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Resumen

Actualmente, el mundo se enfrenta a una pandemia de obesidad y diabetes. El consumo excesivo de
azUcar se ha asociado como un determinante de esta pandemia. En consecuencia, los edulcorantes no
nutritivos (ENN) tales como sucralosa y glucésidos de esteviol han surgido como una atractiva
estrategia para mitigar los riesgos en la salud. Sin embargo, existe una preocupacién acerca de los
posibles efectos de su consumo prolongado en la salud cognitiva. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar los posibles cambios en el aprendizaje, la memoria y la expresion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en un modelo murino después de la suplementacion
prolongada con ENN en sus presentaciones comerciales. Para este fin, sesenta y cuatro ratones
BALB/c fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos conformados por 8 machos y 8 hembras
cada uno: (1) control, (2) sucralosa SUCRA, (3) glucosidos de esteviol STV y (4) sacarosa SUC. El
periodo de suplementacién consistio en seis semanas; la ganancia de peso y el comportamiento
alimentario fueron monitoreados semanalmente. Posteriormente, los cambios cognitivos y la
expresion del BDNF fueron evaluados mediante el laberinto de Barnes y western blot,
respectivamente. Nuestros resultados demuestran que los machos y hembras del grupo STV tuvieron
menor ganancia de peso en comparacion con el control. Asi mismo, el consumo de bebida fue menor
en los machos y hembras del grupo STV al finalizar la suplementacion, mientras que el consumo de
alimento de los machos del grupo SUCRA y STV fue menores en comparacion con el control. Por
otra parte, el laberinto de Barnes y el indice cognitivo demostraron que tanto machos como hembras
de los grupos SUCRA y STV emplearon principalmente estrategias no dependientes del hipocampo
en comparacion con el control, indicando déficits cognitivos a corto y largo plazo. Finalmente, no
encontramos diferencias significativas en la expresion del BDNF entre los grupos suplementados con
ENN vy el control. No obstante, es necesario evaluar la expresion de su receptor TrkB y su forma
fosforilada pTrkB. En conjunto, estos datos sugieren que el consumo prolongado de ENN afecta las

funciones cognitivas de memoria.

Palabras clave: edulcorantes no nutritivos, aprendizaje y memoria, factor neurotrofico

derivado del cerebro.



Abstract

Currently, the world is facing an obesity and diabetes pandemic. Excessive sugar consumption has
been associated as a determinant of this pandemic. Consequently, non-nutritive sweeteners (NNS)
such as sucralose and steviol glycosides have emerged as an attractive strategy to mitigate health
risks. However, there is concern about the possible effects of its prolonged consumption on cognitive
health. Therefore, the aim of this work was to determine the possible changes in learning, memory
and the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in a murine model after prolonged
supplementation with ENN in their commercial brands. For this purpose, sixty-four BALB/c mice
were randomly divided into four groups consisting of 8 males and 8 females each group: (1) control,
(2) SUCRA sucralose, (3) STV steviol glycosides and (4) sucrose SUC. The supplementation period
consisted of six weeks; Weight gain and eating behavior were monitored weekly. Subsequently,
cognitive changes and BDNF expression were evaluated using the Barnes maze test and western blot,
respectively. Our results show that males and females in the STV group had less weight gain
compared to the control. Likewise, water consumption was lower in males and females in the STV
group at the end of supplementation period, while food consumption in males in the SUCRA and
STV group was lower compared to the control. On the other hand, the Barnes maze and the cognitive
index demonstrated that both males and females in the SUCRA and STV groups mainly used non-
hippocampal-dependent strategies compared to the control, indicating short and long-term cognitive
deficits. Finally, we found no significant differences in BDNF expression among the ENN
supplemented groups compared to the control group. However, it is necessary to evaluate the
expression of its receptor TrkB and its phosphorylated form pTrkB. Our results suggest that long-

term consumption of ENN may affect cognitive memory functions.

Keywords: non-nutritive sweeteners, learning and memory, brain-derived neurotrophic factor.



1. Marco teérico

1.1. Edulcorantes

Los azucares son moléculas cuyas propiedades mas importantes son el aporte de energia y del sabor
dulce a los alimentos. Tradicionalmente, la sacarosa se ha utilizado como edulcorante en los alimentos
durante afios. No obstante, debido a los efectos adversos bien conocidos del consumo excesivo de la
sacarosa, la industria alimentaria ha introducido edulcorantes no nutritivos (ENN) en sus productos
como sustitutos de la sacarosa, la cual ha sido por afios considerada como el edulcorante nutritivo
(EN) més utilizado [1]. La caracteristica mas importante de los ENN definitivamente es su poder
edulcorante, el cual se mide con respecto a la sacarosa, ya que es considerada como una referencia.
En este sentido, los edulcorantes se definen como aditivos alimentarios, los cuales son incorporados
en los alimentos procesados industrialmente con la finalidad de proporcionar un sabor dulce y
disminuir el aporte energético [1,2]. Por lo tanto, los ENN se han convertido en uno de los grupos
mas relevantes de los aditivos alimentarios y su uso se ha incrementado en las Gltimas dos décadas,
principalmente en personas que buscan controlar su peso corporal y concentraciones de glucosa en

sangre [2].

1.1.1. Clasificacién de edulcorantes
Los edulcorantes se pueden clasificar de diferentes formas, ya sea considerando sus propiedades
intrinsecas o su origen. Las clasificaciones mas comunes se basan en su valor nutritivo, su naturaleza

u origen y el poder edulcorante.

Los edulcorantes se han clasificado por su valor nutritivo como EN y ENN. Los EN, por lo general,
son azUcares simples y entre los mas importantes se encuentran monosacaridos como sorbitol,
manitol, xilitol, disacaridos como la sacarosa, el maltitol y el lactitol [2,3]. Los EN a base de
monosacaridos y disacaridos tienen un aporte energético de 4 kcal/g, mientras que los polioles
proporcionan en promedio 2 kcal/g [4]. Estos compuestos se pueden encontrar de forma natural en
las frutas, verduras y productos lacteos; asi mismo, pueden ser adicionados a los alimentos durante
su procesamiento o preparacion. Los EN que se encuentran frecuentemente y de forma natural en los

alimentos son: glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa y maltosa.

Por otra parte, los ENN son sustitutos bastante populares de la sacarosa, ya que imparten fuertes
efectos edulcorantes sin aportar energia en la dieta. Por lo tanto, desde la década de 1950, estos
compuestos se convirtieron en una excelente alternativa para perder peso [5]. Dentro de los ENN més
conocidos se encuentran el acesulfame K, el aspartame, el neotame, el advantame, la sacarina, la

sucralosa y los glucosidos de esteviol.



