada cuatro
colombianos (24,5 %), consumia comidas rapidas a diario, y uno de cada siete (14.8%)
admitié consumir alimentos ultraprocesados con la misma frecuencia. Para la poblacion
infantil entre 5 y 12 afos, ENSIN 2015 revelé que habia un incremento en el tiempo de
consumo de television y videojuegos, lo que se relaciona con disminucién de la actividad
fisica, tendencia al consumo de alimentos procesados y desarrollo de obesidad.
Considerando todas las evidencias hasta aqui expuestas, el diseinar un modelo animal de
SMDL, donde se evalué memoria espacial y se realice una intervencién adicional con el
GMS, permitira arrojar luces sobre los posibles efectos aditivos que tengan estos
factores. Dicha informacidén permitira realizar estudios mas especificos y servira como
antecedente en el diseio de investigaciones en seres humanos, como los nifios
abandonados y en situacion desfavorable, victimas del conflicto entre otras poblaciones
vulnerables. Finalmente, y a largo plazo se espera que los resultados de esta
investigacion engrosen el cuerpo de evidencias que resalta la importancia de los
cuidados de primera infancia, con el fin de implementar estrategias que permitan disefar
politicas publicas donde se mejore el tiempo de permanencia de la madre con el hijo en

el periodo de lactancia.



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar si en ratas Wistar macho, el estrés croénico inducido por separacion materna

durante la lactancia (SMDL) incide en el consumo oral de glutamato monosddico (GMS) y

en las tareas de aprendizaje y memoria espacial

4.2 Objetivos especificos

Determinar si la SMDL incide en el consumo oral de GMS, en ratas macho de la cepa
Wistar.

Identificar si la SMDL y el consumo de GMS afectan el desarrollo de tareas de
memoria espacial, medidas en la prueba ampliamente validada del laberinto de

Barnes.

Determinar si hay diferencias entre los pesos de los animales que se sometan a

SMDL, y si el consumo de GMS tiene alguna influencia en estos cambios.

Comparar si existen diferencias en cuanto al consumo de GMS entre animales que se

sometieron al protocolo de SMDL y su control respectivo.



5. Marco teodrico

5.1 Estrés temprano y sus mecanismos

La relacion madre e hijo en mamiferos se caracteriza por tener una gran flexibilidad,
propiedad que permite a las crias establecer adaptaciones que se ajustan a la
variabilidad ambiental (Elkund y Arborelius 2007, Leén Rodriguez y Duenas 2012). De
este modo, las caracteristicas de esta relacion, como la intensidad y latencia de los
comportamientos maternos, permiten hacer una prediccién sobre el ambiente futuro y
seran uno de los principales modeladores del desarrollo del sistema neuroendocrinoy la
conducta de esta descendencia. (Bowlby, 1995, Matthews y Robbins 2003, Ledn
Rodriguez y Duefias, 2012). El estrés en etapas tempranas de la vida esta asociado con

un rango de consecuencias psiquiatricas definidas (Juruena 2013, Park & Cols 2014).

Evidencias indican que el estrés en etapas tempranas de la vida puede inducir cambios
permanentes en la respuesta del eje HPA (hipotdlamo-hipofisario-adrenal) para
responder ante estimulos estresores en la vida adulta y que dichos mecanismos generan
mayor susceptibilidad a ciertos tipos de psicopatologias como la depresién y el sindrome
de estrés postraumatico (Plotsky & Cols., 1998, Macri & Cols. 2006, De Kloet 2006,
Juruena 2013, Spencer & Deak, 2016). Una amplia variacién en la concentracion del
cortisol (corticosterona en roedores, CORT, para corticoides en general), ha sido
observada entre individuos ante la respuesta frente a un estresor. Esta variabilidad es
mucho mas marcada que cualquier otra, lo cual no permite distinguir una respuesta ante
el estrés de un pulso espontaneo (Plotsky & Cols. 1998). Los glucocorticoides controlan
su liberacion y sintesis mediante un sistema que incluye un asa de retroalimentacién
negativa en la hipdfisis anterior, hipocampo, hipotalamo y otras estructuras de control
central incluyendo la formacion reticular mesencefalica (Rosenfeld & Cols.1991, Meaney
& Plotsky 1993, Suchecki & Cols.1993, Plotsky & Cols. 1998, Roozendaal 2002). La

concentracion circulante de CORT, es la mayor influencia para el hipotalamo y la hipé&fisis
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(Meaney & Plotsky 1993, Romeo & Cols. 2003, Aisa 2007, Juruena 2013). Como sistema
cerrado, el eje HPA esta finamente regulado por la inhibiciéon de la liberacion de CORT
mediante dos receptores intracelulares: receptores MR y receptores GR (Meaney &
Plotsky 1993, Boccia 2001, Aisia 2007, Juruena 2013, Spencer & Deak, 2016). Los
receptores MR se caracterizan por tener una distribucién limitada al hipocampo y ciertas
areas del hipotalamo y el septum en ratas. Tienen una alta afinidad por los CORT
endogenos y se relacionan con respuesta a estrés moderado, ademas de ser
considerados importantes dentro del papel de la regulaciéon del eje HPA, siguiendo
patrones de regulacién tonica (Spencer & Cols 1998). Por otro lado, los receptores GR
estan ubicados en una zona anatdmica mas amplia, encontrandose en la corteza
cerebral, sistema limbico y cerebelo. Se relacionan con picos altos de liberacién de
CORT, como una amenaza, ademas de su baja afinidad por CORT enddgenos. Bajo
condiciones basales de CORT, la retroalimentacion negativa esta mediada por los MR,
en el hipocampo, mientras que bajo condiciones de estrés y altas concentraciones de
CORT, los GR, menos sensibles en el hipocampo, hipotalamo, e hipéfisis entran en juego
(Meaney & Plotsky 1993, Meaney & Cols 1996, Juruena 2013.). El balance entre MR y
GR es de crucial importancia como punto de equilibrio en la actividad del eje HPA.
Spencer & Cols. (1998) y De Kloet & Cols. (2006), demostraron que la activacién de GR
es necesaria para la retroalimentacion del eje HPA, cuando los niveles de
glucocorticoides son altos (respuesta al estrés, ritmo circadiano), pero a su vez los MR
también constituyen un importante papel por la modulacion de los GR. Dado que los
CORT son los efectores del sistema HPA, la predictibilidad en su funcionamiento como
efectores intracelulares, depende en su totalidad de los factores ambientales que regulen
su actividad, ademas de servir como una sefal hormonal utilizada por la totalidad de las

células de un organismo (Spencer & Deak, 2016)
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Figura. 1. Esquema de la activacion de los receptores GR, MR y el eje HPA

Las lineas punteadas indican un déficit en la retroalimentacion negativa. En azul se puede
apreciar un esquema de receptores GR con poca expresion hipocampal, comparandose con un
eje HPA normal. Al no haber retroalimentacion negativa, los niveles basales de CORT, ACTH y
CRH se incrementan, dando lugar a una disfuncién permanente del eje. Tomado de Cotrell C y
Selk R J, Prenatal Stress, Glucocorticoids and the programing of adult disease. 2009, Behavioral

Frontiers in neuroscience, Frontiers.

5.2 Separacion materna durante la lactancia

Un numero importante de evidencias soportadas en la literatura cientifica dan cuenta del
papel imprescindible que tiene la presencia de la madre ante sus crias durante la
lactancia, con el fin de evitar la presentacion de alteraciones neuroldgicas y endocrinas
irreversibles en la descendencia. La manipulacion postnatal ha permitido determinar la
diversidad de los efectos asociados al estrés temprano, interviniendo directamente la
cantidad o la calidad de la relacién madre- infante (Maraz P M & Baram T Z, 2015). En
estos procedimientos se altera el tiempo de permanencia de las crias con sus madres y
se analiza el impacto que pueda generar esta separacion en pruebas posteriores, en las
crias a nivel comportamental y neuroendocrino (Meaney & Plostky 1993, Macri & Cols

2006). Dentro de los protocolos que se pueden encontrar hasta la fecha existe una
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variedad considerable abarcando desde algunos minutos, hasta las 24 horas (Levine
1967). Una variedad de procesos fisiologicos es afectada por la presencia de la madre,
en las ratas infantes, los cuales incluyen la frecuencia cardiorrespiratoria y diferentes
procesos hormonales, que se regulan durante la lactancia (Levine 1967, Levine y
Thoman 1969, Rosenfeld & Cols, 1991). Lo anterior es una demostracion de ejemplos
estimulantes de la presencia de la madre ante las crias, sin embargo, hay al menos una
respuesta inhibitoria muy importante: la activacion del eje HPA (Meaney & Cols. 1996,
Mueller & Bale 2007). En etapas tempranas del desarrollo dicho sistema esta
profundamente suprimido (Rosenfeld & Cols 1991). En el caso de las ratas, este periodo
de nula actividad en relacion con el eje HPA esta dentro de los 4 a 14 dias postnatales,
donde los niveles de corticosterona, el principal corticoide en roedores permanece en
concentraciones muy bajas, lo que hace que la respuesta ante estimulos que
normalmente terminarian en gran produccién de esta hormona sea casi nula (Levine &
Thoman 1967, Maras P M & Baram T Z 2015). Dicho periodo se conoce con el nombre
de periodo hiporresponsivo, o periodo de hiporresponsividad ante el estrés, (SHRP,
siglas en inglés) (Levine 1967). Se ha propuesto que el posible mecanismo para esta
hiporresponsividad esté relacionado con una supresion exagerada derivada de una
retroalimentacion negativa que parece conferir una proteccién contra algun efecto
generado por la activacion de este eje en etapas del neurodesarrollo (Juruena 2013,
Maras P M & Baram T Z 2015) Otras hipétesis sugieren una posible inmadurez en la
inervacion del sistema (Juruena 2013). Maraz PM & Baram T, 2015, describen que la
actividad inhibitoria en la expresion de CRH (hormona liberadora de corticotropina)
dependiente de glucocorticoides no aparece sino hasta después de la primera semana
postnatal, situacion que explicaria parcialmente los efectos negativos que tiene el estrés,
sobre el neurodesarrollo cuando ocurre dentro de dicha ventana temporal (Maras P M &
Baram T Z 2015) Hay evidencias extensas de que la separacion materna prolongada
lleva a una marcada hiperreactividad adrenal en respuesta a la liberacion de ACTH
(Meaney y cols 1996, Rosenfeld y cols 1991, Roozendaal 2002, Romeo y cols 2003,
Raone 2007). Como en otros procesos bajo regulacion materna, los efectos de la
separacion materna se desarrollan lentamente. De este modo, son necesarias un

minimo de dos horas de separacién materna para poder detectar un ligero incremento de



14 Efectos de la separacion materna sobre el consumo de glutamato monosédico y
la memoria espacial en ratas macho

los niveles basales de CORT (corticosterona) y mas horas para lograr cambios
sustanciales en la actividad del eje HPA. La separacibn materna induce
hiperresposividad a la ACTH junto con otras alteraciones. Una de estas tiene que ver
precisamente con el crecimiento neuronal, la supervivencia, formacién de conexiones y
mielinizacién en los sistemas nerviosos en desarrollo. (Matthews y Robbins 2003, Mueller
y Bale 2007, Aisa 2007). Los mecanismos propuestos para la alteracién de la actividad
del eje HPA tienen relacién con la liberacion exagerada de CORT vy el dafio ocasionado a
los receptores de corticoides a nivel celular, situacion que se describié anteriormente
(Juruena 2013). Investigaciones a nivel comportamental demostraron un perfil de
agresividad en ratones adolescentes expuestos a un paradigma de separacion materna.
Dichos hallazgos fueron corroborados cuando se realizaron pruebas cognitivas y
comportamentales, obteniéndose un patron de respuesta asociado a ansiedad en el
laberinto en cruz elevado. Estudios de electrofisiologia en el hipocampo de estos
animales mostraron una alteracion en el registro para LTP (Long term potentiation,
potenciacién a largo plazo), en las zonas C3 y las fibras musgosas, siendo esto
compatible con una pérdida sinaptica importante, explicando parcialmente la disminucion
en la plasticidad y el desarrollo de patrones de comportamiento agresivo y ansiedad, en
los animales que se sometieron a SMDL (Shin & Cols., 2016). Otros efectos asociados a
la separacion materna incluyen patrones de comportamiento similares al Alzheimer en
modelos murinos, junto con sus correspondientes caracteristicas histolégicas como el
depdsito de placas seniles y la pérdida de neuronas colinérgicas (Hui & Cols 2017).
Evidencias descritas por estudios del grupo de neurofisiologia comportamental de la
Universidad Nacional, demostraron hallazgos importantes en la respuesta al estrés
asociada a experiencias adversas tempranas. Riveros & Duenas (2015) demostraron
que la SMDL provocaba cambios basales en las concentraciones plasmaticas de
hormonas relacionadas con la respuesta al estrés. ACTH, corticosterona, oxitocina y
vasopresina fueron medidas en machos y hembras. Los resultados mostraron
concentraciones elevadas para ACTH en los animales adultos de ambos sexos
sometidos a SMDL comparados con su respectivo control, asi como valores elevados de
oxitocina en hembras adultas y vasopresina disminuida en animales separados. Estos

resultados demuestran que el estrés temprano al que fueron sometidas las ratas, generé
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cambios en las respuestas del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal, las cuales variaron
segun el sexo y la edad. Caicedo-Mera JC & Duefias Z (2015), disefiaron un estudio con
el objetivo de determinar el impacto diferencial del estrés temprano, en tres
componentes: celular, animal y en seres humanos. Dichas escalas de comparacién
permitieron dejar en evidencia no solo los efectos descritos previamente para el estrés
temprano, sino que ademas se pudo determinar la accién que tienen las hormonas
esteroides ovaricas, con efectos de neuroproteccion, para el modelo celular. En cuanto al
modelo animal, hallazgos morfolégicos postmortem determinaron patrones de cambios
relacionados con comportamientos similares a ansiedad en hembras y alteraciones
cognitivas en machos, que se correlacionaron con una prueba comportamental de campo
abierto. Finalmente, el componente desarrollado en humanos exploré las consecuencias
de los antecedentes de adversidad y de dificultades en la consolidaciéon del vinculo
madre-hijo durante el primer afo de vida, en relacién con los patrones de respuesta
hormonal frente al estrés psicosocial en nifios y nifas diagnosticados con TDAH
(trastorno de déficit de atencion). Los resultados mostraron un patrén de dimorfismo con
prevalencia de una respuesta desadaptativa en el género masculino, dada por una
disminucion en los niveles de cortisol salival después de la aplicacién de un protocolo de
estrés; efecto que se asocié también a condiciones de adversidad temprana como la

presencia de signos de afecto depresivo materno (Caicedo. J.C & Duenas Z., 2015).

Por otro lado, el advenimiento de la epigenética ha establecido un cambio importante de
paradigma a nivel general sobre el peso de factores como el ambiente y la alimentacion
en la manifestacién de conductas deletéreas asociadas a estrés temprano. Champagne
& Meaney (2003), demostraron a través de la evaluacion de la conducta materna en
forma detallada, cémo esta influye de una manera importante en el desarrollo general de
los roedores, y que los patrones de conducta establecidos durante dicho trabajo para el
comportamiento materno derivados de alteraciones generadas por marcas en el DNA
parecen tener una alta heredabilidad en las hembras de la descendencia, es decir las
futuras madres. De igual manera, modificaciones epigéneticas como la metilacion del
DNA en promotores genémicos y la alteracién de la funcionalidad de las histonas, han

sido implicadas en la patogénesis de multiples desérdenes psicologicos. (Tsankova,
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Renthal, Kumar, & Nestler, 2007). Sasagawa & cols (2017), describen en un estudio
como la SMDL reduce el comportamiento asociado a recompensa en ratones hembra.
Tales efectos parecen estar vinculados a una hipermetilacion de islas CpG en la region
promotora para la expresién de los receptores de dopamina D1, lo que disminuiria la
presencia de dicho receptor en las zonas relacionadas con este comportamiento como el

nucleo accumbens (NAc) y el area tegmental ventral (VTA). (Sasagawa & cols 2017).