Otra clasificacion de los edulcorantes se basa en la division de acuerdo con su naturaleza u origen,
dando lugar a los edulcorantes naturales y artificiales o sintéticos. La blsqueda de sustitutos de la
sacarosa a partir de fuentes naturales condujo al descubrimiento de una amplia gama de compuestos
que poseen un alto contenido de azucares y polioles. Los edulcorantes naturales comprenden
compuestos como azucares, alcoholes de azucares o polioles, aminoécidos, proteinas, glucosidos y
algunos polifenoles [6]. Dentro de los azucares se puede encontrar a la fructosa y la glucosa como
dos de los monosacaridos mas empleados como edulcorantes en la industria alimentaria y por otra
parte, la trealosa y la tagatosa son dos edulcorantes que recientemente han sido aprobados como
sustitutos de la sacarosa. Con respecto a los polioles, es importante destacar que son hidratos de
carbono que se encuentran naturalmente en frutas, verduras, hongos y algas; los cuales también se
han adoptado como sustitutos de la sacarosa en los Gltimos afios [7]. Los polioles ofrecen dos ventajas
principales como aditivos alimentarios, la primera esta relacionada con un menor aporte energético,
lo cual es importante para controlar el indice glucémico y la segunda es que no favorecen la formacién
de caries dental. Asi mismo, los glucésidos son compuestos extraidos a partir de plantas como la
Stevia rebaudiana Bertoni en la cual se encuentran principalmente dos compuestos comercialmente

relevantes; el estevidsido y rebaudiosido A [8].

Finalmente, el poder edulcorante es considerado como otro criterio para clasificar a los edulcorantes.
Es importante mencionar que dicho poder edulcorante se mide con relacién a la sacarosa como
referencia. De esta manera, se considera que una solucién de sacarosa a una concentracion de 30 g/L
a 20°C tiene un poder edulcorante de 1 [3]. Bajo esta premisa, los aztcares y polioles como el sorbitol
y el xilitol, son considerados de baja potencia ya que su valor se aproxima a 1, mientras que los
edulcorantes como la sacarina y el aspartame presentan valores por encima de 10, por lo que son
considerados como edulcorantes de alta potencia [2]. La tabla 1 muestra un resumen de la
clasificacion de los edulcorantes en funcién de su aporte energético, naturaleza/origen y poder

edulcorante.



Tabla 1. Clasificacién de los edulcorantes.

Aporte energético

Naturaleza/origen

Poder edulcorante

Referencias

Nutritivos Naturales Baja potencia
Azlcares Monosacéridos Disacaridos Glucosidicos No glucosidicos
Glucosa Eritrol Isomaltosa Glucosa Maltitol Sorbitol 60
Fructosa Manitol Lactitol Fructosa Lactitiol Manitol 50
Galactosa Sorbitol Maltitol Galactosa Isomaltitol Ciclotame 20-45
Xilitol Sacarosa Lactosa Taumatina Fructosa 1.70 [9-13]
Maltosa Neohespiridina Sacarosa 1
Manitol dihidrochalcona Glucosa 0.70
Sorbitol Lactosa 0.25
Xilitol
No nutritivos Sintéticos Alta potencia
Naturales Avrtificiales
Glicirricina Acesulfame Sacarina Advantame 37000
Estevidsido Alitame Ciclotame Neotame 7000-13000
Taumatina Ciclotame Aspartame Taumatina 3500
Neohespiridina Sucralosa Sucralosa Neohespiridina [9-13]
dihidrochalcona  Sacarina Neotame dihidrochalcona 1500-1800
Aspartame Advantame Sucralosa 400-800

Alitame

Esteviosido 300




1.1.2. Regulacion de edulcorantes

La legislacion del uso de ENN en productos alimenticios se adopto inicialmente en la Union Europea
en el afio de 1994, en la cual se incluyeron los niveles maximos permitidos de los ENN en categorias
especificas de alimentos [14]. De acuerdo con el reglamento europeo, todos los aditivos alimentarios
deben someterse a evaluaciones de seguridad por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) antes de que se apruebe su uso. En los Estados Unidos de América, el uso de estos aditivos
alimentarios se encuentra regulado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA),
dichos aditivos deben someterse a una revision previa a su comercializacion y finalmente son
aprobados por la FDA antes de que sean empleados en los procesos de manufactura de alimentos. Es
importante mencionar que los ENN que se encuentran bajo el estatus de Reconocidos Generalmente
como Seguros (GRAS), no son sometidos a dichas revisiones y aprobaciones. En este sentido, la
determinacion del sistema GRAS se basa en procedimientos cientificos conducidos por expertos
calificados para evaluar la seguridad considerando el uso previsto de los edulcorantes [15].
Adicionalmente, las empresas pueden hacer una determinacion GRAS independiente para un aditivo,
ya sea notificando o no a la FDA. No obstante, se debe demostrar que cumplen con los estandares de
seguridad, los cuales estan definidos por la FDA. Asi mismo, existen organismos adicionales que
intervienen en la regulacion de estos aditivos alimentarios a nivel mundial, tales como la Comisién
del Codex Alimentarius (CCA) fundado por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) vy la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [16]. En México, la Secretaria de Salud (SSA), de acuerdo
con a la Ley General de Salud, regula, controla y fomenta el uso de los edulcorantes, por medio de la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), establecido en el

Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios [17].

Para cada edulcorante se ha establecido un consumo diario aceptable (ADI), en mg/kg de peso, el
cual corresponde a la cantidad del aditivo que se puede ingerir diariamente a lo largo de la vida sin
riesgos apreciables para la salud. Para determinar si el edulcorante podria ser aprobado para su uso,
el ADI debe estar 100 veces por debajo de la dosis del edulcorante que causa toxicidad en modelos
animales. También se puede fijar el consumo humano tipico del edulcorante como Consumo
Estimado Diario (EDI) y éste debe encontrarse por debajo del ADI. Si el EDI es inferior al ADI, el

edulcorante se considera para su consumo humano [17,18].

1.1.3. Edulcorantes no nutritivos aprobados y disponibles en México
Conforme ala SSA, laNOM-218-SSA1-2011y el acuerdo mediante el cual se determinan los aditivos
y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias,

los ENN aprobados para su uso como aditivos alimentarios se encuentran: aspartame, acesulfame K,



aspartame-acesulfame, sucralosa, sacarina, glucésidos de esteviol, ciclamatos, alitame, neotame,
neohespiridina dihidrochalcona, eritrol, isomaltol, lactitol, maltitol, isomaltol, manitol, sorbitol,
taumatina, xilitol, advantame y alulosa [19,20]. Dichos edulcorantes se pueden encontrar en diversos

productos procesados industrialmente y que actualmente estan disponibles comercialmente.

1.1.4. Sacarosa, sucralosa y glucésidos de esteviol

En el presente estudio se trabajaran con las presentaciones comerciales de sucralosa y glucosidos de
esteviol como ENN. Adicionalmente, se utilizara sacarosa como EN para realizar comparaciones
entre EN y ENN. Por lo tanto, a continuacion, se describiran las propiedades mas relevantes de los

edulcorantes mencionados anteriormente.

Sacarosa

La sacarosa, también conocida como azlcar de mesa, es un EN que aporta 4 kcal/g y se considera
que es el hidrato de carbono de menor peso molecular. Consiste en un disacérido conformado por el
50% de glucosa y 50% de fructosa, las cuales estan unidas por un enlace O-glucosidico (figura 1)
[21]. La sacarosa desempefia un papel importante en la dieta, pero su consumo excesivo se ha
relacionado con problemas de salud, tales como caries dental, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, ya
que conduce a un rapido aumento de las concentraciones de glucosa en sangre, asi como
enfermedades cardiovasculares [22]. Por lo tanto, su consumo excesivo tiene importantes
implicaciones en la salud, por lo que se han empleado diferentes edulcorantes con la finalidad de

sustituir a la sacarosa.

CH,OH
CH,0OH
O o
OH HO
OH O CH,OH
OH OH

Figura 1. Estructura quimica de la sacarosa [20].

Sucralosa

La sucralosa es un ENN que fue descubierto en 1976 por la empresa britanica Tate & Lyle, su
elaboracion se lleva a cabo a partir de la sacarosa mediante un proceso quimico que sustituye tres
atomos de cloro por tres grupos funcionales hidroxilo en la estructura quimica de la sacarosa (figura
2) [23]. Desde su aprobacion en 1998 por la FDA, se ha empleado en diferentes alimentos y bebidas.
Este aditivo tiene un poder edulcorante de 400-800 y no aporta valor energético en los alimentos.

Dentro de sus propiedades fisicoquimicas destacan su elevada solubilidad acuosa, >25%, estabilidad
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en un intervalo amplio de pH y temperatura [2,3]. Segun la EFSA, la ADI de la sucralosa es de 5
mg/kg de peso/dia. La absorcion de la sucralosa se considera alrededor del 9-22% vy la principal via
de eliminacion es por heces fecales, sin evidencia de su descomposicion. EI metabolismo de la
sucralosa se ha relacionado con la aparicion de migrafia, malestar intestinal, e inhibicién de las
bacterias del colon cuando se consume en cantidades elevadas [3,23]. No obstante, después de una
intensa evaluacion de seguridad, la sucralosa ha sido aprobada en mas de 35 paises alrededor del

mundo, por lo que es incorporada como aditivo alimentario en una gran variedad de productos.

HO
cl
Cl 0] 0
OH HO
0
OH oy

Figura 2. Estructura quimica de la sucralosa [22].

Glucosidos de esteviol

En los dltimos afios, la demanda de los consumidores de edulcorantes extraidos de fuentes naturales
condujo a la obtencion de los glucésidos de esteviol, los cuales son los mas populares entre la
poblacion. Los glucésidos de esteviol (figura 3) consisten en mezclas de diferentes compuestos, entre
los principales se encuentran los esteviosidos (5-10%), rebaudiésido A (5%), rebaudidsido C (1%),
dulcésido A (0.5%), rebaudiosidos D, E y F (0.2%) [3]. La combinacion de estas moléculas presenta
un poder edulcorante superior a 300 veces el de la sacarosa, su ADI es de 4 mg/kg de peso/dia y su
aporte energético es insignificante. Estas moléculas son metabolizadas por las bacterias presentes en
colon y finalmente se excretan por medio de la orina. Los glucésidos de esteviol son relativamente
estables al calor y en un rango de pH de 2-9 [24]. Recientemente, existen preocupaciones sobre la
potencial alteracion enddcrina de estos compuestos, convirtiéndose en un tema controversial ya que
estudios afirman que los glucosidos de esteviol tienen efectos disruptivos, por lo cual, se sugieren

investigaciones mas profundas al respecto.
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Figura 3. Estructura quimica del estevidsido y rebaundsido A presentes en los glucésidos de esteviol
[24].

1.2 Cognicidn y funciones cognitivas

La cognicién es conjunto de procesos mentales internos mediante los cuales la informacién se
transforma, resume, elabora, almacena, recuerda o se utiliza, por lo cual constituye la base de como
las personas perciben, recuerdan, hablan, toman decisiones y resuelven problemas [25]. Por lo tanto,
la cognicidn es equivalente a la capacidad de procesar la informacion a partir de la percepcion y la
experiencia, desencadenando procesos como el pensamiento, la atencion, la memoria y el

aprendizaje.

Por otra parte, las funciones cognitivas son procesos mentales que permiten desempefiar cualquier
tarea, involucran la capacidad de prestar atencion y concentrarse, aprender cosas nuevas, recordar y
tomar decisiones [26]. Dichas funciones, tienen un soporte en la corteza cerebral y cada funcion esta
relacionada con un area especifica del cerebro. Asi mismo, las funciones cognitivas pueden ser
béasicas tales como la percepcion, la atencion y la memoria, o en su caso, pueden ser complejas como
el lenguaje y las funciones ejecutivas [27]. En este sentido, la memoria es una de las funciones

cognitivas mas estudiadas.

1.3. Memoria

La memoria es el proceso mediante el cual la informacion adquirida se transforma en conocimiento
que se almacena para emplearse cuando es necesario. Del mismo modo, la memoria es una funcién
cognitiva que se relaciona estructural y funcionalmente con el sistema nervioso central (SNC), se
caracteriza por el almacenamiento y la reposicion de la informacidn, asi como el aprendizaje de

experiencias previas [28]. Las principales estructuras cerebrales involucradas con la memoria son el



hipocampo, el tdlamo, la amigdala del I6bulo temporal, los cuerpos mamilares y el cerebelo.
Adicionalmente, existen diferentes neurotransmisores implicados en la memoria, entre los que

destacan dopamina, acetilcolina y glutamato.

1.3.1. Tipos de memoria

La memoria puede clasificarse en dos, la primera es de acuerdo al tiempo de almacenamiento que es
efectiva e incluye a la memoria a corto plazo y memoria a largo plazo. Asi mismo, la segunda puede
categorizarse de acuerdo con la naturaleza de la informacién almacenada, incluyendo la memoria

declarativa o explicita y la memoria no declarativa, implicita o de procedimiento [29].

Memoria a corto plazo

La memoria a corto plazo (MCP), también es conocida como primaria, inmediata, activa o de trabajo
[30]. Este tipo de memoria permite mantener la informacién por poco tiempo, que puede ir de
segundos a minutos y tiene un sistema para almacenar de capacidad limitada. Generalmente menos
de una docena de digitos. Necesita de repeticién continua basada en la ejecucion y que permite
realizar actividades cognitivas basicas e inmediatas para estimulos que acaban de ser percibidos [31].
Un ejemplo tipico es el nimero de teléfono que retenemos en la mente durante el corto tiempo que
necesitamos para marcarlos [30,32]. Se sabe que este tipo de memoria representa la parte activa de la
memoria a largo plazo, manteniendo activas experiencias anteriores en la conciencia [29]. La MCP
estd basada en actividad y cambios eléctricos, asi como procesos moleculares en redes neuronales
gue procesan la informacion, como consecuencia de la repeticién continua de la experiencia. Los
cambios neuronales de la MCP persisten activando mecanismos de plasticidad cerebral produciendo

cambios estructurales en las sinapsis para consolidar la denomina memoria a largo plazo [32].