6. Glutamato Monosoddico

El Glutamato monosddico (MSG, monosodium glutamate, por sus siglas en inglés, GMS)
es una sal del aminoacido no esencial glutamato, que debido a sus propiedades como
potenciador de sabor (“‘umami” por los receptores que ocupa en la lengua de los
mamiferos) (Hermanusen y Tresguerres 2002), es utilizado como aditivo en alimentos.
Organismos como JECFA (Join Experts Commitee on Food Aditives por sus siglas en
inglés), una organizacioén adscrita a la FAQ, y otros agentes de caracter internacional que
determinan la regulacion del uso de alimentos, lo describen como una sustancia segura
para el consumo en seres humanos (Jinap, Hajeb, 2010). Sin embargo, estudios en
modelos animales han ofrecido resultados controversiales, vinculando al GMS como
inductor de obesidad, ademas de otros impactos a nivel dietario en poblaciones
humanas. (Olney & Cols 1969, Olney, 1976, C.W., Nogeira & Cols, 2014). En julio de
2017 la EFSA (European Union Food Safety Authority) estipuld que la dosis segura del

compuesto para seres humanos es de 30 mg por kilogramo de peso/dia. (EFSA, 2017)
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6.1 Bioquimica del GMS

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante en el organismo, cuenta
con una variedad de transportadores y receptores distribuidos en toda la economia
corporal (Kazmi & cols 2018).Inicialmente en la cavidad oral se une a unos receptores
especificos, contenidos en los botones gustativos de la lengua, los mGIuR tipo 1 y 4,
metabotrépicos y T1R1+T1R3, que también parecen estar involucrados en la sensibilidad
hacia sabores dulces, en donde se origina la sensacion caracteristica del GMS, su gusto
‘umami”’. En el intestino delgado se llevan a cabo la gran mayoria de reacciones
metabdlicas de aminoacidos (aa) no esenciales como glutamina, glutamato y aspartamo.
En el higado una gran cantidad de ATP se genera, derivada de la conversion de
aminoacidos a glucosa. Estudios en modelos animales y humanos demuestran que el
glutamato es extensamente oxidado en el intestino, donde luego es trasportado desde la
porcion apical de los enterocitos, hacia su interior. Los transportadores principales para
dicho a4, son el EAAC-1 (transportador para aa’s excitatorios tipo 1), GLT-1, y GLAST-1
(transportador de glutamato-aspartato-1). Una vez dentro del enterocito, el catabolismo
comienza en la mitocondria y el citosol en un proceso denominado transaminacion,
mediante la accion de las enzimas aspartato aminotrasferasa, alanino aminotrasfersa,
aminotransferasa de cadena ramificada y enzimas glutamato deshidrogenasas. El
a-ketoglutarato es el producto final. Este es transformado a CO2 donde entra en el ciclo
de Krebs, siendo utilizado en diversas reacciones metabdlicas, en donde también sirve
como sustrato para originar a otros aa (Sharma & cols 2013, Sharma & cols 2015, Kazmi
& cols 2017, Al-Azawi & cols 2018).
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Figura 3. Metabolismo del GMS, y los diferentes transportadores en el enterocito. NaDC-1
Tomado de Kazmi, Z., Fatima, |., Perveen, S. and Malik, S. (2017). Monosodium glutamate:

Review on clinical reports. International Journal of Food Properties, pp.1-9.

6.1.1 Evidencias en animales de experimentacién

El GMS ha sido reportado como téxico en humanos y animales de experimentacion
(Kazmi & cols 2018). Los efectos colaterales pueden resumirse como digestivos,
metabdlicos, respiratorios, circulatorios o0 nerviosos. Se ha determinado que la
administracion neonatal en roedores generalmente por via parenteral genera lesiones en
los 6rganos circunventriculares como el nucleo arcuato (N.A) y el ndcleo ventromedial
hipotalamico (NVH), lo que da como resultado un incremento en el peso corporal,
deposicion de la grasa corporal, disminucién en la actividad motora y secrecion alterada

de la hormona de crecimiento (Farombi & Oneyama 2006).

6.1.2 Induccién de obesidad y diabetes en roedores tratados con
GMS

La diabetes humana ha sido estudiada extensamente durante varias décadas y

actualmente se cuenta con modelos animales. De este tipo de modelos se han

reconocido muchas sustancias quimicas que inducen el estado diabético. Se ha

postulado que el GMS parece ser una sustancia que posee caracteristicas para inducir la

patologia, ya que genera un estado de obesidad que podria originar diabetes de manera
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indirecta. En un estudio, Nagata y cols 2010 encontraron que ratones machos y hembras
que recibieron una inyecciéon neonatal de GMS a dosis de 2 mg /g, desarrollaron
glucosuria y otras alteraciones clinicas a las 29 semanas de edad. Dentro de estas
alteraciones se describieron hiperglicemia, insulina plasmatica elevada y colesterol y
triglicéridos aumentados cuando se compararon con sus respectivos controles. A nivel
histologico, el pancreas mostraba un patrén de hipertrofia celular en los islotes, lesion
compatible con diabetes mellitus (Farombi y Oneyama 2006, Nagata & cols 2010, Tawfik
& cols 2012). Otros experimentos llevados en ratas sugieren que una inyeccion
intraperitoneal en animales neonatos durante 5 dias también generaba obesidad en ratas
hipertensas con mayor frecuencia que cuando eran comparadas con sus controles.
Boonnate y cols, 2015, demostraron que el GMS dietario en ratas Wistar macho, afecta
de manera importante el parénquima pancreatico generando una reduccion del nimero
de islotes de Lagerhans, sin llegar a impactar la homeostasis de la glucosa, en tiempos
de 1, 6 y 9 meses de exposicion (Boonate & cols 2015). Otras evidencias recientes
indican la existencia de cambios importantes en la sefializacion hipotalamica relacionada
con el estrés, generacién de intolerancia a la glucosa, incremento de citoquinas
proinflamatorias, aumento de la produccion de la resistina en adipocitos y alteraciones en

los niveles plasmaticos de leptina. (Al-Azawi & cols 2017).

6.1.3 El GMS induce hepatotoxicidad y estrés oxidativo

El higado como érgano principal en la detoxificacién y metabolismo, es un blanco
principal para los efectos principales y secundarios de sustancias potencialmente téxicas
como el GMS (Farombi y Oneyama 2006, Tawfik, M.S.; Al-Badr, N 2012,). De acuerdo
con Oneyama y cols, 2006 la administraciéon en ratas a dosis de 0,6 mg /g durante diez
dias, generaba signos clinicos de alteraciones hepaticas. Modificaciones significativas en
la peroxidacion lipidica e incremento en la actividad enzimatica (Glutation S tranferasa,
catalasa y superodxido dismutasa) se pudieron apreciar en el higado de dichas ratas. En
contraste los niveles de glutatién decayeron en escala temporal, dando cuenta de una
progresion del dafio oxidativo derivado de la actividad de radicales libres. Adicionalmente
la administracion de GMS incrementa la expresion de enzimas como ALT

(alanino-aminotrasferasa), AST (aspartato-aminotrasferasa) y GGT (y-glutamil
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transferasa) y disminuye la concentracion de albumina, proteinas totales y bilirrubina.
(Oneyama & cols 2006)

6.1.4 El GMS como neurotoxina

Desde que se ha postulado la accidon del glutamato como neurotransmisor se ha
determinado que concentraciones excesivas llevan al desarrollo de excitotoxicidad,
causando dafio neuronal severo y otras complicaciones, como dafno tisular extenso y
edema cerebral. Investigaciones llevadas a cabo en ratas demostraron que la
administracion crénica de GMS por via parenteral generaba una estimulacién continua de
los receptores de glutamato con la generacion de convulsiones y otras alteraciones
comportamentales, derivadas de dafios en el hipotalamo y érganos circunventriculares
como el nucleo arcuato y accumbens. Esta hiperreactividad y dafio celular a nivel central
estarian regulados por la permeabilidad y madurez de la barrera hematoencefalica,
donde a menor edad frente a la exposicion al GMS, mayores consecuencias, tanto
posteriores como inmediatas. (Lopez-Perez y cols. 2005; Hermanusen y Tresguerres
2002, 2003 y 2006, Gonzales- Burgos & cols. 2009, Uruefia y cols. 2009). Uruena y cols.
(2009), llevaron a cabo trabajos sobre el efecto de la sustancia en la expresion GABA
érgica de la corteza e hipocampo de ratas Wistar, que recibieron dosis supra fisioldgicas
en edades postnatales tempranas, registrando una disminucién en proteinas asociadas a
estos circuitos (GAD65, GAD 67, y trasportadores asociados a GABA), midiéndose estas
cuando los animales tenian 60 dias de vida. Considerando la conclusién de los
investigadores, pérdidas asociadas a circuitos GABAérgicos en estas estructuras,
generarian una disminucién en el umbral excitatorio y la capacidad para inducir
convulsiones epileptiformes en los sujetos de estudio. Fisiolégicamente, los receptores
tipo NMDA, permiten la entrada de calcio, generando potenciales de accién sostenidos,
necesarios para los procesos de plasticidad sinaptica (Rivera-Cervantes & cols. 2009).
Uruefia y cols 2009, mencionan la activacion de la via molecular p38 MAP kinasa,
conllevando una sobreexpresion de receptores ionotrépicos glutamatérgicos (AMPA,
NMDA vy kainato), junto con la activacién de TNF a durante la apoptosis. Sin embargo, la
hiperactividad de estos receptores generada por una concentracién extracelular mayor de

glutamato desencadena un influjo masivo de calcio, superior al habitual en las neuronas,
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lo que se traduce en disfuncionalidad y muerte celular. (Gonzales-Burgos & cols, 2009,
Rivera-Cervantes 2009).

6.1.5 Efectos clinicos en seres humanos

Estudios en seres humanos han reportado una posible asociacion entre la ingesta del
compuesto y la presentacién de diversos sintomas, que van desde cefaleas, hasta
debilidad generalizada, descrito con el nombre de “sindrome de restaurante chino” (Yang
y cols., 1997). Sin embargo, los reportes no son consistentes, aunque Yang y cols.
(1997), demostraron en un estudio doble ciego una posible correlacién entre el consumo
de la sustancia y presentacion de signos clinicos en personas declaradas como
sensibles. Los mecanismos para esta reaccion no se conocen, aunque no estan
relacionados con la alergia tipica asociada a Ig E (Yang y cols. 1997). Hermanusen y
Tresguerres (2003) proponen que es posible que altos contenidos del aminoacido
glutamato, en forma de GMS incluidos en la dieta puedan alterar blancos hipotalamicos
para la sefalizacion de la leptina, una hormona involucrada en el metabolismo de los
lipidos y asociada a la accion fisioldgica de péptidos orexigénicos que modularian los
niveles normales de la ingesta. De este modo es posible que se explique la posible
asociacion entre el consumo de GMS y una tendencia a generar patrones de
metabolismo asociados a obesidad y diabetes tipo 2, situacion demostrada en modelos
animales (Hermanusen y Tresguerres 2003, Hermanusen y Tresguerres 2005).
Considerando otras evidencias, un grupo de autores han descrito una posible asociacién
entre el consumo de altas cantidades de alimentos de consumo masivo, cuya
caracteristica es la de contener niveles elevados de lipidos y carbohidratos, conocidos
colectivamente como “dieta de cafeteria” dentro de la cual es probable encontrar
potenciadores de sabor como el aspartamo y el GMS. (Insawang y cols 2011, Jaimes &
Cols, 2005, Macedo & cols, 2012).

6.1.6 Efectos del GMS en el apetito y a ingestion de alimentos

Muchos estudios reportan la capacidad que tiene el GMS de aumentar el consumo de
alimentos cuando este es afiadido a alimentos. Una investigacion llevada a cabo con 36

sujetos humanos, donde se les ofrecid sopas con y sin la sustancia, demostré una
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preferencia por el alimento que contenia el aditivo calificandolo con adjetivos como
“delicioso”, “mas placentero” y “mas satisfactorio” (Kazmi & cols 2017). Otro estudio con
100 hombres franceses donde se ofrecié una dieta de sopa y vegetales fue apreciable el
consumo de alimentos que contenian el aditivo, aumentando con esto el consumo de
otros elementos contenidos en el alimento como calcio, sodio y grasas
(Tawfik, M.S, Al-Badr, N 2012). De acuerdo con estos hallazgos es posible que ademas
exista una relacion entre el desarrollo de obesidad y el consumo de alimentos con la
sustancia. En el caso de modelos animales, la evidencia es abundante, especialmente en
modelos murinos (Gonzales-Burgos & cols, 2009, Rivera-Cervantes 2009). Una
investigacion conducida en Tailandia con 752 individuos sanos, tuvo como objetivo
determinar si el consumo de GMS tenia una relacidon con el desarrollo de la obesidad, se
observo una correlacion positiva con un incremento en BMI (indice de masa corporal). En
aquellos consumidores de GMS se encontré ademas un incremento en el peso corporal,
comparado con las personas no consumidoras, independientemente de la actividad fisica

y el consumo diario de energia. (Insawang y cols 2011)

En otras investigaciones llevadas a cabo durante 5 afnos no se demostré una relacién
directa del consumo de GMS y la ganancia de peso (Zumin Shi & cols 2010). Otro
estudio conducido en una poblacion tailandesa de 394 sujetos, demostré que el consumo
de GMS estaba vinculado a la generacién de sindrome metabdlico (Insawang & cols
2011). Volviendo a los modelos animales un estudio concluyé que el consumo oral de
GMS en ratas gestantes provocaba un bajo peso al nacimiento en sus camadas. Esto
deja otra evidencia de que el GMS administrado de forma oral también podria tener
repercusiones toxicas. Se ha reportado dafio neuronal, voracidad y alteraciones en las
concentraciones sanguineas de la hormona de crecimiento. Pepino & cols 2010,
determinaron en un estudio realizado en mujeres con sobrepeso y mujeres con peso
normal, la diferencia entre la respuesta de los receptores umami estimulados por GMS en
la lengua y sus umbrales de despolarizacion. En este caso las mujeres con sobrepeso
mostraron umbrales mas altos y requerian de mayor cantidad del aditivo para poder
lograr una estimulaciéon de los receptores especificos. De esta manera, la evidencia

presentada sugiere que el consumo de GMS como aditivo alimentario deberia de hacerse
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con precauciéon, y que la presencia de otras sustancias que podrian tener impactos
importantes comprobados como lipidos y glucidos potenciaria aun mas la aceptacién de

la sustancia.

6.1.7 GMS y otros tejidos

De acuerdo con la bibliografia revisada, este aditivo esta relacionado ademas con un
incremento en la actividad secretora de las glandulas digestivas en general, durante la
fase cefalica de la digestion. (Kondoh & Torii, 2008). Dicha respuesta fisiolégica parece
estar regulada a su vez por la actividad del sistema parasimpatico, representado en el
nervio vago, que distribuye aferencias por todas las estructuras descritas. (Kondoh vy
Torii, 2008). Pizzi y cols. (1977), evaluaron los efectos de la ingesta oral de la sustancia
en animales durante la lactancia, sobre el desarrollo sexual, encontrando una atrofia de
las glandulas involucradas en el proceso metabdlico y reproductivo (tiroides, génadas de
machos y hembras, pituitaria) y una disminucién en el tamano y peso de la camada de
las hembras sometidas a reproduccion, todo esto relacionado con el consumo temprano
del GMS. Recientes hallazgos demostraron que el GMS adicionalmente tiene la
capacidad de generar saturacion en los sistemas de homeostasis de los radicales libres
(Reactive Oxigen Species, ROS, siglas en inglés), interactuando con motores
metabdlicos y bioquimicos tan importantes como el ciclo de Krebs, en 6érganos con una
alta demanda metabdlica como el higado y rifidn en modelos animales. (Sharma y cols.
2014). Este fendmeno explicaria parcialmente los efectos metabdlicos a largo plazo,
incluyendo la obesidad, hipercolesteremia, dislipidemia y seria otro mecanismo deletéreo
a nivel de sistema nervioso central, donde el aporte sanguineo se ve comprometido por
la hipertensiéon secundaria a las condiciones previamente mencionadas. Contini y cols
2017, usando ratas y cols 2015, hallazgos muy similares, en cuanto a la exposicion
cronica del GMS, de la cepa Wistar, demostraron mediante un disefio experimental muy
similar al de Sharma considerando la diferencia particular en el uso inicial del aditivo junto
con el alimento soélido, ademas de realizar mediciones relacionadas con marcadores
hematolégicos de funcion renal y oxidacion hepatica en los sujetos sometidos al

protocolo establecido (Cortini & cols 2017).
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6.2 Separacion materna y GMS

Hasta la fecha no se ha encontrado bibliografia sobre la interaccion del consumo de GSM
y la SMDL, sin embargo; antecedentes con otros aditivos alimentarios, sugieren que
eventos como la separaciéon materna parecen favorecer una conducta donde prevalece la
predileccién por la ingesta de alimentos altamente palatables. (Willner y cols 1987, Park y
cols 2014, Aya L y Duefas 2017). Como se describié anteriormente, modelos de SMDL
que involucran la ingestidon de dietas ultra procesadas y con grandes concentraciones de
calorias y aditivos (“dieta de cafeteria”), en roedores han dado cuenta de diversas
consecuencias, relacionadas con cambios bioquimicos en neurotransmisores mejorando
en cierto modo la disponibilidad de triptéfano, datos que pueden ser comparados con
estudios a nivel humano donde los niveles de este aminoacido han sido medidos y
correlacionados con una mejora en el estado de animo de sujetos sometidosa protocolos
de estudio (Manian J. y M.J. Morris 2010). Park y cols 2014, demostraron en un
experimento llevado a cabo en ratas Sprague Dawley, sometidas a paradigma de
separacion materna durante la lactancia, las alteraciones que acarrea el consumo de
alimentos altamente palatables, donde se ven afectadas las respuestas del eje HPA, y el
nucleo accumbens, lo que se traduce en animales con comportamientos similares a la
depresién y con altas concentraciones basales de corticosterona. Dichas observaciones
se corroboraron al realizar inmunohistoquimica para la proteina c- fos y test de
comportamiento con la prueba de nado forzado, donde la movilidad en el agua se
encontré reducida (Park y cols 2014). Evidencias encontradas por el grupo de
neurofisiologia comportamental de la Universidad Nacional de Colombia, sugieren que el
estrés crénico generado por la separaciéon materna en ratas Wistar estaria asociado a
una tendencia de consumo mayor a sustancias muy palatables, para este caso
edulcorantes, con alteraciones en la modulacion de la ingesta, y demostrando ademas
déficits cognitivos en la prueba de campo abierto. (Aya-Ramos L, Duenas Z, 2015). En
este ftrabajo se buscod determinar si el GMS administrado por via oral a ratas

adolescentes puede generar cambios deletéreos basados en la ingestién oral, que seran
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medidos en base a la funciéon de la memoria espacial, en la prueba del laberinto de

Barnes.

6.3 Memoria espacial

Se define la memoria espacial como el almacenamiento de informacion que tienen los
seres vivos sobre si mismos y sobre el ambiente que los rodea. (Olton 1977). El
propésito de la memoria espacial es la codificacidén, almacenamiento, reconocimiento y
recuperacion de informacion espacial sobre el ambiente y los individuos que se
encuentran en él. Como todo proceso relacionado con aprendizaje la memoria espacial
también se desarrolla por los mecanismos implicitos que siguen un curso temporal bien
delimitado: adquisicion de la informacion, consolidacion o establecimiento de la
informacién adquirida recientemente, y por ultimo la recuperacién de esta informacion y
aquellas respuestas que demuestran aprendizaje (Vargas, Lépez y cols 2011, Ortiz
Montero y cols, 2010, Purves & cols 2018). Cuando la memoria se activa se puede
generar un estado de labilidad donde la informacion adquirida puede ser reforzada
(reconsolidada) o extinguida. Cuando se reconsolida la informacién, la memoria pasa de
un estado labil a uno permanente y duradero (Vargas-Lopez y cols 2011). Dentro de este
contexto, la formacion y consolidacién de memoria a largo plazo esta relacionada con
cambios transitorios en la eficiencia neural, junto con modificaciones de larga duracion a
nivel morfolégico y funcional, en varias areas del cerebro, incluyendo de manera
importante el hipocampo, una estructura crucial para el desarrollo de memorias
declarativas, y el caso particular de memorias espaciales (lzquierdo y Medina 1997). En
efecto, se ha demostrado que pequefias lesiones en el hipocampo estan relacionadas
con un deterioro en la memoria espacial. Para medir en general la integridad de la
memoria espacial, se han desarrollado en roedores multiples maneras de evaluarlas,
mediante diferentes paradigmas de aprendizaje como lo son el laberinto acuatico de

Morris, el laberinto de brazos radiales y el laberinto circular de Barnes (Barnes 1979).
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6.4 Memoria espacial y separacién materna

A pesar de que no se ha medido directamente, la elevacion temprana de los niveles de
cortisol (corticosterona en roedores), como ocurre después de la exposicion a
experiencias negativas en edades tempranas, genera una alteracién en la ontogenia del
hipocampo, lo que se traduce en una disfunciéon de esta estructura en la respuesta de
retroalimentacion negativa del eje HPA. Para evaluar el nivel de compromiso de la
ontogenia hipocampal, Lajud y cols (2012), desarrollaron un estudio donde se midié la
densidad de células granulares en el hipocampo de ratas sometidas a separacion
temprana durante la lactancia, comparandose a nivel comportamental con la capacidad
de respuesta al afrontar situaciones adversas (coping en inglés). Los resultados
demostraron una disminucién de BrDU un marcador de activacion gendémica, en la zona
subgranular hipocampal, baja densidad celular y un pobre desempefio en la prueba de
nado forzado, confirmando la disfuncién en la neurogénesis hipocampal sin una
alteracion importante en la concentracion de corticoides circulantes (Lajud y cols.2012).
Una posible explicacién a este fendmeno corresponde a la interaccién de la sobre
activacion del eje HPA en el periodo hiporesponsivo al estrés, lo que generaria una
alteracion estructural sobre los receptores de glucocorticoides. El hipocampo es una
estructura que contiene gran cantidad de estos receptores, y es particularmente sensible
durante estos estados. La exposicién cronica al estrés o a los glucocorticoides en la
estructura hipocampal genera numerosos cambios documentados, como modificaciones
en su neuroquimica, excitabilidad, neurogénesis, citoarquitectura y hasta muerte celular.
(Conrad. 2010). Por su parte Baqueri & cols, 2017, disefaron tareas de memoria espacial
en ratas de la cepa Wistar, utilizando dos paradigmas temporales de SMDL, ademas de
medir el comportamiento energético cerebral mediante la cuantificacion por
inmunohistoquimica (IHC) de la enzima citocromo oxidasa, en las areas anatémicas que
se relacionan con el desarrollo de tareas espaciales. Adicionalmente, las pruebas
cognitivas desarrolladas en el laberinto acuatico de Morris demostraron que los animales
que habian sido separados durante 10 dias (MS 10, PND 1-10) mostraron mejor

desempefo en el desarrollo de la prueba, comparados con los animales sometidos a
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SMDL durante 21 dias (MS 21, PND 1-21). Aunque en suma el desempefio de la tarea
espacial no se mostré afectada por la SMDL, este estudio evidencié un cambio en los
patrones de consumo energético a nivel cerebral, ya que la IHC de la citocromo oxidasa
para el grupo MS 10 mostrd una actividad mas alta que sus pares MS 21.Pese a que se
desconocen los mecanismos exactos por los cuales se desencadenan eventos de
pérdidas en poblaciones celulares, hallazgos recientes indican que hay vias metabdlicas
que se han comenzado a proponer como posibles responsables. Una de estas es la
autofagia, un proceso de regulacién donde se preserva la homeostasis de la celularidad,
o se desencadena la apoptosis en situaciones hostiles. La autofagia involucra la
remocion de organelas dafiadas y agregados de proteinas. Dicho proceso a pesar de
generar en ocasiones efectos deletéreos, se ha considerado como fundamental en la
regulacion celular (Liu & cols 2018). Por otro lado, estos mismos autores, ademas de
documentar en sus estudios la autofagia en areas relacionadas con la memoria espacial
en animales sometidos a SMDL, demostraron también un aumento en la actividad de los
receptores glutamatérgicos en diferentes zonas del encéfalo de sujetos sometidos al
paradigma. Esta actividad parece estar regulada por la expresion de multiples proteinas
celulares asociadas a microtubulos, como la beclina 1, mostrando un incremento en la
autofagia de zonas como el hipocampo y una disminucion en la corteza, alterando de
manera importante el recambio celular en dichas areas. Para realizar valoracién cognitiva
se utilizé la prueba de campo abierto, laberinto elevado en cruz y prueba de nado
forzado, las cuales se usan para medir de manera objetiva comportamientos

relacionados con ansiedad en animales sometidos a estrés.

6.5 Memoria espacial y glutamato monosédico

Los efectos centrales del GMS en animales de laboratorio han sido descritos desde el
primer reporte de Olney (1969). Se sabe bien desde esa época que la exposicion
neonatal a la sustancia conlleva alteraciones de varias areas del sistema nervioso
central, entre ellas el giro dentado y otras estructuras hipocampales (Olney, 1976). La
literatura disponible describe alteraciones puntuales en areas periventriculares asociadas
a excitotoxicidad en animales jovenes, asi como disfuncionalidad en el eje HPA vy el

hipotalamo. Uruefa y cols (2009), describen la susceptibilidad del hipocampo a pérdidas
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neuronales, inducidas por el GMS, cuando se administra por via parenteral.
Gonzales-Burgos & cols, (2009), proponen una relacién directa entre la inmadurez de la
barrera hematoencefalica y los efectos deletéreos de la molécula. Collison y cols. (2010),
demostraron que la combinacion de factores dietarios como altas concentraciones de
grasas trans y GMS, producen impactos negativos en funciones de memoria, en
animales de la cepa C57BL/6J, donde se usdé el paradigma del laberinto acuatico de
Morris para los estudios cognitivos pertinentes. Los efectos negativos exhibidos por los
animales sometidos a tratamiento se atribuyeron a la generacion de eventos metabdlicos
que de manera indirecta crearian déficits cognitivos relacionados con dislipidemia y
deposicion de colesterol, junto con la ya descrita excitotoxicidad generada por la
administracion del GMS. (Olivera- Cortes y cols 2005, Collison y cols 2010). Dief y cols
2014, utilizaron ratas de la cepa Wistar con 5 semanas de edad, donde se comparé la
administracion de GMS, via oral y subcutanea. Esta vez la prueba de medicién cognitiva
fue el laberinto en cruz, donde los animales tratados, mostraron comportamientos
asociados a ansiedad. Los estudios histolégicos demostraron una disminucion en la
expresion de la enzima AMP kinasa, en el area del hipocampo, junto con una expresion
aumentada del ligando Fas (como marcador de apoptosis), asi como una deposicién de
B-amiloide, lo que contemplaria un modelo de neurodegeneracién muy similar al que se
observa en seres humanos con la enfermedad de Alzheimer, como consecuencia de la
administracion del GMS. Hasta la fecha no parece haber estudios reportados en la
literatura cientifica considerando los efectos del consumo o la administracién oral de

GMS, y el desarrollo de tareas espaciales en animales de experimentacion.

6.6 Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes es un aparato desarrollado con el fin de evaluar la actividad visuo
espacial relacionada con aprendizaje y memoria. Este laberinto consiste en una
plataforma circular con 18 hoyos, (Barnes 1970) distribuidos eventualmente en el
perimetro de dicha circunferencia. Los animales son motivados con luz aversiva y el
efecto del espacio abierto, para lograr el estimulo negativo que genere motivacién a la

busqueda, y a su vez se utilizan pistas espaciales que permitan generar referencias para
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la orientacién de los sujetos de estudio, durante una determinada cantidad de tiempo.
(Barnes y cols 1980). En estudios para evaluacion de memoria espacial se han
observado ventajas del uso del laberinto de Barnes, comparado con otros dos aparatos
que miden a su vez el aprendizaje y la memoria visoespacial: el laberinto radial de 8
brazos y el laberinto acuatico de Morris (Barnes y cols 1980, Lehmann y cols 1999,
Kritzer y cols 2007, Mueller y cols 2007). A diferencia del laberinto de 8 brazos, en el
laberinto de Barnes no es necesaria una privacion de agua o alimento, lo cual hace que
el desempefo de los animales sometidos a la prueba no se vea afectado por el hambre o
por la sed (Barnes y cols 1980). Adicionalmente, caminar por el laberinto de Barnes
puede ser menos desgastante fisica y psicoldgicamente, comparado con la actividad que
se desarrolla en el laberinto acuatico de Morris, evitando ruidos potenciales creados por

efectos relativos al aparato. (Roozendaal y cols 2002, Vargas-Lopez y cols, 2011).

Target +2

8

Figura 4. Esquema las medidas del laberinto de Barnes (Medidas aproximadas). El laberinto
consiste en una plataforma circular (92 cm de diametro), elevada a 105 cm del suelo con 18
agujeros a igual distancia, (cada uno con 5 cm de diametro, a 7,5 cm distancia entre los mismo).
Los agujeros se enumeran +1 hasta +9 desde el lado derecho del agujero meta, y desde -1 hasta
-9 hacia la izquierda del agujero de meta. Todos los agujeros se encuentran ubicados a 2 cm de
distancia del borde del perimetro de la plataforma. Tomado de

http://www.nature.com/protocolexchange/protocols/349#/figures.
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6.7 Laberinto de Barnes y separacion materna

Como se vio anteriormente la memoria espacial se ve afectada con la liberacién excesiva
de cortisol y su actividad general relacionada con la hiperresposividad del eje HPA. La
separacion materna es un paradigma que esta considerado como una experiencia
adversa a temprana edad y que genera alteraciones importantes a nivel cognitivo,
emocional y comportamental, mas alld de la vida neonatal. Infortunadamente la
informacion relacionada a este tipo de laberinto no es tan extensa, aunque los
experimentos llevados a cabo en otras estructuras utilizadas para medir memoria
espacial como el laberinto acuatico de Morris, demostraron déficits importantes en
animales sometidos a separacién materna, en relacion con marcadores de
sinaptogénesis y disfuncién en las pruebas de comportamiento (Aisa y cols 2009).
Roozeendaal y cols, (2002) determinaron la importancia de la induccién del estrés y la
liberacion aguda del cortisol, en procesos de consolidacion de la memoria, donde se
obtuvieron valores negativos asociados a tareas de aprendizaje y medicion de memoria
sobre el laberinto de Barnes, en los individuos que eran sometidos a estimulos
estresores previos al entrenamiento en la plataforma. Trabajos publicados por el grupo
de neurofisiologia del comportamiento de la Universidad Nacional, revelaron una
importante relacion entre la pérdida de capacidades cognitivas y la separacién materna,
representada en el desarrollo de tareas espaciales en el laberinto de Barnes (Ramirez y
Duefas 2009, Corredor V y Duenas 2014). Ramirez y Duefias 2009, demostraron una
diferencia significativa entre hembras y machos de la cepa Wistar, donde el estrés
cronico generado durante la separacion materna no afectd el proceso de adquisicion y
recuperacion de las hembras, comparadas con sus pares machos, teniendo estos ultimos
un peor desempefio en la prueba de memoria espacial. Por su parte Corredor V y
Duenas Z. (2015), describieron ademas del déficit cognitivo en memoria espacial en ratas
macho relacionado con el protocolo de SMDL, pérdidas importantes en marcadores de
actividad neuronal como BNDF, y marcadores especificos de astrocitos como GFAP,

resultados corroborados por inmunohistoquimica en tejido hipocampal, resultados
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estrechamente relacionados con los encontrados en la literatura sobre este topico
(Corredor y Duefias 2015).