Memoria de trabajo

La memoria de trabajo es un elemento cognitivo que permite mantener la informacion el tiempo
suficiente como para llevar a cabo acciones secuenciales [28]. En la actualidad, se sabe que esta
constituida por dos sistemas principalmente; un cédigo acustico-verbal para almacenar informacion
proveniente del lenguaje, asi como un cédigo viso-espacial responsable de manejar las imagenes
mentales de objetos visuales y de la ubicacién de los objetos en el espacio. Ambos sistemas son
coordinados por un tercer sistema llamado proceso de control ejecutivo, el cual es el administrador
central, asignando recursos de control de atencion a los sistemas verbal y viso-espacial [28-30]. De
esta manera, el funcionamiento de la memoria de trabajo involucra éareas sensoriales primarias, del
I6bulo prefrontal, ndcleo dorso-mediano, tdlamo y neoestriado, asociadas a la repeticion de

informacion espacial y de objetos [28].
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Memoria a largo plazo

La memoria a largo plazo (MLP) almacena informacion durante un tiempo variable que puede ir
desde minutos hasta tiempos indefinidos, se mantiene mediante cambios estables y permanentes en
las conexiones neuronales que se extienden por todo el cerebro, ademés; es poco susceptible a las
interferencias [30]. Mientras que la MCP codifica la informacion acusticamente, la MLP la codifica
semanticamente. El hipocampo es esencial en aprender nueva informacion y consolidar desde la MCP
a la MLP [32]. La MLP se subdivide en memoria declarativa o explicita y memoria no declarativa,
implicita o procedimental [29,31]

Memoria declarativa o explicita

Se conoce a la memoria declarativa o explicita como la memoria consciente, que se encarga del
reconocimiento consciente de lugares, personas, objetos, hechos y sucesos; la cual se almacena en la
corteza prefrontal. En el hipocampo se transforman en recuerdos a largo plazo y se archivan en
distintas zonas de la corteza; por lo tanto, un dafio en estas zonas puede afectar la formacién de nuevos
recuerdos de la memoria declarativa a largo plazo [30]. La memoria declarativa se subdivide en

memoria semantica y memoria episodica [28].

El conocimiento de la memoria semantica (objetiva), comprende la conservacion de los hechos, el
conocimiento objetivo y el tipo de conocimiento que se adquiere en el colegio y los libros. En la
formacion de un nuevo conocimiento semantico esta involucrada la corteza perirhinal y la regién
neorcortical que proyecta hacia el hipocampo. Mientras que la memoria episodica o autobiogréfica
almacena los acontecimientos y la experiencia personal, su formacion y recuperacion dependen del

hipocampo [29,31].

Memoria no declarativa o implicita

La memoria implicita o procedimental es llamada memoria inconsciente y consiste en el aprendizaje
de habitos, habilidades, sensibilizacién y el condicionamiento clasico; al igual que destrezas
perceptivas y motoras como andar en bicicleta 0 manejar un automévil, se almacena en el cerebelo,
en el cuerpo estriado y en la amigdala [29]. La sensibilizacion es parte de un aprendizaje no asociativo
que ocurre por un Unico estimulo y el condicionamiento clasico que es un tipo de aprendizaje
asociativo a estimulos condicionados y no condicionados [31]. Este tipo de memoria es de caracter
automatico, ya que se recuerda cuando se realiza la accion, sin esfuerzo consciente, por lo que un
claro ejemplo es cuando se habla, ya que se hace sin recurrir de forma consciente al recuerdo de como
hablar.
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1.4. Plasticidad sinaptica

Una de las propiedades mas importantes del cerebro en los mamiferos es la plasticidad, es decir, la
capacidad de la actividad neuronal originada por una experiencia para cambiar la funcion del circuito
neuronal. La plasticidad sindptica esta relacionada estrechamente con la modificacion dependiente de
la eficacia de la transmision sinaptica en sinapsis generadas con anterioridad [33]. La plasticidad
sinaptica directamente regula la actividad de neuronas presinapticas y postsinapticas, induciendo
cambios en el nimero de neurotransmisores en la membrana postsinaptica, en la cantidad de
neurotransmisores liberados de una neurona presinaptica en el proceso de sinapsis o influyendo en la

sensibilidad del receptor a los neurotransmisores que fueron liberados [34].

La plasticidad sinaptica puede clasificarse en dos: a corto plazo y a largo plazo. La plasticidad
sinaptica a corto plazo se genera en periodos de tiempo que van desde un segundo hasta minutos, por

su parte, la plasticidad sinaptica a largo plazo cambia la eficacia de la sinapsis durante horas o afios.

1.4.3. Plasticidad, memoria y aprendizaje

Debido a que la plasticidad sinaptica es clave para la funcion del cerebro, también resulta fundamental
para la comprensién de los mecanismos del aprendizaje y la memoria, ya que los recuerdos estan
representados por redes neuronales que se encuentran conectadas en las sinapsis. Actualmente, se
sabe que los recuerdos se almacenan como alteraciones en la fuerza de las conexiones sinapticas entre
neuronas [35]. Por lo tanto, los cambios en la eficacia sinaptica se han monitoreado durante horas a
meses y se ha observado que el aumento en las respuestas postsinapticas, también conocido como
potenciacion a largo plazo (LTP), es el mecanismo celular empleado para almacenar informacion en
circuitos neuronales durante tiempos prolongados. Asi mismo, la disminucién de la fuerza en la
sinapsis denominada depresion a largo plazo (LTD), también se encuentra involucrada en el
almacenaje de informacion [34]. Por lo tanto, la LTP y LTD se encuentran relacionadas con la
memoria y aprendizaje. La plasticidad y la memoria vinculan los eventos celulares y los circuitos
neuronales con el comportamiento, por lo que la LTP y LTD son la base directa de los cambios del

comportamiento asociados con la memoria y a su vez con el aprendizaje.

1.5. Métodos para evaluar la memoria

Durante las Ultimas décadas, la comunidad cientifica ha desarrollado y estandarizado una gran
variedad de pruebas que exploran el estado de salud mental de los animales en busca de informacion
de su capacidad para percibir desde un estimulo hasta evidenciar cuadros de depresion [36]. Por otra
parte, el desarrollo de pruebas para evaluar la memoria requiere de experimentos en animales para

que posteriormente se puedan trasladar a ensayos clinicos en humanos. Por lo tanto, se han propuesto
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diferentes métodos que evallan procesos cognitivos analogos en animales y humanos. En este
sentido, existen modelos para evaluar la eficiencia de la capacidad de la memoria, entre los mas
importantes se encuentran: la prueba de reconocimiento de objetos y la prueba de reconocimiento
social, que evaltan la memoria no espacial; la prueba de evitacion pasiva, que evalta la memoria y
el aprendizaje adquirido; la prueba de evitacion activa, que permite examinar funciones cognitivas
complejas asi como la adquisicion y consolidacion de la memoria; ademéas de la prueba de
condicionamiento aversivo al sabor, la prueba del sobresalto por el miedo, el laberinto acuético de
Morris y el laberinto de Barnes, que evaltan la memoria espacial [37,38].

1.5.1. Prueba conductual laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes es una prueba de comportamiento basada en tierra firme desarrollada por Carol
Barnes en 1979 para evaluar la memoria espacial en ratas [39]. Consiste en una plataforma circular
elevada con agujeros alrededor del perimetro; los animales de estudio emplean sefiales visuales
externas al laberinto para localizar la caja de escape que se encuentra debajo del laberinto, lo cual les
permite escapar de las luces y sefiales auditivas que producen estrés [40]. La figura 4 muestra la

representacion esquematica del laberinto de Barnes.

Caja de inicio

Agujero (y
Caja de escape ‘ /
e

Caja de inicio

Agujero objetivo

Caja de escape Cuadrante objetivo

Figura 4. Representacion esquematica del laberinto de Barnes. Lado derecho vista superior.

Constructo del autor.