7. Metodologia

7.1 Diseno de estudio

e Estudio experimental controlado y aleatorizado. (Zar,1974)

e Se asignaron cuatro grupos, ratas de la cepa Wistar, machos de igual edad.

7.2 Sujetos experimentales

Ratas de la cepa Wistar, recién nacidas obtenidas del bioterio de produccion de la
facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia.
Las ratas se sometieron a un proceso de habituacion al ambiente donde se mantuvieron
en la fase experimental, al fin de alcanzar una adaptacién al ciclo de luz invertido que se

us6 como parte del presente estudio.

7.2.1 Muestra

Considerando la formula para el tamafio de la muestra (en teoria infinita o desconocida)

(Reynoso-Robles, Ponce Macotela, Rosas-Lépez, & Ramos-Morales, 2015)

ZA(2) e[ 28) peg Z7(2) 67 2+) peg [136) *2:05:05 [1,96] *2:0.5:0.5
[o15] ~(2) [o1s] ~(2) =43

A ]

n= gL B n=

Donde:

Z? o*= Nivel de confiabilidad

p = es la probabilidad positiva del fendmeno
g = es la probabilidad negativa del fendmeno

e?e? - error de estimacion (que para el 95% de confianza es de 0,0025)
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Considerando el nivel de confianza del 95%, el tamafo de la muestra incluye a 43
sujetos. Adicionalmente se hizo atencién a los principios éticos que le son propios al
trabajo con animales de laboratorio, se considerd el principio de las 3R: Reduccion,
refinamiento y reemplazo; de tal manera que se utilizaron como referencia trabajos
previos en el campo de la neurobiologia comportamental y aquellos que también estaban
relacionados con las modificaciones neuroendocrinas relacionadas con separacion
materna y estrés temprano. De este modo, Riveros y Duefias 2016, indican que una
muestra entre 8 y 10 unidades experimentales por grupo, con una pérdida experimental
del 10%(1 unidad experimental), puede demostrar significancia estadistica. Se determin6

una muestra de minimo 8 a 13 sujetos por cada grupo experimental asignado.

7.2.2 Grupos

Los grupos establecidos para este estudio se organizaron como grupo control, y tres
grupos sujetos a experimentacion en diferentes niveles. La cantidad de animales por
jaula, los cuales se ubicaron considerando el grupo experimental al cual pertenecian, se
ordenaron en un numero promedio de 5. Teniendo en cuenta lo anterior, los animales de

estudio se ordenaron asi:

1. Animales que estuvieron en paradigma de separacién materna durante la lactancia,
que seran sometidos al consumo de GMS (SMGMS), partiendo del dia 30 al dia 65,
edad donde aun se considera la pubertad de acuerdo con las curvas de crecimiento
relacionadas en la literatura (Guidifio y cols 2003, Hermanussen y Tresguerres 2005,
Sharma & cols 2015, Jubaidi & cols ,2019). n=12. Para tener en cuenta, fue necesario
hacer correcciones de grupo, en pruebas comportamentales y antropométricas,
considerando los individuos que estaban en valores 2 72 SD por encima de la media

del grupo (outliers)

2. Animales que se sometieron al paradigma de estrés temprano, pero que no

consumiran GMS (SMNGMS), donde se utilizé un protocolo similar al anterior. n=10
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3. Animales que no sufrieron separaciéon materna, pero que recibieron GMS (NMSGMS).
n=11

4. Animales que no sufrieron separacion materna, y que a su vez solo se sometieron a
las pruebas cognitivas en el laberinto de Barnes (CTRL). n=7. Al igual que el primer

grupo se corrigieron outliers

Como factor diferenciador en estos grupos, se dispuso de una botella adicional a la que
se contaba para el suministro de agua de bebida, donde se ofrecié la disolucion que

contenia el GMS, en los grupos previamente establecidos. Dicha solucién se preparo

cada 3 dias considerando el peso promedio y el consumo que se tenia de la misma.

7.2.3 Variables

Variable

Definicion operacional

Unidad de medida

Peso

Cantidad de masa corporal de la
unidad experimental,
cuantificada por una bascula

Gramos

Consumo de agua

Cantidad de la unidad
experimental, cuantificada con
un recipiente de laboratorio,
como medida estandar utilizada
para todas las medidas

Mililitros

Consumo de alimento

Cantidad de alimento
consumido, medido en gramos,
para un periodo de 24 horas.

Gramos

Desempeiio en el laberinto
de Barnes, memoria
espacial

Variable implicita en el estudio.
Comportamental, dependientes
de tiempo e instalaciones
especificas

Medidas de tiempo
segundos procesadas
en planillas y
estadisticas
inferenciales

Separacion materna

Variable implicita en el estudio

Variable implicita en
el estudio, no aplica

Consumo de GMS

Variable implicita en el estudio,
se hizo uso de una balanza
analitica de laboratorio cada vez
que se calculaba la dosis

Gramos
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7.3 Protocolos de intervencion

7.3.1 Separaciéon Materna Temprana

Se contd el dia del nacimiento de las crias como 0. Desde el dia postnatal 1 hasta el dia
postnatal 21, que es el periodo en el cual se establece la lactancia, se hizo una
separacion diaria de aproximadamente 360 minutos durante la fase oscura. (Dividida en
dos periodos, cada uno de 180 minutos, desde las 7:30 am hasta las 10:30 am y a las

13:30 p.m. hasta las 16:30 pm). El protocolo utilizado fue el siguiente (Ver anexo 1):

e Se tomaron las jaulas de cada uno de los grupos, donde se retiraron una por una las
crias que se sometieron a separacion materna.

e Dichas crian se trasladaron a otra jaula con acondicionamiento previo, donde tenian
una cama de viruta proveniente de la jaula materna, con el fin de evitar rechazos por

parte de la madre una vez terminado el tiempo de separacion

e Estas jaulas se trasladaron a otra habitacion con acondicionamiento de temperatura
(30° C), la cual se mantuvo por el uso de un sistema de calefaccion portatil, humedad

y control de ruidos, donde permanecieron por un periodo de 180 minutos.

e Finalizado dicho periodo de tiempo, se regresaron las jaulas al cuarto original, donde
se devolvieron una a una las crias a sus respectivas madres con el fin de continuar su

proceso normal de cuidados y alimentacion.

7.4 Agua y comida, manejo de animales destetados y
formacion de grupos

Posterior al protocolo de separacion materna, se realizd el destete a los 21 dias
postnatales, donde a partir del dia 22 se hizo la respectiva separacion por sexos y grupos
de acuerdo con los protocolos experimentales. Para el caso presente se tuvieron en

cuenta solo animales machos, como se menciono anteriormente.
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Se establece un periodo de habituacion a las condiciones de temperatura (22C° £ 2C°),
humedad y ciclo de luz /oscuridad, (12/12), que comenzé con oscuridad desde las 7 am y
luz a las 7 pm. Este ciclo se invirtié6 debido a las caracteristicas fisiologicas de la rata
Wistar, ya que es un animal nocturno y por motivos de manipulacion y tiempo se prefirié
manejar en horas del dia, cuando se ha establecido el periodo de oscuridad, donde son
activas. Se administré6 agua y comida ad libitum para todos los animales. (Labdiet®-
laboratory Rodent diet). Debido a la naturaleza de la prueba del laberinto de Barnes (un
dia de habituacion, 24 horas después, una sesién de entrenamiento, 24 horas después
una sesion de recobro y finalmente una sesién de aprendizaje 24 horas después.) La
poblacion de madres se anido en tiempos distintos y los animales parentales se
acondicionaron en edades diferentes, considerando los factores que se evaluaron en las

pruebas comportamentales llevadas a cabo.

7.4.1 Administracién de glutamato monosaédico

El DPN 30 se defini6 para comenzar con el protocolo de administracion del GMS. Se
utilizé para dichos fines, 1 kg de L- glutamato monosdédico con una pureza de 99 %, en
forma de polvo soluble, de la marca Sigma-Aldrich® (L-MSG, L-monosodium glutamate,
Sigma Aldrich, St Louis, M.O USA).Referencias recientes indican que la cantidad de
ingesta maxima aceptada por entes europeos (EFSA) es de 30 mg por kilo, en el caso de
los seres humanos. Sin embargo, se tom6 como base una dosis de 4mg/g de peso vivo,
reportada con frecuencia en la literatura disponible (intervalo entre 2 a 10 mg/g)
(Abu-Taweel & cols 2014, Jubaidi & cols 2019) Se considerd dicha dosis, ya que parece
ser la mas reportada por parte de investigadores, sin llegar a generar incomodidad o
disminucion de la aceptacion del aditivo. Para establecer entonces la cantidad de GMS

por animal se determinaron los siguientes pasos:

1. Se pesaron todos los animales, incluidos aquellos que fueron sometidos al protocolo
de experimentacion con GMS. (Digital Scale OMRON 400®)

2. Dado que los animales estaban asignados en grupos considerando la edad y el grupo

experimental como parametros de agrupacion, se tomaron todos los pesos de los
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mismos y por cada caja (grupo experimental), se hizo un promedio de peso, con el
cual se realizé el célculo del compuesto a administrar en solucién acuosa (GMS),

expresado en gramos (g).
3. Se administré una dosis de 4 mg de GMS, por gramo de peso vivo.

4. Considerando lo anterior la formula que se manejé para calcular la dosis en gramos

de GMS para administracion oral en disolucion acuosa estara expresada asi:
X peso grupo experimental . dosis de GMS expresada en gramos.(n grupo experimental)

= Dosis GMS para disolucion expresada en gramos.

X pesogrupoexperimental
Dénde: = Peso promedio de cada grupo experimental

(por tratamiento)

(n grupoexperimental)
= Numero de individuos por cada grupo experimental

5. Se determiné la cantidad de agua consumida, durante los 3 dias anteriores al
comienzo del experimento. Se consideré un valor promedio, tomando en cuenta la
medida de estos tres dias, con la que se determiné el volumen sobre el cual se hizo
la disolucién de GMS. Dicha medida se hizo teniendo en cuenta que el aforo para
bebederos es de 500 ml y que estos recipientes tenian marcas de volumen sobre su
superficie expresadas en ml, que se utilizaron para registrar el volumen consumido de
agua. Adicionalmente se hizo una comparacion de volumen con un vaso de
precipitado (beaker) en el laboratorio de fisiologia. Esta medida se hizo por cada caja
0 jaula, teniendo en cuenta el consumo determinado para el grupo, dando origen a un
valor donde se pudo estimar el consumo de cada animal, dividiendo el nUmero de ml

consumidos sobre el promedio de peso de los animales en cada jaula.

De acuerdo con los datos expresados en la primera féormula se hara un aforo para
preparar la solucién en el volumen completo de agua que presentan los bebederos.

Para este caso:
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Dosis GMS para disolucion X volumen de agua del bebedero

volumen de consumo de agua del grupo experimental

6. Se preparo la solucion considerando que el consumo de GMS para cada animal fuese
cercano a los 4 mg / g P.V, ofreciéndose con el fin de que el animal consumiera la
solucion a voluntad. Se ofrecio a su vez un bebedero con agua sin aditivo.

Se tomaron medidas de peso por lo menos dos veces a la semana con el fin de mantener

la dosis y se modificé la cantidad en gramos de acuerdo con la variacion de los pesos

registrados en los sujetos de estudio con el fin de mantener la dosis cercana a los 4 mg/g
de peso vivo. Los animales tuvieron buena aceptacién de la solucion y no se vio la

necesidad de administrar el aditivo de manera forzada.

7.4.2 Medicién del peso corporal

A partir del dia postnatal 22, después de la asignacion de los animales en los distintos
grupos experimentales, se realizd la primera medicion de peso, con el fin de tener una
medida basica para referencia. Como se describié en el apartado anterior la medicion se
determin6 ademas como un elemento primordial para establecer la metrologia y
dosificacién del GMS en vehiculo acuoso. La medicion del peso, para todos los animales
se repitié dos veces por semana, en promedio cada 3 dias, de manera que se tuviera un
registro en los cambios de esta variable, durante el desarrollo del protocolo experimental
del GMS, es decir durante 30 dias (DPN 60), y también en el cambio de cada fase

experimental, en el desarrollo de la tarea espacial del laberinto de Barnes.

7.5 Instrumentos

7.5.1 Laberinto Circular de Barnes

La evaluacién del aprendizaje espacial se llevd a cabo usando el Laberinto Circular de
Barnes (Barnes, C., 1979) (Anexo 1). Este laberinto estd conformado por una plataforma

circular de acrilico negro de 122 cm de diametro, elevada a 80 cm del suelo, y apoyada
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en un pilar central. En la periferia de la plataforma se encuentran un total de dieciocho
agujeros circulares, ubicados de forma regular, con una separacion de 20°; cada agujero
mide 9,5 cm de diametro y su centro se encuentra ubicado a 10 cm del margen de la
plataforma. La caja de escape o caja meta (24 cm de largo x 8,75 cm de ancho x 10 cm
de alto) puede emplazarse bajo cualquiera de los dieciocho agujeros. La caja de salida
(elaborada en acrilico blanco, 17 cm de diametro x 15 cm de alto), ubicada en el centro
de la plataforma, es la que da lugar al comienzo de la exploracion por parte del animal
después de que ha permanecido durante treinta segundos, bajo la misma. En el
momento en que la caja de salida es levantada utilizando un sistema de poleas, en la
cabina experimental se enciende una luz intensa (508 Ix) que se acompafia de un ruido

blanco (90 decibeles).

En la sala experimental, en tres de las paredes se ubican estimulos visuales de color
negro, contrastando con el fondo blanco de la habitacion; éstas son las claves espaciales
extra laberinticas que sirven como pistas espaciales para orientar el aprendizaje de la

tarea (Figura 5).

Un circuito cerrado de television permitio el registro de las sesiones experimentales las
cuales se grabaron empleando un grabador de DVD, para ser analizadas posteriormente.
El registro comportamental se llevo a cabo haciendo uso del programa X-Plo-Rat 2005
1.1.0., desarrollado en el Laboratorio de Comportamiento Exploratorio de la Universidad

de Sao Paulo (Cardenas y cols 2005).
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Figura 5. Laberinto circular de Barnes A. Vista superior del instrumento; se observa la ubicacién
de los 18 agujeros, siendo 0 el agujero meta (en gris oscuro). B. Los animales se ubican en la caja
de salida (en gris claro) antes de iniciar el ensayo; la caja meta esta emplazada en la plataforma,
bajo el agujero 0; se observan las claves extra-laberinticas, ubicadas en las pareces de la
habitacion. C. Se retira la caja de salida y, simultaneamente, se enciende la luz y el ruido blanco.

Figura modificada de Troncoso & cols (2010).