A diferencia del laberinto acuético de Morris, el laberinto de Barnes no requiere que los ratones naden,
por lo tanto, puede ser menos estresante y exigente fisicamente. En comparacion con el laberinto de
brazos radiales, en el laberinto de Barnes no se requiere restriccion de alimentos, por lo que el

rendimiento no est4 condicionado por las diferencias en la motivacion debido a la variacion en el
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hambre [41]. El laberinto de Barnes se basa en la suposicion de que el animal de estudio colocado en
el entorno aversivo debe aprender y recordar la ubicacion de la caja de escape como un refugio oscuro
y seguro [42]. En este sentido, la prueba consiste en diferentes fases, incluyendo una fase de
habituacion en la que los animales se introducen en el medio ambiente de la prueba. Posteriormente,
hay una fase de aprendizaje o adquisicion, durante la cual los animales aprenden la ubicacion de la
caja de escape. Finalmente, la fase de sondeo o retencion permite medir el aprendizaje espacial, la
recuperacion de la memoria y la flexibilidad cognitiva [43]. Considerando lo anterior, el laberinto de
Barnes se ha empleado en diferentes modelos animales para evaluar memoria y aprendizaje; desde
modelos de enfermedad de Alzheimer [44], hasta fa&rmacos que pueden mejorar o deteriorar el
aprendizaje y la memoria espacial [45].

1.6. Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)

Los factores de crecimiento son proteinas implicadas en el crecimiento de las células, es decir, pueden
promover o inhibir la mitosis y afectar la diferenciacion celular mediante su unién a receptores
localizados en la superficie celular [46]. Estas moléculas tienen importantes implicaciones en el
neurodesarrollo debido a sus diferentes funciones que estan relacionadas con el mantenimiento del
desarrollo normal del cerebro. En este sentido, en el cerebro se expresa un grupo de cuatro principales
proteinas denominadas neurotrofinas, las cuales comprenden al factor de crecimiento nervioso
(NGF), BDNF, neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofina 4 (NT-4). Estas proteinas desempefian funciones
importantes en la supervivencia, el mantenimiento y el crecimiento de las neuronas en el SNC y

sistema nervioso periférico (SNP) [47].

Particularmente, el BDNF es un péptido de 14 kDa que es sintetizado a partir del precursor pro-
BDNF, que, a su vez, es un péptido de 32 kDa sintetizado en el reticulo endoplasmico y que madura
en el aparato de Golgi o en vesiculas de secrecién, para posteriormente dar lugar a la formacién del
BDNF [48]. Asi mismo, el BDNF contribuye con la supervivencia de neuronas como las
dopaminérgicas mesencefalicas, neuronas colinérgicas septales y neuronas GABAérgicas estriatales.
Adicionalmente, el BDNF est4 implicado en la modulacion de la transmision sinaptica excitatoria e

inhibitoria, asi como la plasticidad sinaptica [49,50].

1.6.1. Relacion del BDNF con el aprendizaje y la memoria

Actualmente, se sabe que la cognicion est4 asociada al entendimiento del medio que rodea a un
individuo y el comportamiento que dicho individuo tiene dentro del mismo; por lo que incluye
diferentes habilidades cognitivas tales como el aprendizaje, el pensamiento, el razonamiento, la

memoria, la toma de decisiones y la atencion. En este sentido, el BDNF es una de las proteinas mas
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estudiadas como biomarcador en la investigacion de la adquisicion, consolidacion y almacenamiento

a largo plazo de diferentes tipos de memoria.

El BDNF se expresa principalmente en el hipocampo, aunque también en estructuras como la corteza,
la amigdala y el hipotdlamo. Estudios in vitro han demostrado que la aplicacion de BDNF provoca
cambios rapidos en la transmision sinaptica tanto en la sinapsis excitatoria como inhibitoria [51].
También se ha demostrado en estudios in vivo que después de la administracion de oligonucle6tidos
de BDNF o anticuerpo anti-BDNF en ratones afecta la formacion de la memoria espacial [52]. Asi
mismo, se ha documentado en algunas revisiones que el BDNF se relaciona con los sintomas
cognitivos de la esquizofrenia y enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer [53,54].
Interesantemente, se ha encontrado que el déficit de BDNF contribuye de manera importante con la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, deteriorando regiones del prosencéfalo, el cual se sabe
gue interviene en las funciones cognitivas. Por lo tanto, recientemente se ha propuesto la
administracion exdgena de BDNF como una estrategia para revertir este déficit y mejorar la

sintomatologia de la enfermedad [55,56].

1.6.2. Sefializacion del BDNF en el aprendizaje y la memoria

La unién del BDNF a su receptor especifico de alta afinidad tirosin-cinasa tipo B (TrkB) conduce a
la dimerizacién y autofosforilacidon de residuos de tirosina en el dominio intracelular del receptor;
como consecuencia, se activan las vias de sefializacion citoplasmaticas. Una vez que el TrkB se
encuentra fosforilado, funciona como un andamio para el reclutamiento de proteinas y enzimas que
transducen e intensifican la sefial del BDNF. Las moléculas involucradas en la mediacion de la
sefializacién de neurotrofinas son principalmente tres: la proteina cinasa asociada a mitégenos
(MAPK), la fosfolipasa C-y (PLC-y) y la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3-K) [49]. El BDNF mejora
de manera importante la transmision sinaptica y este efecto puede estar involucrado en la plasticidad
sinéptica dependiente del BDNF. Estudios en ratones han confirmado mediante modelos que evalGan
la memoria de trabajo que el aprendizaje esta asociado a la via de transduccion de sefiales TrkB/PI3-
K [57]. Asi mismo, se ha demostrado que la inhibicion de la PI3-K en ratones después de la
administracion del inhibidor especifico wortmanina, que hay un deterioro en el aprendizaje espacial,

utilizando modelos conductuales [58].

Por otra parte, las investigaciones sobre el BDNF vy la plasticidad sinaptica han revelado que el
incremento de su concentracion es el mecanismo principal mediante el cual se regula el procesamiento
de la informacién en el hipocampo. Por lo tanto, una vez que el BDNF es secretado, actla a través de

la activacion de su receptor TrkB, y que esta sefializacion es fundamental en el proceso de aprendizaje.
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Como consecuencia, una disminucion conduce a déficits en la memoria espacial, mientras que la

sobreexpresion de TrkB consolida diferentes tipos de memoria [59,60].

1.7. Edulcorantes y sus potenciales efectos en la cognicién

La sacarosa es degradada a glucosa en el intestino y posteriormente, la glucosa es transportada a la
circulacion sistémica. La mayor parte de la glucosa en circulacion sistémica pasa rapidamente al
musculo, tejido adiposo y otros tejidos periféricos como el cerebro, por medio de la accion de la
insulina, y después puede ser utilizada como energia [61]. La glucosa es la principal fuente de energia
para las células del cuerpo humano, y el cerebro es el 6rgano que mas energia demanda. En este
sentido, el requerimiento energético del cerebro practicamente corresponde a la mitad de toda la
energia de la glucosa en el cuerpo [62]. Asi mismo, las funciones cerebrales como el pensamiento, la
memoria y el aprendizaje estan relacionadas con las concentraciones de glucosa en circulacién
sistémica y la eficiencia con la que el cerebro utiliza dicha fuente de energia [63]. Cuando existen
bajas concentraciones de glucosa en el cerebro, no se produce una comunicacion eficiente entre las
neuronas, lo cual se relaciona estrechamente con deficiencias en las funciones cognitivas [64].

Estudios previos han demostrado que la administracion de glucosa facilita la memoria [65-68].

Por otra parte, existe evidencia que indica que las concentraciones de glucosa en circulacion mejoran
los procesos de aprendizaje y memoria tanto en ratones como en humanos [67]. No obstante, el
consumo cronico de sacarosa se ha relacionado con el desarrollo de diferentes enfermedades como la
obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico. Por lo tanto, los ENN se posicionaron
rapidamente como sustitutos de la sacarosa para reducir los riesgos en la salud. Sin embargo, existe
evidencia cientifica que sefiala que el consumo prolongado de ENN tiene importantes implicaciones

en la salud, especificamente, a nivel del SNC.

Estudios en ratas revelan que el consumo crénico de ENN como el aspartame, sacarina y sucralosa
afecta significativamente el rendimiento cognitivo, evidenciado mediante modelos conductuales.
Adicionalmente, se observa una disminucion significativa del recuento neuronal en el hipocampo, asi
como un aumento en el estrés oxidativo, el cual juega un papel importante en los efectos perjudiciales
del consumo a largo plazo de ENN sobre el aprendizaje y la memoria. Por lo tanto, se concluye que
el consumo prolongado de dichos ENN puede desencadenar efectos nocivos sobre la cognicién y la
integridad del hipocampo en ratas [69]. Asi mismo, se ha demostrado que después de la
administracion de soluciones de aspartame en ratas durante 28 dias, se presentan cambios
neuroconductuales relacionados con la pérdida de memoria, los cuales son dependientes del tiempo

de consumo [70].
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Recientemente, se ha demostrado el impacto del consumo frecuente de EN y ENN sobre el SNC en
humanos [71]. Los resultados indican que el consumo frecuente de sucralosa disminuye
significativamente la memoria general, la memoria de codificacion y las funciones ejecutivas después
de la suplementacion. Adicionalmente, se demostrd6 mediante técnicas de electroencefalografia
cuantitativa que el consumo frecuente de los ENN va acompafiado de cambios en la actividad

cerebral, asi como la disminucion del rendimiento cognitivo en pruebas neuropsicoldgicas.

Por otra parte, se ha observado que la ingesta prolongada de soluciones de acesulfame-K en ratones,
promueve la preferencia de consumo en comparacion con el agua; ademas, se observd un aumento
en la liberacién de neurotransmisores como la dopamina [72]. Por lo tanto, estos resultados sugieren
que el consumo de soluciones de acesulfame-K promueve la liberacion de neurotransmisores; lo cual
se encuentra estrechamente relacionado con los comportamientos adictivos caracteristicos de la
sacarosa. Finalmente, en un estudio publicado recientemente, se suplementaron ratas con dietas altas
en sacarosa Yy Stevia® durante el periodo de gestacion y lactancia. El estudio concluye que el alto
consumo de sacarosa y Stevia® favorece la aparicion de deficiencias en el rendimiento de la memoria

y el aprendizaje en su descendencia de ratas macho [73].

Considerando lo anterior, indudablemente se ha consolidado evidencia de la relacién que existe entre
el consumo de ENN y las afectaciones en los procesos cognitivos. Por otra parte, estudios moleculares
asocian bajas concentraciones de BDNF al deterioro cognitivo [74] y concentraciones mas altas del
BDNF con un mejor rendimiento cognitivo [75]. No obstante, existe poca evidencia de los efectos
neurotroéficos relacionados con el consumo prolongado de ENN. En este sentido, en un estudio
realizado en ratas Fisher 344 se investigd la influencia de una dieta tipica de la mayoria de las
sociedades occidentales industrializadas, rica en grasas saturadas y azlcar refinada en la estructura y
funcion del cerebro a través de la regulacién de las neurotrofinas. El estudio demostré que la dieta
occidental disminuye la expresion de BDNF, sinapsina | y atenda la liberacion de neurotransmisores,
que generalmente esta modulada por BDNF y sinapsina | [76]. Por lo tanto, las reducciones de BDNF
resultantes de una dieta alta en grasas y azUcar refinada pueden privar a las neuronas de su proteccion
natural y tener impacto en los procesos cognitivos. Asi mismo, otro estudio se observé en ratones
C57BL/6J que el consumo de Acesulfame K durante 40 semanas deteriora la memoria cognitiva.
Ademas, se encontraron anomalias neurosinapticas y desregulacion del BDNF mediado por TrkB en
las neuronas del hipocampo [77]. Adicionalmente, se demostr6 que el consumo crénico de
Acesulfame K promueve reducciones en el soporte metabdlico, en los niveles energéticos, en las
funciones neurotréficas y reduccion en quinasas neuroprotectoras; lo cual puede sustentar un estado

neurometabdlico alterado.
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Por otra parte, son claras las implicaciones que tiene el consumo de alimentos, incluyendo
macronutrientes y micronutrientes, como factores que afectan el rendimiento cognitivo [78]. Bajo
este contexto, un estudio sugiere que el BDNF actiia como un modulador metabélico en humanos, al
controlar y afectar los patrones de ingesta de alimentos [79]. Ademas, el BDNF interviene en el
metabolismo energético no solo a través del cerebro, sino también a través de neuronas periféricas y
6rganos diana implicados en el mantenimiento del equilibrio energético [80]. Por lo tanto, las
concentraciones del BDNF podrian influir en el apetito y el comportamiento alimentario. Al respecto,
un interesante estudio clinico report6 una ligera disminucion de la concentraciéon de BDNF en
personas que se sometieron a un ayuno en el mes del Ramadéan [81]. No obstante, las mediciones
fueron realizadas en muestras de suero sanguineo. Por lo tanto, no es posible correlacionar dichas
concentraciones con las presentes en el cerebro. En consecuencia, se desconoce la posible relacién

entre la cantidad de alimento que se consume y la expresion del BDNF en el cerebro.

Evidentemente, el consumo prolongado de ENN tiene potenciales efectos a nivel del SNC,
especificamente, en la memoriay el aprendizaje, por lo que resulta importante investigar los cambios
cognitivos asociados al consumo frecuente de ENN como la sucralosa y glucésidos de esteviol; asi
mismo, contrastar las observaciones experimentales con biomarcadores moleculares como el BDNF

para consolidar la evidencia que se ha generado hasta la fecha.
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2. Planteamiento del Problema

Los ENN, también conocidos como edulcorantes intensivos, intensos 0 no caloricos, se han
introducido en alimentos de uso cotidiano para sustituir a la sacarosa, con el objetivo de disminuir el
consumo energético en la dieta. Entre los mas comunes se encuentran: aspartame, sucralosa, sacarina,
acesulfame-K, neotame y glucésidos de esteviol. Actualmente, el consumo de ENN se ha
incrementado para controlar el peso corporal y las concentraciones de glucosa en sangre. Sin
embargo, el efecto del consumo prolongado de ENN sobre el SNC vy las funciones cognitivas esta
poco documentado.

Las investigaciones sobre la seguridad de los ENN y los potenciales efectos neuroldgicos han sido
controvertidas, relacionando su efecto sobre los receptores de neurotransmisores, la inhibicién en la
produccién de neurotransmisores, la elevacion de cortisol y la produccién de radicales libres. Estudios
han demostrado que el aspartame, solo 0 en combinacién con glutamato, pudiera generar retraso
mental y alteracion en la regulacion del sistema neuroenddcrino en humanos. Asi mismo, reportes
sugieren que el consumo frecuente de ENN induce cambios en la actividad eléctrica cerebral
asociados con el rendimiento cognitivo en humanos. Por otra parte, se ha observado que el consumo
prolongado de soluciones de acesulfame-K promueve la liberacidon de neurotransmisores en ratones.
Estudios recientes sugieren que el consumo frecuente de ENN como la sucralosa y glucosidos de
esteviol induce cambios significativos en la actividad del SNC, evidenciado por pruebas
neuropsicoldgicas y electroencefalogramas cuantitativos. No obstante, existe poca evidencia
cientifica del efecto que tiene el consumo prolongado de ENN sobre la produccién de BDNF a nivel
del cerebro. Al respecto, un estudio demostré que el consumo cronico de Acesulfame K induce una

desregulacion del BDNF mediado por TrkB en las neuronas del hipocampo.