7.5.2 Variables Dependientes, medidas en el laberinto de Barnes

Para los experimentos de memoria espacial, las variables dependientes evaluadas

durante la prueba de retencion fueron:

e Latencia de llegada a meta (o latencia de escape). Tiempo (en segundos) que el
animal tardé en explorar por primera vez el agujero bajo el cual estuvo emplazada la
caja meta durante el entrenamiento (agujero meta).

e Latencia de inicio. Tiempo (en segundos) que el animal tardd en realizar la primera

exploracion a cualquier agujero del laberinto.
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e Errores de exploracion. Numero de exploraciones de agujeros diferentes al agujero
meta, realizadas antes de explorar dicho agujero por primera vez.

e FErrores ponderados. Errores de exploracion ponderados por su distancia al agujero
meta. Cada error de exploracién se multiplicé por su distancia en centimetros al
agujero meta.

e Distancia recorrida. Longitud (en cm) de la trayectoria entre los agujeros explorados
hasta la primera exploracién del agujero meta.

e Distancia media a meta. Promedio de la longitud (en cm) de la trayectoria entre los
agujeros explorados hasta la primera exploraciéon del agujero meta. Para esta
medida, se dividio la distancia recorrida entre el numero de agujeros explorados. Esta
variable da informacion acerca de qué tan cercana al azar es la exploracién que
realiza el animal.

e Velocidad media. Distancia recorrida dividida por la latencia de llegada al agujero

meta.

Estos indicadores son denominados como “primarios” de acuerdo con Harrison y cols.
(2006), debido a que se basan en el desempefio observado hasta la primera exploracion
del agujero meta. Dichos indicadores también se utilizaron para analizar el desempefio
de los animales durante el entrenamiento. Considerando lo expuesto por Harrison y cols.
(2006), estos indicadores primarios son mas sensibles que los indicadores totales
(medidas tomadas hasta el ingreso a la caja meta durante el entrenamiento) ofreciendo
una mejor informacion acerca del aprendizaje del animal sobre la ubicacion de la caja de
escape en un momento determinado del entrenamiento. De acuerdo con los autores, esto
se debe principalmente a que las medidas totales, a diferencia de las primarias, pueden

parecer aumentadas por las tendencias exploratorias de los animales.

Ademas de las medidas primarias, durante la prueba de retenciéon se emplearon otros
indicadores que tienen como referencia el patron de exploracion registrado durante toda

la prueba:
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e Frecuencia total de exploracién. Numero total de las exploraciones a agujeros
realizadas durante la prueba de retencion.

e Tiempo total de exploracién. Duracién total de las exploraciones a agujeros realizadas
durante la prueba de retencion.

e Frecuencia de exploracion por agujero. Numero de exploraciones realizadas en cada
uno de los dieciocho agujeros del laberinto durante la prueba de retencion. Para éste
y los demas analisis por agujero, el agujero que contenia la caja de escape durante el
entrenamiento fue numerado como agujero 0 con el propdsito de una representacion
grafica normalizada, de tal forma que los agujeros restantes fueron numerados del 1
al 9 en el sentido de las manecillas del reloj y del -1 al -8 en el sentido contrario
(Figura 32).

e Frecuencia porcentual de exploracion por agujero. indice calculado al dividir el
numero de exploraciones realizadas en cada agujero entre la frecuencia total de
exploracién, multiplicado por cien.

e Tiempo de exploracién por agujero. Duracion de las exploraciones realizadas en cada
uno de los dieciocho agujeros del laberinto durante la prueba de retencion.

e Tiempo porcentual de exploracién por agujero. indice calculado al dividir la duracién
de las exploraciones realizadas en cada agujero entre el tiempo total de exploracion,

multiplicado por cien.

En todos los casos, la exploracién de un agujero se definié como la inflexién de la cabeza
sobre el agujero haciendo un movimiento de arriba abajo o de lado a lado al interior del

mismo.

7.6 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos que se realizaron en esta investigacibn se basaron
estrictamente en lo establecido por la Ley 84 de 1989, especificamente lo mencionado en
el capitulo VI: Del uso de animales vivos en experimentos e investigacion; asi mismo la
reglamentacién estipulada en la Resolucién N° 008430 de 1993 del ministerio de salud de

Colombia, en la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para
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la investigacion en salud, cumpliendo a cabalidad especialmente lo mencionado en Titulo
V, en donde se mencionan los requisitos para llevar a cabo investigacién biomédica con
animales, teniendo en cuenta un soporte bibliografico y cientifico previo sobre el tema y
considerando su importancia para la prevencién y control de la salud humana, como
modelo animal y para el avance del conocimiento biolégico acerca de los efectos del
estrés neonatal, asi como del uso del glutamato monosédico y su seguridad en animales
jévenes. Para implementar este estudio se seleccionaron ratas de la cepa Wistar
adquiridas legalmente, de las cuales se hizo uso del minimo numero requerido para
obtener resultados que representen alguna validacion estadistica y puedan ser
considerados cientificamente aceptables. Este estudio fue de riesgo minimo, y no
duplicativo por su caracter cientifico, con una capacitacion realizada por el investigador
titular, quien posee experiencia suficiente para la ejecucién de los procedimientos
descritos en este protocolo y conoce y aplica la normatividad internacional contemplada
por la CIOMS, IACUC e ICLAS. Los reactivos utilizados en este estudio fueron de
categoria toxicolégica moderada a baja y por lo tanto no provocan impacto ambiental.
Institucionalmente existe la normatividad exigida por la direccién de investigaciéon de la
Universidad Nacional, que coincide con parte de los decretos y leyes nacionales y que da
lugar al establecimiento de guias, pautas internacionales y principios éticos para la
investigacion a nivel mundial. Una vez se ha hecho uso al méximo del material biolégico,
los desechos se dispondran en bolsa roja para su posterior incineracion. El presente
proyecto contdé con la aprobacion del Comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, respaldado con el acta N° 004 — 030 — 16 del 10 de
marzo de 2016. Finalmente es importante mencionar que estos animales se mantuvieron
dentro de las instalaciones del Bioterio de la Universidad Nacional de Colombia en
condiciones optimas para su mantenimiento, cumpliendo las reglamentaciones sanitarias

vigentes.
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Figura 6. Disefio experimental usado

A. Animales control. B. Tratamiento animales separados. C Animales sin separacion mas GMS: Rosado — nacimiento, Lila
— condicion, Carne — DPN 1 a 21, Verde oliva — Glutamato con blanco. D. Protocolo usado en el laberinto de Barnes.
CONTROL n=8, NSMGMS n=11, SMNGMS n=10, SMGMS n=13. Modificado de Ramirez R Camilo., Duefas, Zulma,
(2009). Estudio Comparativo: Efectos De La Separacion Tempana Sobre El Aprendizaje Y La Extincién De Una Tarea De

Memoria Espacial En Ratas Wistar. Tesis de grado. Programa de psicologia, pp. 27

7.8 Analisis Estadisticos

Para contrastar las diferentes variables fisiologicas, se desarrollaron diversas pruebas
estadisticas. En el caso de la variable “peso” se realizé una evaluacion mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de una via de medidas repetidas, considerando por demas
que el numero de individuos para cada grupo era distinto. Adicionalmente se llevaron a
cabo pruebas no paramétricas de Friedman, cuando hubo lugar a no cumplimientos en
los criterios de homogeneidad y normalidad para las varianzas. Se determinaron ademas
diferencias intergrupales mediante el desarrollo de andlisis de varianza de una via, para
cada dia de medicion del peso reportado, ademas de pruebas no paramétricas de Tukey
y Kruskal-Wallis, considerando las mismas circunstancias que se han venido
describiendo para las varianzas. Para realizar el respectivo analisis de las medidas de
consumo de GMS se realizé un ANOVA de una via de medidas repetidas, con una
comparacion post hoc paramétrica de Dunn. De igual manera el consumo de agua se
determin6 mediante un test de Kruskar Wallis, al no cumplir los criterios de
homogeneidad para comparaciones intergrupales. EI consumo de glutamato se midié
mediante una prueba T, y considerando que no hubo diferencias significativas, no se
procedié con ningun analisis ulterior. El analisis del desempefo de los sujetos a través de
los ensayos de entrenamiento se realizd mediante ANOVA de una via de medidas
repetidas o la prueba no paramétrica de Friedman de medidas repetidas, de acuerdo con
el cumplimiento o no de los criterios de normalidad y homogeneidad de varianzas. Para
comparar la ejecucion entre los diferentes grupos en los indicadores primarios y las
medidas globales de exploracion (frecuencia total de exploracion y tiempo total de
exploracion) durante la prueba de retencién, se realizaron ANOVAs de una via o la

prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, dependiendo del cumplimiento o no de los criterios
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de normalidad y homogeneidad de varianzas. Para comparar la ejecucion entre grupos
en los indicadores primarios (latencia total, errores ponderados y distancia media a
meta). Adicionalmente, la ejecucion de cada grupo experimental en los indicadores
primarios durante la prueba de retencion fue comparada con el desempefio promedio que
exhibieron los animales del estudio durante el ultimo ensayo de entrenamiento; estas
comparaciones se realizaron mediante ANOVAs de una via o la prueba no paramétrica
Tukey. Finalmente, las comparaciones intra-grupos en los indicadores de frecuencia y
tiempo de exploracion por agujero, asi como en los analisis por sector, se realizaron
mediante ANOVAs de una via de medidas repetidas. Se utilizaron como pruebas
post-hoc los métodos de comparaciones multiples de Dunn, considerando si se trataron
analisis paramétricos o0 no paramétricos, respectivamente. Los analisis descritos
anteriormente se realizaron haciendo uso del paquete estadistico Sigma Stat 3.5 (Systat

Software, Inc., San José, California, EUA).

Para las graficas de las medidas calculadas se usd Microsoft® Office Excel 2013 y
representan en todos los casos el promedio y el error estandar de la media (SEM). Para

todas las pruebas, el nivel de significancia estadistica correspondié a un a = 0,05.
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Figura 7. Ganancia de peso corporal en (gr) CONTROL n=8, NSMGMS n=11, SMNGMS n=10,

SMGMS n=13. Todas las figuras muestras * diferencia estadistica ('(p<0.05) y SEM

Para cada uno de los grupos de estudio, durante el tiempo de administracién del GMS.

La significancia estadistica se muestra respecto al grupo control (p<0.01). SMGMS
(n=12), NSMGMS (n=11), SMGMS (n=10) y Control (n=8). Todas las figuras muestran

promedio y SEM. * Diferencias estadisticas significativas

En la fig. 7 se puede observar un aumento progresivo del peso corporal a través de los

dias de protocolo experimental. Dada la variacion en el numero de sujetos, se hizo una

comparacion intragrupal independiente con una diferencia estadisticamente significativa

para cada uno de los grupos evaluados, comparando el inicio del protocolo, hasta el dia
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que se sometieron a la prueba de memoria espacial (DPN 30 hasta el DPN 60),
(P<0.001). (ANEXO A). En cuanto a las comparaciones intergrupales, se utilizé un
ANOVA de una via y dada la tendencia de las pruebas a no cumplir condiciones de
normalidad, se realiz6 un test de Kruskar Wallis y su respectiva prueba post hoc, que en
esta ocasién fue el test de Dunn. El grupo que mayor ganancia de peso obtuvo fue el de
SM mas GMS, mostrando diferencias significativas para esta variable a partir del dia 48,
[H (3) = 10,753, (P = 0,013)] cuando se realizé la comparacién respectiva con el grupo
Control. Para el dia 51 igualmente se registraron significancias estadisticas [H (3) =
12,041, (P = 0,007)], cuando se hizo la comparaciéon entre los grupos SM mas GMS
Igualmente, en las pruebas de comparaciones multiples, el grupo que mayores
diferencias presenté fue el de SM mas GMS, comparado contra el respectivo Control,
seguido del grupo de SM sin GMS vy finalmente por el grupo de NSM mas GMS. Estas
mismas observaciones se repitieron para los dias, 51, 52, 54, 57, 59, y 60 (Barnes)
demostrando una significancia estadistica similar, con los registros de peso mas altos
para el grupo de SM mas GMS. (Ver anexo A). A nivel general, los datos muestran una
tendencia donde los animales sometidos a SMDL, presentaron una mayor ganancia de

peso comparada con los animales que no se sometieron a dicho paradigma.

8.2 Consumo de GMS y consumo de agua
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Figura 8. Consumo promedio (+SEM) de GMS, medido en gr, considerando la cantidad que se
determin6 a partir de una dosis de 4mg/gr. NSMGMS N=11, SMGMS N=13.No se hallo

significancia estadistica.

La figura 8 muestra que no existe una diferencia significativa entre los grupos sometidos

al consumo de la sustancia. (p=0,143).
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Figura 9. Consumo de agua (ml). Se tomaron en cuenta los volimenes que se originaron durante
el consumo que contenia el GMS.CONTROL n=8, NSMGMS n=11, SMNGMS n=10, SMGMS
n=13. * indica la respectiva significancia estadistica. Se muestra SEM.

En cuanto al consumo de agua, se observd una diferencia considerable ya que los
animales que contaban con las dos condiciones experimentales (SMGMS), mostraron un
consumo significativamente mayor. De igual manera los animales que habian consumido
GMS, sin haber estado separados mostraron una tendencia mayor al consumo de
liquidos. [F ;=10.52; p<0.001]

8.3 Prueba de laberinto de Barnes

8.3.1 Prueba de laberinto de Barnes

8.3.1.1 Entrenamiento y aprendizaje
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Figura 10. Promedio (+ SEM) de latencia (segundos) del tiempo de llegada al agujero meta, durante el
entrenamiento en todos los grupos. CONTROL n=7; [F ;,=4,87; p<0.001]., NSMGMS n=11; [F ,,,,=3,142;
p<0.006]., SMNGMS n=9; [F ,,=5,226; p<0.001]., SMGMS n=13 [F ,,,, =3,694; p<0.002]..
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Figura 11. Promedio (+ SEM) de distancia recorrida (cm) durante el entrenamiento para todos los grupos.
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Figura 12. Promedio (+ SEM) de distancia recorrida, durante el entrenamiento, para todos los
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grupos. CONTROL n=7 [F ,,=1,87; p<0,099], NSMGMS n=11 [F ,,,,=0,185; p<0.988], SMNGMS n=9[F .,
=3,245; p<0.006], SMGMS n=13 [F ,,,=0,755; p<0.658].

8.3.2 Entrenamiento

La figura 12 muestra la latencia de escape para todos los grupos. Durante los ensayos,
los tiempos de latencia se redujeron considerablemente para la mayoria de los sujetos
(ver anexo 15). Dado que se evaluaron variables primarias asociadas al laberinto e
inicialmente se determinaron de manera intragrupal los resultados iniciales se describiran
para cada grupo. Se determiné realizar una comparacion entre cada ensayo, (p. €j., E1
vs E8; E2vs E7) con el objetivo de determinar si hubo reduccion del tiempo a medida que
transcurria el entrenamiento. En el caso del grupo Control el parametro de normalidad no
superado para el ANOVA de una via de medidas repetidas (p=0,050), y la prueba de
equivalencia superada (p=0.226). Como era de esperarse hubo significancia estadistica
al comparar la disminucion de tiempo empleado para cada ensayo, (latencia) [F ;,=4,87,
p<0,001]. Dicha significancia se observé a partir del E2, y se mantuvo hasta E8
(Comparacion post hoc de Dunnett, p<0,050). Parametros medidos para la variable
“Errores de agujero”, inicialmente superaron las pruebas de normalidad (p=0,277), y
equivalencia (p=0.561). Sin embargo, no mostraron cambios significativos, aunque si
hubo una tendencia a la reduccion del numero de estos [F ;, =1,87; p=0.099].
Finalmente, cuando se hicieron los respectivos analisis para la variable “Distancia”, no se
superaron los criterios de normalidad (p<0,05), y si los de equivalencia (p=0,961).se
pudieron observar diferencias en cuanto al desarrollo de los ensayos E3, E4 y E8 [F
=2,543; p<0.028, Dunnett, p<0.050]. Para el caso del grupo NSMGMS, en la variable
“Latencia” se observaron diferencias significativas [F ,,, =3,142; p<0.006] encontrandose
en los ultimos 3 ensayos (E6, E7y E8, Dunnett p<0,050). La siguiente variable evaluada
“Errores de agujero”, no mostré ningun cambio significativo a pesar de observarse una
tendencia hacia una reduccion numeérica de los mismos [F ,; =0.185; p<0.988]. Por
ultimo, para este grupo la variable “Distancia recorrida” no mostré cambios significativos
a lo largo de los 8 ensayos [F ,, =0.406 p<0.896]. El siguiente grupo experimental,
SMGMS, tuvo una significancia estadistica en el caso de la variable “Latencia” [F

=3.66; p<0.002], aunque esta solo se pudo observar en el caso de la comparacion de E1
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con E5 y E6 (Dunnett, p<0.050). La variable “Errores de agujero”, no mostro significancia
alguna, durante el entrenamiento [F ,,, =0,755; p=0,658]. Para el caso de la variable
“‘Distancia” no se observaron diferencias significativas, durante la ejecucién del
aprendizaje [F ,,,=0,885; p=0,523]. Finalmente, el grupo SMNGMS, mostré a su vez una
significancia estadistica en el tiempo de latencia empleado durante el aprendizaje. [F
=5,226; p>0.001]. Sin embargo, la significancia tuvo lugar en tres ensayos (E5, E7, y E8),
cuando se hizo el correspondiente analisis post hoc de Dunnett (p>0,050). La siguiente
variable “Errores de agujero” mostré a su vez una diferencia significativa, no observada
en ninguno de los grupos anteriores [F 4, =3,245; p< 0,006]. En cuanto a la variable
final “Distancia” no hubo lugar a diferencias significativas [F 4, =1,709; p<0.126]. De este
modo no se observo una interaccidn directa de ninguna variable sobre el desarrollo de la

tarea espacial en el laberinto de Barnes durante la adquisicion.

8.3.3 Pruebas por ensayo intergrupales

No se observaron diferencias estadisticas significativas, cuando se compararon los
diferentes ensayos, en ningln caso considerando las variables que se han venido
describiendo. Para estos efectos se realizaron ANOVA'’s de una via cuando se superaron
los criterios de normalidad, recurriendo a la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis,
cuando no se cumplieron. La variable “Latencia” no mostro diferencias apreciables, en
ninguno de los ensayos durante la adquisicion (Ensayo 1 Kruskar Wallis, H=3,175;
p=0,365, ensayo 2 ANOVA una via, F(3,35)=1,185, p=033, ensayo 3 Kruskar Wallis,
H=1,299; p=0,731, ensayo 4 ANOVA de una via, F(3,35)=0,134;p= 0,939, ensayo 5
Kruskar Wallis, H=1,728;p=0,631, ensayo 6 Kruskar Wallis, H=0,552; p=0,907, ensayo 7
ANOVA de una via F(3,35)=0,991;p=0,467, ensayo 8 ANOVA de una via F(3,35)
0,467;p=0.707. Para la variable de distancia recorrida, no existieron diferencias
apreciables (Ensayo 1 ANOVA de una via F(3,35)=1,708, p=0,137, ensayo 2 Kruskar
Wallis, H=4,51; p=0,211, ensayo 3 ANOVA de una via F(3,35)=2,112; p=0,116, ensayo 4
ANOVA de wuna via F(3,35)=0,79;p=0,508, ensayo 5 ANOVA de una via
F(3,35)=0,75;p=0,53, ensayo 6 Kruskar Wallis, H=1,440;p=0,696, ensayo 7 ANOVA de
una via F(3,35)=0.48;p=0,698, ensayo 8 ANOVA de una via F(3,35)=2,258;p=0,099. En

la variable de errores, finalmente tampoco se evidenciaron diferencias apreciables
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(ensayo 1 Kruskar Wallis H=5,714;p=0,126, ensayo 2 ANOVA de una via
F(3,35)=2,826;p=0,053, ensayo 3 ANOVA de una via F(3,35)=0,301;p=0,824, ensayo 4
Kruskar Wallis H=1,008;p=0,799, ensayo 5 ANOVA de una via F(3,35)=0,873;p=0,464,
ensayo 6 ANOVA de una via F (3,35)=0,370;p=0,772, ensayo 7 ANOVA de una via F
(3,35)=0,783;p=0,512, ensayo 8 Kruskar Wallis H=5,352;p=0,148.)

8.3.4 Memoria
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Figura 13. Prueba de memoria, prueba con caja (PCC). No se observaron diferencias
significativas en ningun grupo. CONTROL n=7, NSMGMS n=11, SMNGMS n=9, SMGMS n=13 ,
F(3,35)=0,467;p=0.707.En todos los casos se muestra promedio y SEM, para cada grupo

Durante el desarrollo de las pruebas de retencién con caja no se observaron diferencias
significativas para ninguna variable (latencia, errores de agujero y distancia recorrida). Se
utilizé un ANOVA de una via de medidas repetidas, para valorar las interacciones de los
efectos durante la ejecucion de dicha prueba. Para la variable latencia, la prueba de
normalidad no fue superado (p<0.050), mas si el de equivalencia (p=0,664), donde no se
encontré una diferencia significativa [F ;4 =0,292; p=0.831]. En el caso de la variable

Distancia, el test de normalidad se superd (p<0.050), asi como el supuesto de
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equivalencia (p=0,712), dando lugar a una significancia estadistica en el ANOVA de una
via de medias repetidas [F ;3 =3,01; p=0.050]. Analisis post hoc, mediante la prueba de
Tukey de comparaciones multiples, determino la existencia de esta diferencia para el
parametro medido entre los grupos de SMGMS, cuando se compararon con el control
(p<0,050; p=0,034). Para la variable Errores, no se superaron los supuestos de
normalidad (p<0,050), mas si los de equivalencia (p=0.603), se procedi6 con la prueba
correspondiente donde no se encontraron diferencias [F (,, ;=0,168; p=0.194]. Dado que
no se observaron diferencias significativas durante la comparacién entre los grupos, se
decidid realizar un analisis adicional que involucro los valores obtenidos para la ultima
latencia, en la prueba de aprendizaje (E8) y la PCC y PSC. Sin embargo, no fue
apreciable ninguna diferencia relevante entre los diferentes ensayos, para estos tres
parametros. Considerando la latencia a meta, en el caso del grupo Control, no fue
observable ninguna diferencia significativa [F ,, =1,661; p<0,231]. De igual manera la
siguiente variable Distancia no ofrecié ninguna significancia estadistica para el caso de
este grupo [F 4, =0,703; p<0.514]. En cuanto a la variable Errores tampoco fue evidente
una diferencia para la prueba sin caja desarrollada por el grupo de Control [F 4, =0,1534;
p=0.255]. El grupo de NSMGMS, tampoco mostro diferencias relevantes en cuanto a la
comparacion de las medidas mencionadas, siendo asi latencia [F ,,, =2,442; p=0.113],
Distancia [F ,,, =2,386; p<0.831] y Errores [F ,,, =2,386; p=0.118]. El siguiente grupo
SMNGMS tampoco mostro divergencias entre las medidas que se evaluaron, dandose
que la latencia [F 4, =0,648; p=0.536], asi como la Distancia, [F 4, =0,895; p=0.428] y la
variable Errores [F 4, =1,105; p<0.365]. Finalmente, el grupo SMGMS tampoco mostro
valores que indicaran aceptacion de hipétesis alternativa para las distintas variables,
siendo latencia [F 4, =1,105; p<0.365], Distancia [F 4, =1,105; p<0.363] y errores [F
=1,105; p<0.365].

Durante la prueba de evaluacion de preferencia para agujero meta no se evidencio
cambios que sugirieran algun grado de variacion entre los grupos sometidos a la prueba
sin caja donde se valoro la tendencia que manifestaban los diferenctes grupos sometidos

a experimentacion a tener preferencia por el agujero meta asignado, con su
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correspondiente valor en porcentaje, considerando que el efecto atribuible a los errores y

la variacién de los mismos afecto de maneja importante las posibles diferencias.
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Figura 14. Prueba de memoria, prueba sin caja (PCC). No se observaron diferencias significativas
en ningun grupo. CONTROL n=7, NSMGMS n=11, SMNGMS n=9, SMGMS n=13. En todos los

casos se muestra promedio y SEM, para cada grupo.



9. Discusion

El presente estudio evalud los efectos de la separacién materna sobre el consumo de
glutamato monosoddico y el desarrollo de la tarea espacial del laberinto de Barnes.
Adicionalmente también se comparé si dicho consumo tenia repercusiones en el peso de
los animales experimentales y el consumo de agua. Los resultados obtenidos muestran,
por lo tanto, los diferentes aspectos evaluados en diferentes fases sobre las variables
estudiadas. En relacion con lo anterior el presente estudio demostré que la separacion
materna genera cambios respecto al consumo del aditivo usado en este estudio, pero
que estos cambios no representan una significancia estadistica y se interpretan como
una tendencia. Asi mismo el consumo de GMS estuvo asociado a cambios importantes
en cuanto al comportamiento relacionado con la ingestién de liquidos, y el incremento de
peso, aunque para esta variable es importante tener en cuenta que aquellos animales
que llegaron al sacrificio con mayor peso corporal, también se sometieron al protocolo de
estrés temprano. De este modo se evaluaron los efectos del estrés cronico y el consumo
de GMS sobre el aprendizaje y la memoria. Es interesante resaltar que parece no haber
ningun efecto atribuible a la separacién materna de manera representativa, en cuanto al
desarrollo de tareas espaciales, o algun efecto atribuido al consumo de GMS, para dicha

variable.

9.1 Separacion materna, GMS y ganancia de peso
corporal

En general las evidencias encontradas por esta investigacion demostraron que la SMDL
incide de cierta manera la variable del peso. Evidencias recabadas en la literatura
consultada indican que la SMDL podria generar alteraciones fenotipicas en los patrones
de ingesta de alimentos altamente palatables, conllevando a modificaciones metabdlicas
importantes. (Plotsky & Cols., 1998, Macri & Cols. 2006, De Kloet 2006, Juruena 2013,

Spencer & Deak, 2016). Si bien los resultados sugieren un efecto de peso mucho mayor
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de la separacidon materna en las consecuencias metabdlicas, el hecho de que el grupo
experimental cuyo peso fue mayor corresponde al de consumo de glutamato sin
separacion, indica una asociacion de efectos aditivos que podrian tener probables
efectos deletéreos en la regulacion de la ingesta. La literatura consultada sugiere que la
interaccion de diversos mecanismos moleculares conllevaria a una respuesta que
derivaria en la generacion de alteraciones de la ingesta y a su vez, la ganancia de peso
podria tener su génesis en la modulacion e interaccion entre ciertas hormonas y algunos
receptores vinculados a los centros de recompensa cerebral, localizados en el area
tegmental ventral y nucleo accumbens (Aya L, Duefias Z, 2015, Aya y Cols 2017). Hasta
la fecha no hay reportes que describan la interaccion entre la SMDL y el consumo oral de
GMS. Sin embargo, es posible hacer extrapolaciones concernientes a las investigaciones
que involucran el uso del paradigma de SMDL, y otros aditivos alimentarios, incluidos
edulcorantes, conservando las respectivas distancias. Como se ha venido mencionando
el patron de impacto que genera el estrés neonatal sobre el consumo de sustancias
altamente palatables es significativo, usualmente generando una alteracién en los
patrones de ingesta. Yoo & Cols 2011 demostraron que la separacion materna tiene
efectos directos sobre la expresion de proteinas reguladoras de la ingesta de alimentos
en las zonas correspondientes, siendo de esta manera estudiadas la expresion de
Neuropéptido Y, Trascripto regulado por cocaina y anfetaminas CART vy
proopiomelanocortina POMC. Los sujetos que se incluyeron en dicha investigacion
fueron ratas hembras de las cepas Sprawgley Dawley, las cuales fueron sometidas al
paradigma de separacion materna. Si bien es cierto que existe un dimorfismo marcado
en la respuesta al estrés, dicho estudio deja por sentado los marcados efectos que tiene
la separacion materna en la vida posterior al destete, sobre la regulacién de la ingesta y
estados relacionados a comportamientos similares a depresion. (Yoo & cols 2008, Yoo &
cols 2011). Investigadores como Porter y cols 2014, demostraron que comportamientos
similares a la ansiedad en roedores provocan cambios neuroquimicos importantes donde
las preferencias alimenticias esta orientadas hacia alimentos particularmente dulces
(Porter & cols 2014). Teniendo como antecedente el hecho de que los animales habian
sido sometidos a SMDL, es posible que la modulacién a la respuesta de ingestion de

alimento esté alterada, como se pudo corroborar en los estudios llevados a cabo por Aya
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R. y Duefas Z en 2015. Estudios con modelos animales han dejado indicios de que la
sensacion dejada por el alimento a nivel oral tiene un papel significativo en la motivacion
por la ingestion, y que dicho factor otorga un nivel de proteccion contra el consumo de
comida de calidad dudosa. Dichas propiedades y el ajuste del consumo de energia a las
necesidades estrictas de los animales pueden ser alterados si se hace uso de dietas
altamente palatables (Kazmi & cols 2017). En el caso de la preferencia por el GMS
participa el receptor gustativo del sabor dulce (Tr1, Tr3), receptores metabotropicos para
el glutamato (mGIuR’s), el transportador de aminoacidos excitatorios, el transportador de
glutamato-aspartato 1. GLAST-1 asi como el receptor de dopamina tipo 2 (DRD2, la
leptina y su receptor correspondiente (LEP y LEPR) (Guidifio C. & cols 2009, Abu Tawell
& cols, 2014, Kazmi & cols 2017, Al-Azawi & cols 2018) En otras investigaciones se ha
demostrado que los receptores de diversos neurotrasmisores, ubicados en la cavidad
oral, tracto gastrointestinal y estructuras cerebrales, se modifican después de la
exposicion a estrés neonatal. Eventualmente los cambios descritos por de Souza & cols
2017, describen este fendmeno desde la perspectiva de la alteraciéon de los receptores
de dopamina, asociados con esta respuesta, donde en ratas de la cepa Wistar, de ambos
sexos fue evaluada la cantidad de ingesta de alimentos altamente palatables y la
expresion de proteinas asociadas a receptores Dr1 y Dr2 en el tallo cerebral. Los
resultados se asociaron a un efecto notorio en el incremento de la ingesta, independiente
del sexo, y un incremento en el numero de los receptores solo en los machos. De esta
forma se puede observar como en dicho estudio la separacién materna modificé de una
manera importante el comportamiento ingestivo de los animales, haciéndose prevalente
la tendencia al consumo de comida altamente palatable, no solo por la compensacion
energética. Por otro lado, la administracion de GMS junto con dietas altamente palatables
parece estar relacionada con un incremento de la produccion de leptina y una resistencia
insulinica mediada en algunos casos por la interaccion endocrina del tejido adiposo
reactivo (Abu Tawell & cols 2014, Kazmi & cols 2017)

Estudios relacionados con la respuesta heddnica han previsto que sujetos humanos con
antecedentes nutricionales deficientes, tienen mayor preferencia por el consumo de

caldos que contienen el aditivo, comparados con sujetos cuya nutricion tiene mejor
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calidad (Rogers & cols 1990). Se ha postulado que la administracién parenteral de GMS,
es compatible con una variedad bien reconocida de efectos 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 puede tener efectos negativos en los centros de
regulacion de la ingesta y energia a nivel central conllevando a modificaciones
permanentes e irreparables en los individuos afectados. De esta manera los individuos
sometidos al paradigma de estrés temprano en este estudio, mostraron efectos mas
notorios en la variable de peso corporal, comparados con sus controles, siendo con
frecuencia los que mostraban significancias mas notorias en la variacién de peso. Esto
advierte que para este experimento muy probablemente los efectos negativos de la
SMDL, que se mantienen tardios y constantes en los individuos que se sometieron al
paradigma, se sumaron a efectos atribuibles al consumo de GMS, en relacién a un
incremento de peso, alteraciones metabdlicas, respuestas hedonicas de consumo del

GMS y aumento en el consumo de alimento.