Aunque existen estudios enfocados en los efectos de los ENN en la salud general, hay evidencia
limitada de los efectos de estos compuestos en la actividad del SNC, especificamente, en la expresion
de factores neurotréficos implicados en la regulacion de la transmision sinaptica, la cual es
fundamental para los procesos cognitivos como la memoria. Considerando la escasa informacion
existente y la relevancia del consumo de ENN, surge la necesidad de investigar en qué medida dichos
aditivos alimentarios podrian interferir en los procesos de memoria y aprendizaje, asi como las

alteraciones cognitivas como memoria espacial, memoria de trabajo, memoria a corto y largo plazo.

Pregunta investigacion:
¢Cuales son los cambios cognitivos en la memoria y la expresion del BDNF asociados al consumo

prolongado de edulcorantes no nutritivos en un modelo murino?
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3. Hipotesis

Hipotesis alterna:

Hi: El consumo prolongado de sucralosa y glucésidos de esteviol contenidos en sus presentaciones
comerciales respectivas, disminuye la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro y las
funciones cognitivas como memoria espacial, memoria de trabajo, memoria a corto y largo plazo en

un modelo murino.

Hipotesis nula:

Ho: El consumo prolongado de sucralosa y glucosidos de esteviol contenidos en sus presentaciones
comerciales respectivas, no disminuye la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro ni
funciones cognitivas como memoria espacial, memoria de trabajo, memoria a corto y largo plazo en

un modelo murino.
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4. Objetivos
General:

Determinar los cambios cognitivos de la memoria y la expresion del factor neurotréfico derivado del
cerebro asociados a la suplementacién prolongada con edulcorantes no nutritivos en un modelo

murino.

Especificos:

» Determinar y comparar los cambios en el aprendizaje, memoria espacial, memoria de trabajo,
memoria a corto y largo plazo en ratones con suplementacion prolongada de sucralosa y
glucosidos de esteviol contenidos en sus respectivas presentaciones comerciales, mediante el

empleo de la prueba conductual del laberinto de Barnes.

» Comparar mediante la técnica de western blot, los cambios en la expresidn del factor neurotréfico
derivado del cerebro de los grupos con suplementacién prolongada de sucralosa y glucésidos de

esteviol contra el grupo sin suplementacion y el grupo suplementado con sacarosa.

> Analizar la asociacion entre la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro y la

memoria en los diferentes grupos de estudio y el sexo.
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5. Justificacion

La sacarosa aporta principalmente energia y sabor dulce a los alimentos, sin embargo, cuando su
consumo es excesivo y los estilos de vida son sedentarios, el excedente energético que aporta se asocia
con alteraciones celulares que aumentan el riesgo de desarrollar diabetes y otras enfermedades
cronico-degenerativas. En México, hasta el 85% de la poblacion supera el consumo de azlcares
recomendado por la OMS, lo cual representa un problema de salud publica. Por lo tanto, la industria
de alimentos se ha enfocado en la busqueda de sustancias que aporten el sabor dulce, limitando los
efectos energéticos de la sacarosa. Los productos generados para reemplazar la sacarosa son
conocidos como ENN. En este sentido, el uso de ENN es una de las estrategias del sector salud para
disminuir el riesgo de enfermedades como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2; sin embargo, su

consumo cada vez es mayor en la poblacion en general.

Aunque el consumo de los ENN se encuentra regulado por agencias sanitarias para garantizar la
seguridad de los consumidores. Actualmente, existe controversia sobre dicha seguridad, debido a que
se ha generado evidencia cientifica sobre las posibles alteraciones bioquimicas y metabdlicas
derivadas del consumo frecuente de estos compuestos. Estudios epidemiolégicos en humanos y
modelos animales sugieren que el consumo de ENN puede alterar el balance energético,
contribuyendo al desarrollo de obesidad y otras alteraciones en la salud. Asi mismo, se ha observado
gue el consumo frecuente de ENN como la sucralosa y glucosidos de esteviol induce cambios
significativos en la actividad del SNC, evidenciado por pruebas neuropsicolégicas vy
electroencefalogramas cuantitativos. Aunque existen estudios sobre el efecto de los ENN sobre la
salud en general, hay poca evidencia de sus efectos en el SNC, especificamente, en la salud cognitiva.
Por lo tanto, es importante determinar en qué medida interfieren en las funciones cerebrales tales
como el aprendizaje y la memoria. En este sentido, resulta fundamental estudiar los cambios en la
expresion del BDNF, ya que este factor neurotrofico esta involucrado en el aprendizaje, la formacion

de la memoria y su mantenimiento.

La relevancia del conocimiento generado a partir del estudio de los posibles cambios en la expresion
del BDNF vy las alteraciones en la memoria, radica en establecer evidencia clara sobre las
consecuencias del uso prolongado de dichos aditivos alimentarios, con la finalidad de concientizar a
la poblacidn sobre su consumo racionalizado y a los sistemas de salud para que desarrollen estrategias
adecuadas de educacion del consumidor acerca de estos productos, asi como politicas pablicas que

apropiadas para su uso correcto.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Disefio de Estudio

Tipo de estudio: Experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo.

Universo y Muestra: La conformaciéon de cada grupo se realizd mediante seleccion aleatoria de
ratones de la cepa BALB/c de ambos sexos. Se formaron 4 grupos de estudio conformados de acuerdo
con la tabla 2.

Método de muestreo: No probabilistico, por conveniencia

Tabla 2. Conformacion de los grupos de estudio.

Grupo Concentracion del Hembras  Machos Edad

edulcorante

Control (Agua) N/A 8 8

Sacarosa Solucion al 10% 8 8 8

2 Sucralosa Solucion al 0.012% 8 8 semanas
b Glucésidos de esteviol Solucion al 0.025% 8 8

2 Se empled la presentacién comercial, la cual contiene 0.012 g de sucralosa por cada gramo de
producto. ® Se empled la presentacion comercial, la cual contiene 0.25 g de glucésidos de esteviol por

cada gramo de producto.

6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios inclusion: Ratones de la cepa BALB/c machos y hembras de 8 semanas de edad, que tengan
un peso minimo de 20 g al momento de la formacion de los grupos experimentales.

Criterios exclusion: Ratones enfermos o con alteraciones fisiologicas evidentes antes de iniciar el
estudio.

Criterios eliminacion: Ratones que se enfermen o mueran durante el desarrollo del proyecto.

6.3. Procedimientos
Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Neuroquimica de la Facultad de Medicina de la

Universidad Auténoma del Estado de México, en el periodo enero 2022—julio 2023.
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6.3.1. Crianza de ratones
La crianza de los ratones de la cepa BALB/c se realizd bajo condiciones estandar con ciclo
luz/oscuridad de 12 horas, temperatura promedio de 22°C, alimento (5001 Rodent Diet—Lab Diet) y

agua natural purificada ad libitum, durante 8 semanas, desde su nacimiento.