En sintesis, el experimento deja por sentado con las evidencias recabadas hasta aqui,
que existen efectos aditivos de los factores como la separacion materna y el consumo de
GMS, que incidieron en el peso al final del experimento, y que la SMDL no parece hacer
efectos importantes en los cambios de consumo de GMS. Para sostener estos resultados
o corroborarlos de una forma mas contundente harian falta estudios postmorten sobre los
animales estudiados no solo de caracter macroscopico sino estudios tisulares que
determinen la variabilidad en la expresion de proteinas, y sean cotejadas con pruebas

moleculares mas especificas.

9.2 Efecto del GMS sobre el consumo de agua

Se puede apreciar la diferencia entre los grupos evaluados en cuanto a la cantidad de
liquidos que se ingieren por grupo fue mayor en los animales que fueron sometidos al
paradigma de SMDL y consumieron glutamato. Es importante mencionar para el autor el
hecho de que no se encontraron diferencias significativas en el consumo de GMS entre
animales sometidos a SMDL, y aquellos que no se sometieron a dicho paradigma, razén

por la cual no se discutira este aspecto en este apartado. De acuerdo con la literatura
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consultada, existe la posibilidad de que la diferencia grupal que se observa en la
ingestion de agua sea directamente proporcional con un incremento en la cantidad de
GMS que los animales consumian, considerando que el incremento de la osmolaridad de
la solucién administrada seria mayor a la ofrecida a sus controles. Por otro lado, algunos
estudios han demostrado una sélida asociacion entre el consumo de GMS y cambios
metabdlicos y fisioloégicos relevantes, tanto en su ingestion crénica como en su
administracion parenteral en roedores. Una cantidad considerable de evidencias ponen
de manifiesto el posible papel que tiene el consumo créonico de GMS con la generacion
de alteraciones renales a diversa escala. De esta manera autores como Sharma & cols
2013, encontraron un vinculo entre la formacién de concreciones a nivel de los tubulos
renales y pérdida tisular en los tibulos colectores con el consumo crénico de GMS. Se ha
propuesto por parte de estos investigadores que existe una relacion entre la ingesta
cronica de GMS la alcalinizaciéon de la orina y la deplecién de los mecanismos de
defensa contra el estrés oxidativo, con la aparicion de calculos e injuria renal. Esto podria
explica parcialmente el cambio de la ingesta de liquidos ya de por si incrementada por el
aumento de la carga osmolar, y por la tendencia al consumo de sustancias altamente
palatables, asociada a modificaciones tempranas derivadas de la separacién materna. En
este caso una forma de medir esta funcionalidad de manera indirecta fue realizar una
estimacién de los consumos de agua originados en los animales sometidos al
experimento comparado con sus controles. De esta manera Contini & cols 2017, han
dejado claro como existe una correlacién entre la expresién de receptores NMDA en la
arteria renal y cambios en la dinamica del flujo sanguineo, dando lugar a la retencion de
solutos y un aumento en la tasa de filtracion glomerular y producciéon de orina.
Adicionalmente y como se ha mencionado el GMS puede generar un impacto en la
homeostasis de los radicales libres, dando lugar a mayor dafo tisular (Mahieu & cols
2016, Contini & cols, 2017) Otra consecuencia de la exposicion cronica a la sustancia
corresponde a la retencion de agua y solutos como el sodio, lo que se traduce en el
génesis de compromisos fisiolégicos mas importantes como la generacién de
hipertension sistémica. Autores han descrito el papel que ademas tiene el estrés al
inducir desequilibrios en el contenido de liquidos corporales representado en la activacion

anomala de mecanismos neuronales de compensacion (Krause & cols 2011). En un



Capitulo 9. Discusion 65

experimento realizado en animales de la cepa Sprawgle Dawley, Krause & cols, 2011,
valoraron el efecto del estrés agudo sobre el consumo de liquidos y el comportamiento
social. Si bien es cierto que dichos investigadores parten de la premisa de generar estrés
agudo en los sujetos experimentales, el mismo se origind de tal forma que altera la
concentracion de solutos del organismo, tal y como sucede cuando se administran
soluciones de tonicidad variable como en el caso del presente experimento. De esta
forma alteraciones como la hipernatremia, convergen en la generacion de estimulos
endocrinos y autonomicos que promueven cambios vasculares y del flujo sanguineo
renal, contribuyendo al mismo tiempo a generar una busqueda de agua por parte del
animal, con el fin de retornar al balance hidrico y mineral (Krause & cols 2011). En el
caso del experimento de Krause & cols 2011, los resultados demostraron que una
respuesta compensatoria ante el estrés hidrico también generaria respuestas del mismo
tipo frente al estrés psicogénico derivado de tener una fuente comun de agua. Estos
hallazgos contribuirian a explicar porque ademas de tener un desafio hidrico constante,
relacionado con la ingestién de GMS en suspension, los animales del experimento
mostraron una fuerte tendencia a incrementar su consumo de liquidos (polidipsia), donde
muy posiblemente también se generen mecanismos compensatorios derivados del hecho
de que aquellos que fueron sometidos a estrés temprano bajo el paradigma de SMDL,
presenten un estado elevado de produccién de corticoides, con una posible alteracion de
los mecanismos de homeostasis de liquidos corporales . Como observacion cabe acotar
que durante el desarrollo del experimento se tuvo que optar por realizar cambios de
cama con mayor frecuencia, debido a un incremento notable de la producciéon de orina,
que no fue posible medir, pero que se estim6 durante las jornadas de limpieza de las
jaulas, donde los animales que consumieron la sustancia, requerian de recambios en
menor intervalo de tiempo, circunstancia derivada de un aumento en el consumo de
liquidos (poliuria/polidipsia).Considerando que no se hicieron estudios histolégicos, seria
importante disefiar un estudio que permita hacer exploraciones sobre este aspecto,
contemplando los antecedentes del GMS como un aditivo que podria estar asociado a

injuria renal.
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9.3 Efecto de la Separacién materna sobre las tareas de
memoria y el laberinto de Barnes

El presente trabajo sugiere que la SMDL no tuvo ningun efecto en el desempefio de
tareas de memoria espacial, desarrolladas en el laberinto de Barnes. En lineas generales
los animales sometidos a SMDL demostraron tiempos de latencia mas largos, sin
embargo, estas diferencias no son apreciables a nivel estadistico. Experiencias llevadas
a cabo en el grupo de investigacién de fisiologia comportamental de la Universidad
Nacional, mencionan en sus resultados un efecto notorio de la SMDL en cuanto al
desarrollo de tareas de memoria, en la prueba del laberinto de Barnes, mostrando
incrementos en variables como la latencia, los errores y la distancia recorrida. (Corredor
& Duenas 2015, Ramirez y Duefas 2014) Ademas de esto los cambios histologicos
descritos para el experimento de Corredor & Duefias 2014, dan cuenta de cambios en la
expresion de proteinas relacionadas con neurogénesis e integridad glial. Adicionalmente
el presente experimento incluyé la administracion de GMS, que en multiples
investigaciones se ha descrito como una neurotoxina (Beaz & cols 2003, Hermanusen y
Tresguerres, 2005, Collison y cols 2011, Kazmi y cols 2018). Se sabe bien que es un
promotor de dafios apreciables en érganos relacionados con la homeostasis energética y
el consumo de alimentos cuando se administra por via parenteral. Sin embargo, durante
el desarrollo de esta investigacion se optdé por administrar el GMS por via oral,
contemplando las similitudes y diferencias guardadas en el consumo que existe en

poblaciones humanas.

Existe un volumen apreciable de literatura que indica la cantidad de impactos negativos
bien documentados de la SMDL, a nivel cognitivo. Para este caso en especial, los
resultados obtenidos muestran un desempefio mas pobre para los animales separados,
pero la carencia de significancia estadistica, solo hace que se mencionen como
tendencia. Si bien los efectos de la separacidon materna no suelen ser constantes debido
a una gran variedad de factores, en este caso se cuentan con antecedentes directos del
grupo de investigacion en neurofisiologia comportamental, donde los resultados fueron

soportados por las alteraciones derivadas de una valoracion de la tarea espacial en el
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laberinto de Barnes (Ramirez y Duenas 2009, Corredor y Duenas 2015). Debido a la
ausencia en la concordancia de los resultados con los citados aqui, se indago en la
literatura actual, las causas de la divergencia en los mismos, para este estudio. En 2012
L. Naudont y cols, usando ratas de la cepa Long Evans, encontraron evidencias de que la
deprivacién materna produce alteraciones en actividades cognitivas relacionadas con la
corteza prefrontal e hipocampo usando para esto tres pruebas cognitivas y otras a nivel
histolégico, en areas relacionadas con las tareas cognitivas evaluadas. De este modo se
encontré una respuesta deficiente en las pruebas cognitivas de memoria temporal y tarea
de cambio atencional, relacionadas con el uso de la corteza prefrontal, pero en las tareas
del laberinto de Morris no se encontré ninguna diferencia significativa (L. Naudont y cols
2012). Otros autores registraron cambios notorios para funciones cognitivas
responsables de evocacién de memorias, sin haber notado un deterioro especifico de las
funciones espaciales. Conrad y cols 2010 en su revisidon revelaron detalles interesantes
sobre los efectos del estrés cronico y el desarrollo de tareas dependientes del
hipocampo. Dicha recopilacién abarca aspectos relativos al desarrollo de tareas
espaciales y presenta cuadros comparativos entre distintas circunstancias que pueden
generar cambios en los resultados de las tareas de memoria espacial. (Conrad & cols
2006). De esta manera se realiza una descripcidon de las variables mas significativas,
cuando se obtienen resultados negativos en tareas de memoria espacial, bajo un
paradigma de estrés cronico. En primer lugar, la autora pone de manifiesto una gran
cantidad de variables fisioldgicas cuya relevancia permanece consistente a lo largo de los
estudios descritos. El estrés cronico puede provocar retraccion neuronal importante o
deterioro de los arboles dendriticos, situacién que se puede acelerar durante el estrés
intenso (Conrad & cols 2010). Consecuentemente los efectos pueden llegar a ser
variables considerando que los cambios atribuidos al estrés cronico en relacion al
desarrollo de tarea de memoria espacial requieren de una ventana temporal. Inclusive
cuando las condiciones son Optimas y la medicibn comportamental coincide con la
retraccién dendritica, el estrés induce resultados mas similares a la reorganizacion
estructural que a la pérdida celular. Otra consideracion especial sobre la revisién
mencionada alude a la motivacion del individuo sometido al estudio de la tarea espacial,

considerando mas motivantes aquellas que finalizan con una recompensa, como
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alimento, que aquellas cuya motivacion era netamente aversiva. Si bien se hace una
mencion muy breve del laberinto de Barnes, es importante notar que realiza un analisis
interesante del fendmeno de resultados nulos en pruebas de memoria espacial en el
laberinto acuatico de Morris, similar en disefo y aplicacion al laberinto de Barnes, aunque
con diferencias que incluyen la tendencia hacia la navegacion dependiente de sectores
donde se encuentra la plataforma sumergida y el hecho de que es un laberinto que
genera mayores niveles de estrés al ser acuatico (Troncoso & cols 2010). Numerosa
literatura deja en evidencia que el estrés crénico genera cambios en la busqueda que se
ejecuta por parte del roedor usando la estrategia espacial, pero no parece tener mayores
efectos sobre otros tipos de estrategia de busqueda. También es importante mencionar
que durante la ejecucién de tareas espaciales cuya estimulacion es de tipo aversivo,
como lo es el caso del laberinto de Barnes, se da origen a una serie de respuestas
fisiologicas de activacion de los sentidos, conocidos como “arousal”, donde el roedor
parece motivarse mas por terminar la tarea espacial en algunos casos. En sintesis, para
la autora las evidencias experimentales de efectos nulos del estrés crénico en el
desarrollo de tareas espaciales dependen en gran medida de la ventana temporal
aplicada, ya que muchos efectos que sirven para explicar este fendmeno, estarian
enmarcados dentro de la flexibilidad y dinamica celular del hipocampo, el uso de
estrategias de navegacion y busqueda basadas en pistas visuales por sobre la

navegacion cuyo origen es la memoria espacial (Conrad y Cols 2010).

Haciendo referencia a las investigaciones que usaban un paradigma de estrés cronico, y
adicionaron sustancias que podrian generar cambios en la conducta alimentaria en
modelos animales, se recopilan las siguientes evidencias:

Recientes investigaciones han relacionado el hecho de que la malnutricion temprana que
acompafa la separacion, podria tener efectos directos en la regulacién energética
cerebral mediante la inhibicion de la expresion de receptores de insulina, pero que esta
alteracion puede no generar consecuencias evidentes en la ejecucion de pruebas de
tarea espacial (Maghami & cols 2018). Durante el desarrollo de un experimento
relacionado con mediciones comportamentales y fisiolégicas, los autores determinaron

en ratas Wistar sometidas bajo un paradigma de SMDL, los niveles de corticosterona e
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insulina e hicieron una comparacion entre los valores de estas hormonas a nivel
plasmatico y en érganos como los islotes pancreaticos, y secciones del hipocampo,
posterior a la ejecucion de tareas espaciales en el laberinto de Barnes (Maghami & cols
2017). Durante la ejecucion de la prueba de memoria espacial se observaron diferencias
entre las estrategias de busqueda de los animales del grupo de separacion siendo menos
eficientes en encontrar la caja de escape, comparados con sus respectivos controles. Sin
embargo las latencias relacionadas con los tiempos de ejecucion de la prueba no
tuvieron una diferencia notable a nivel estadistico, Finalmente, no se pudo encontrar una
asociacion entre la concentracion de insulina en pancreas, sangre e hipocampo, lo cual
llevé a la conclusion de que por lo menos en este estudio, la separacién materna afecta
otras zonas del cerebro relacionadas con funciones cognitivas diferentes al hipocampo, o

al sistema de evocacion de memoria espacial (Maghami & cols 2017).

Zeeni y cols 2012, también dejaron evidencia en otro estudio similar, haciendo una
comparacion en los efectos que tenia el consumo de dietas ricas en carbohidratos, dietas
de alto tenor lipidico y finalmente dietas con alimentos altamente palatables. En sujetos
de la misma cepa, sometidos a estrés cronico, se pudo notar un efecto ansiolitico
representado en la medicidon de neurotréfinas en estudios histologicos, posterior a la
realizacion de pruebas cognitivas y conductuales relacionadas con evaluar
comportamientos similares a depresién y ansiedad. Se pudo por lo tanto evidenciar que
la dieta de cafeteria genera efectos ansioliticos y antidepresivos en animales sometidos a
estrés crénico, con consecuencias directas sobre el tejido adiposo y el incremento del
peso corporal. Leffa & cols 2015 corroboran lo encontrado en los estudios anteriormente
citados al postular evidencias que sugieren que dietas altamente palatables o “dietas de
cafeteria” tendrian efectos antidepresivos y ansioliticos, con la diferencia de que los
sujetos usados para este estudio eran ratones machos suizos, ademas de lo mencionado
con el tipo de sujetos y la dieta que se empled. Es absolutamente diferencial el hecho de
que el producto usado para el fin de este estudio es GMS, sin embargo, este compuesto
se ha asociado a respuestas hedoénicas en algunos estudios previamente citados,
ademas de estar como un componente habitual de alimentos ultraprocesados que

conforman lo que denomina colectivamente “dieta de cafeteria”
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Nguyen y cols 2017, demostraron en un experimento donde se utilizaron dietas
calificadas por el autor como “occidentales” es decir con un alto tenor graso y alta
palatabilidad, la influencia negativa en el peso y la concentracion de neurotransmisores,
pero que no afectan labores de tarea espacial en ratas de la cepa Wistar. De este estudio
se concluyd que existid una alteracion en la expresion de los receptores para dopamina,
un aumento de peso corporal, pero no se modificaron conductas de memoria espacial,
evaluadas en el laberinto de brazos radiales, modificado con recompensa tardia (Nguyen
& cols 2017). Dicha situacion de acuerdo con los investigadores pudo ser producto de
algunas modificaciones metodoldgicas atribuibles a la oferta dietaria. Adicionalmente, los
mismos autores concluyen que la inclusién de dietas obesogénicas en modelos animales,
deja fuera aspectos importantes como las alteraciones del estado de animo, condiciones
genéticas, sedentarismo y factores de mayor amplitud que son de dificil reproduccion en
un solo modelo (Nguyen y cols 2017). De este modo, se puede concluir que para el
presente experimento, la presencia del GMS no tuvo efectos evidentes asociados a la
memoria de trabajo, y la SMDL, de algun modo no afecta de manera significativa dichos

aspectos, cuyos determinantes aun quedan por dilucidar.

El presente estudio deja como evidencia el impacto que tienen los eventos de
alteraciones tempranas en el sistema de la respuesta fisioldgica frente al estrés.
Nuevamente la SMDL, genera los mayores cambios y es el factor que tiene mas peso en
las alteraciones que se observaron al final del estudio. La ausencia de resultados
cognitivos esta probablemente asociada a factores fisiolégicos mencionados
anteriormente, donde de acuerdo a la literatura recabada, el estrés crénico tiene efectos
muy variables, y el desarrollo de tareas espaciales, requiere no sélo de factores
derivados del hipocampo, sino que distintas estrategias de busqueda por parte de sujetos
experimentales, pudiendo ser ejecutadas solo con el uso de pistas visuales (Conrad &
cols 2010). El cuerpo de evidencia, permite correlacionar los eventos negativos a largo
plazo y refuerzan aun mas los resultados considerando que los efectos metabdlicos

fueron mas determinantes que los cognitivos.



10. Conclusiones

El paradigma de estrés cronico generado por la separacion materna durante la
lactancia (SMDL) no genero cambios evidentes en los patrones de consumo de GMS,
cuando se compararon animales separados con los animales que lo consumieron y

no se sometieron a dicho paradigma.

El estrés crénico generado durante la etapa neonatal parece estar relacionado con un
aumento de peso en los animales que ademas consumieron GMS. Esto en atencién a
que este aumento de peso pudiera estar ligado a consecuencias metabdlicas tardias
y permanentes, que, segun los hallazgos del presente trabajo, se atribuyen como
efectos adjudicados de manera especifica al estrés ya que el efecto de la separacién

materna se evidencio de una forma mas notable en esta variable antropometica.

La separacién materna durante la lactancia y el consumo de GMS podrian estar
asociados a un incremento en el consumo de agua. Esto posiblemente como
consecuencia del aumento del consumo del aditivo y un subsecuente estado
hiperosmolar de los animales, relacionado directamente con las alteraciones
homeostaticas derivadas del estrés cronico. Para este caso, el disefio estadistico
sugiere un efecto aditivo de ambas condiciones, y supone una evidencia empirica que
debe ser corroborada mediante estudios que permitan evaluar la concentraciéon

osmolar de los animales y su regulacion de liquidos y electrolitos.

La separacion materna y el consumo de GMS no generaron alteraciones en el
desarrollo de tareas espaciales en el laberinto de Barnes. Este hallazgo es
controversial cuando se compara con otros trabajos del grupo de investigacién, donde
existen evidencias que sugieren que la SMDL si afecta de manera diferencial la

memoria espacial en ratas Wistar macho. Sin embargo, es necesario generar mas
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propuestas de estudio que permitan profundizar en cambios fisioldgicos y tisulares,
con el fin de dilucidar mas el vinculo que puede tener la SMDL, el consumo de GMS y

la memoria espacial.

Propuestas

La propuesta principal seria realizar un estudio histolégico en los animales que se
sometan a un paradigma experimental muy similar, con el fin de poder fortalecer o rebatir
las evidencias empiricas que se observaron en vivo, no solo a nivel comportamental, sino
metabolico. De este modo se usarian perfiles tisulares de estructuras encefalicas
relacionados con la memoria espacial, 6rganos de alta actividad metabolica, incluido
higado, tejido adiposo, rifiones, glandulas suprarrenales e incluso tejidos gonadales

como se ha reportado en la literatura consultada.

Se propone realizar un estudio para indagar los posibles efectos reportados en la
literatura sobre el impacto del GMS en la homestasis del agua y electrolitos, asi como el
sistema renal y valorar si ademas, es posible encontrar alguna interaccién con eventos
de estrés temprano como la separaciéon materna.Dicho estudio incluiria medicién por
biometria hematica de marcadores como creatinina, BUN (Boold ureic nitrogen, nitrégeno
ureico sanguineo), después de una exposicidon cronica al consumo oral de la sustancia,
donde el paradigma incluya o no separaciéon materna y un tiempo mas prolongado de
consumo de la citada sustancia. Para la validacion de los resultados se conduciran
estudios de caracter molecular e histolégico que permitan valorar danos tisulares que

expliquen los cambios de los cuales podrian ser objeto los sujetos de este estudio.

Se sugiere realizar un estudio donde se midan los niveles de radicales libres y
antioxidantes en varios tejidos como el higado, rindn y sistema nervioso, mediante
diversas técnicas como la concentracion de a Ketoglutarato deshidrogensa y otros
marcadores metabodlicos relacionados con el consumo de GMS, mediante técnicas
histolégicas basicas como inmunohistoquimica y validados con técnicas moleculares

como PCR o Western Blot.
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Se sugiere realizar una investigacion donde se evalué de una forma mas profunda o se
utilicen otros laberintos para evaluar memoria espacial como el laberinto acuatico de
Morris, con el fin de determinar el impacto de la SMDL y el consumo de GMS en la

memoria espacial.



Anexos

Anexo A.

Instrumento empleado durante la prueba de memoria espacial. A. Laberinto circular de
Barnes. Vista lateral del laberinto circular de Barnes; se identifican los agujeros del laberinto, la
caja de salida sobre el centro de la plataforma y las claves extra laberinticas en las paredes de la

sala experimental.



Anexo B.

Division virtual del laberinto de Barnes por sectores. El area gris representa el sector 1; el
area blanca representa el sector 2. La numeracion de los agujeros esta normalizada con respecto
a la distancia del agujero meta (gris oscuro; agujero 0). Figura reproducida de Vargas-Lopez et al
(2011).
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Vista lateral del laberinto de Barnes: Medidas sujetas a diferentes protocolos experimentales,

recuperado de https://mazeengineers.com/portfolio/barnes-maze/, el 29 de septiembre de 2018
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Anexo D.

Isometric view
Scale: 1:5

Vista isométrica del laberinto de Barnes. Recuperado

https://mazeengineers.com/portfolio/barnes-maze/el 29 de septiembre de 2018

de


https://mazeengineers.com/portfolio/barnes-maze/

Anexo E.

PROTOCOLO TAREA ESPACIAL DE BARNES

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

LABORATORIO DE NEUROFISIOLOGIA COMPORTAMENTAL

Nota: Antes de comenzar la aplicacion de cada una de las fases del presente protocolo,
asegurese de encender Uunicamente las lamparas reflectoras de la cabina de
experimentacion, encender el dispositivo de grabacion y el televisor, programar el
cronémetro, marcar cada uno de los animales y limpiar el laberinto de Barnes y los
elementos propios del laberinto como la caja de salida y caja meta con alcohol diluido al
10%.

DIA 1

HABITUACION

1. Verifique que el animal que vaya a transportar corresponda al programado segun la
bitacora.

Introduzca el animal en la caja de transporte y dirijase a la cabina experimental.

3. Verifiqgue que unicamente la luz roja se encuentre encendida y que la caja de
consolidacién se encuentre debajo del interruptor cuando usted ingrese a la cabina
experimental.

4. Con la puerta cerrada, deje la caja de transporte junto a la caja de consolidacion.
Saque al animal de la caja de transporte y ubiquelo en la caja de consolidacién.
Coloque la caja de consolidacién sobre la caja de transporte, ubicadas contra la
pared abajo del interruptor.

Deje al animal en la caja de consolidacién por 1 minuto.

Retire al animal de la caja de consolidacién y déjelo por 2 minutos en la caja meta no
emplazada en el laberinto, estando ésta sobre la plataforma del laberinto. Cubra la
caja meta no emplazada con el tablero de identificacion de los sujetos para evitar que
el animal escape.

7. Devuelva al animal a la caja de consolidacion y déjelo alli por 1 minuto.
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8. Limpie la caja meta con el alcohol diluido al 10% y emplacela en el agujero 1 del
laberinto.

9. Nuevamente retire al animal de la caja de consolidacion y ubiquelo en la caja meta
emplazada a través del agujero del laberinto y déjelo ahi por 2 minutos. Cubra el
agujero con el tablero de identificacion para evitar que el animal escape.

10. Devuelva al animal a la caja de consolidacion y déjelo ahi por 1 minuto. Cuando retire
al animal de la caja meta, primero saque la caja meta, pongala sobre el laberinto y
luego retire al animal.

11. De nuevo retire al animal de la caja de consolidacién y déjelo en la caja de salida por
2 minutos. La caja de salida debe encontrarse en el centro del laberinto.

12. Devuelva al animal a la caja de transporte y regréselo a la caja hogar.

13. Limpie y seque todos los elementos del laberinto con alcohol diluido al 10%.

14. Cuando termine todas las habituaciones programadas para el dia y después de
limpiar los elementos encienda el extractor de olores durante 10 minutos (durante el
tiempo que el animal se encuentre en la cabina, el extractor debe permanecer
apagado).

DIA 2

A partir de este dia todas las sesiones inician dejando al sujeto por 2 minutos en la caja

de consolidacion.

Antes de proceder, revise la parte preliminar de este protocolo. Marque el tablero de
identificacion de sujetos con la fecha, numero del sujeto, color del sujeto y nombre y
numero del ensayo que vaya a iniciar. Existen 5 clases de ensayos: Adq (adquisicion),
PCC(prueba con caja), PSC (Prueba sin caja) X (extincion), y PX(Prueba de extincién).

Por ejemplo:
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ENERO 01 DE 20XX
E1-ADO-4
(Vi)

ADQ 3

En este caso el segundo renglon se refiere al grupo al que pertenece el animal (Estrés 1
hora aplicado antes de la prueba de adquisicion) y al numero del animal dentro del grupo
(sujeto 4). El tercer renglon se refiere a la marca en la cola del animal (una raya verde).

El cuarto renglén se refiere a que este es el ensayo 3 de la fase de adquisicion

ENTRENAMIENTO

ADQUISICION

1. Deje al animal en la caja de consolidacion por dos minutos.

2. Salga de la sala experimental durante este intervalo, asegurese de dejar la puerta
completamente cerrada.

3. Verifique que el dispositivo de grabacion se encuentre encendido e inicie la
grabacioén.

4. Retire al animal de la caja de consolidacion y ubiquelo en la caja de salida durante 30
segundos.

5. Al finalizar los 30 segundos, encienda los reflectores y la fuente de sonido. Levante la
caja de salida y deje al animal sobre el laberinto por 240 segundos o hasta que
introduzca las tres cuartas partes anteriores de su cuerpo dentro del agujero que
contiene la caja meta.

6. Siluego de los 240 segundos el animal no ha ingresado a la caja meta, introduzcalo
dentro del agujero que contiene la caja meta y apague las luces y la fuente de sonido.

7. Después de cada ingreso, el animal debe permanecer en la caja meta por un minuto.
En caso de que el animal se salga de la caja antes de completar 1 minuto, retirelo
directamente del laberinto y poéngalo en la caja de consolidacion para dar por
terminado el ensayo.

8. Una vez completado 1 minuto, retire al animal de la caja meta, sacando primero la
caja y luego retirando al animal y déjelo en la caja de consolidacién por 4 minutos,

este serd el periodo inter-ensayo.
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9. Durante el periodo inter-ensayo limpie y seque bien el laberinto y cada uno de sus
agujeros, al igual que la caja meta y la caja de salida, con alcohol diluido al 10%.
Durante este periodo inter-ensayo el examinador debe salir de la cabina por lo menos
1 vez.

10. Repita los pasos 4-9, siete veces mas.

11. En el ultimo ensayo, retire al animal de la caja meta y ubiquelo en la caja transporte.

12. Regrese al sujeto a la caja hogar.

13. Limpie y seque bien el laberinto y cada uno de sus agujeros, al igual que la caja meta
y la caja de salida, con alcohol diluido al 10%.

14. Cuando termine el entrenamiento y después de limpiar los elementos del laberinto,
encienda el extractor de olores durante 10 minutos (durante el tiempo que el animal
se encuentre en la cabina, el extractor debe permanecer apagado).

NOTA

1. Si el animal se cae del laberinto, pause el cronémetro, levantelo del piso, ubiquelo en
la mitad del laberinto y reanude el cronébmetro, todo esto manteniendo las luces y la
fuente de sonido encendidas.

2. Un animal es excluido del analisis cuando:

1. Se cae de la plataforma tres veces consecutivas.

3. Después de que, en el ensayo sexto, incluido, siempre haya cumplido el tiempo
maximo de exploracion (240seg.).

DIA 3

PRUEBAS DE APRENDIZAJE:

Prueba con caja

Antes de iniciar revise que la caja esté emplazada en el agujero meta del

entrenamiento.

1. La prueba con caja se realiza de la misma manera en que se realiza un ensayo
de entrenamiento.
2. Una vez finalizada la prueba con caja, el animal es devuelto a la caja de

transporte y a la caja hogar.
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Prueba sin caja

Antes de iniciar asegurese de que la caja meta NO esté emplazada en ningun

agujero.

1.
2.

Deje al animal en la caja de consolidacion por dos minutos.

Salga de la sala experimental durante este intervalo, asegurese de dejar la puerta
completamente cerrada.

Verifique que el dispositivo de grabacion se encuentre encendido e inicie la
grabacion.

Retire al animal de la caja de consolidacién y ubiquelo en la caja de salida
durante 30 segundos.

Al finalizar los 30 segundos, encienda los reflectores, la fuente de sonido, levante
la caja de salida y deje al animal en el laberinto por 240 segundos.

Si el animal se cae, recéjalo del piso, pause el cronémetro, devuélvalo al centro
del laberinto y reanude el cronémetro.

Al finalizar los 240 segundos, apague la luz, retire al animal del laberinto, ubiquelo

en la caja de transporte y regrese a caja hogar.
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Anexo G. Peso intergrupal
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Anexo H. Consumo de agua, comparacion entre grupos

durante el experimento




Anexo |. Consumo de glutamato, comparacién entre

grupos durante el experimento




Anexo J. Consumo de concentrado, comparacion entre

grupos durante el experimento




Anexo K. Resultados comportamentales, entrenamiento
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