Posteriormente, a partir de las 8 semanas de vida de los ratones, se conformaron los grupos de estudio
y se mantuvieron bajo las mismas condiciones estandar. La suplementacion se realizé durante 6

semanas, asignando el edulcorante correspondiente a cada grupo (tabla 2).

6.3.2. Suplementacion con edulcorantes

Se prepararon 100 mL de cada una de las bebidas, en agua purificada a las concentraciones indicadas
en latabla 2. Para la preparacion de las soluciones de suplementacion, se utilizaron las presentaciones
disponibles comercialmente de sucralosa y glucésidos de esteviol, donde 1 g de los respectivos

productos contienen 0.012 g de sucralosa y 0.025 g de glucosidos de esteviol.

6.3.3. Determinacién de la ganancia de peso, consumo de bebida y alimento
Se determind el peso corporal de los ratones una vez a la semana, a la misma hora y bajo las mismas
condiciones. Asi mismo, se registré diariamente el consumo de bebida y alimento bajo las mismas

condiciones.

6.3.4. Evaluacion del aprendizaje y la memoria

Después del periodo de suplementacion con edulcorantes, se realizé la evaluacién del aprendizaje,
memoria espacial, memoria de trabajo, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo a los ratones
hembra y macho correspondientes de cada grupo de estudio, mediante la prueba conductual laberinto

de Barnes con algunas modificaciones [43].

Durante la prueba de aprendizaje, se obtuvieron los siguientes parametros: 1) tiempo de latencia
primario (tiempo de la primera investigaciéon de cualquier agujero), 2) tiempo de latencia (tiempo
para localizar el agujero de escape), 3) nimero de errores (nimero de agujeros incorrectos que se
verificaron antes del primer encuentro con el agujero de escape en la plataforma) y 4) estrategia
espacial, en serie o aleatoria. En la prueba de retencién de memoria a corto y largo plazo se obtuvieron
los siguientes parametros: 1) tiempo de latencia (tiempo para localizar el agujero de escape), 2) tiempo
en la zona objetivo (tiempo de permanencia en la zona donde se localiza el agujero de escape) y 3)
namero de errores (nimero de agujeros incorrectos que se verificaron antes del primer encuentro con
el agujero de escape en la plataforma). La figura 5 muestra la representacion esquematica de las
evaluaciones que se realizaron a cada grupo de estudio durante el periodo de habituacién, aprendizaje

y retencion a corto/largo plazo.
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Habituacién Aprendizaje Retencién a corto plazo Retencion a largo plazo

1 1 1 ; 1
1 1 1 1 1
| 1 1 1 |
1 1 1 1 L}
1 1 1 1 1
1 1 1 1 L}
| 1 1 1 [ |
1 1 1 |
1 1 Evaluaciones: 1 Evaluaciones: 1
1 1 * Tiempo de latencia primario 1 * Tiempo de latencia 1

*Tiempo de latencia * Tiempo en la zona objetivo

*Nimero de errores * Numero de errores

*Estrategia
Dia 0 Dia 1 Dia 5 Dia 6 Dia 12

Figura 5. Representacion esquematica de las etapas de la evaluacion del aprendizaje y memoria de
los diferentes grupos de estudio mediante el modelo conductual laberinto de Barnes. Constructo del

autor.

Prueba de habituacion (dia 0): 24 horas antes de la etapa de adquisicion, los ratones se sometieron a
una sesion de habituacién al laberinto de Barnes para reducir el comportamiento de ansiedad y
habituarse a la caja de escape y la plataforma. Se colocé a cada raton hembra y macho de cada grupo
de estudio durante 15 segundos en la caja de inicio. Posteriormente, se les permitié explorar la
plataforma durante 60 segundos y finalmente, se colocaron a los ratones en la caja de escape durante
120 segundos. Las luces permanecieron encendidas, el zumbador apagado y las sefiales distantes

bloqueadas.

Prueba de aprendizaje (dia 1-5): se colocé a cada sujeto de estudio en la caja de inicio y se ubicaron
al centro de la plataforma. Se mantuvieron en la caja de inicio durante 15 segundos, posteriormente,
se encendi6 el zumbador y se liber6 al raton de la caja de inicio para comenzar con la grabacion.
Durante toda la etapa de aprendizaje, las luces y sefiales distantes se mantuvieron activas. Se les
permitid a los ratones la exploracion del laberinto y hasta que localizaran el agujero de escape. Una
vez localizado el agujero de escape, los ratones se mantuvieron durante 60 segundos en la caja de
escape. Durante este tiempo, se desactivé el zumbador. Los ratones que no localizaron el agujero de
escape después de 180 segundos se colocaron en la caja de escape. Al finalizar cada ensayo, los
ratones fueron devueltos a su jaula de origen. Antes de la siguiente prueba, se limpid el laberinto de
Barnes con etanol al 70% (p/v) para evitar que exista un rastro fijado por la orina y las heces fecales.
La posicién espacial del agujero de escape se mantuvo constante para cada sujeto de estudio. Se
mantuvo un intervalo minimo de 15 minutos entre ensayos para cada ratén. Durante esta etapa, se

realizaron dos ensayos para cada raton durante cinco dias.
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Prueba de retencién de memoria a corto plazo (dia 6): 24 horas después de la prueba de aprendizaje
se retira la caja de escape. Posteriormente, los ratones se colocardn en la caja de inicio durante 15
segundos y finalmente se retirara la caja de inicio para permitirles la exploracidon del laberinto durante
90 segundos. Después de completar la prueba, los ratones se regresaran a su jaula de origen.

Prueba de retencién de memoria a largo plazo (dia 12): seis dias después de la prueba de retencion
de memoria a corto plazo, los ratones se colocaron en la caja de inicio durante 15 segundos y
finalmente se retird la caja de inicio para permitirles la exploracién del laberinto durante 90 segundos.
Después de completar la prueba, los ratones se regresaron a su jaula de origen. Durante esta prueba,
se retird la caja de escape.

6.3.5. Diseccion del tejido cerebral.
Al término del periodo de evaluacién de las pruebas conductuales, cada raton fue sacrificado con
pentobarbital sédico (6.3 g/100 mL) a una dosis de 40 mg/Kg de peso, por via intraperitoneal.

Posteriormente, se realizé la diseccion del tejido cerebral y se almacend a —70°C para su uso posterior.

6.3.6. Andlisis de la expresion de BDNF mediante western blot.

El tejido cerebral se disgrego en buffer de lisis entre dos portaobjetos de vidrio previamente limpiados
con etanol. Posteriormente, el tejido se recolecto en tubos de 1.5 mL y se colocé en hielo durante 45
minutos, agitando con vortex (Thermolyne 16700 Mixer) cada 15 minutos. A continuacion, las
muestras fueron centrifugadas (centrifugadora Beckman Coulter Avanti J-26S XPI) a 4°C y 13,000
rpm durante 20 minutos. Las proteinas contenidas en el sobrenadante se almacenaron a -20° C hasta

su posterior uso.

Para cuantificar las proteinas, se utilizé una placa de 96 pozos, en la que se colocaron estandares de
albumina (BSA) a concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 y 1.2 mg/mL, empleando 5 ul./pozo
de cada uno, por duplicado. Posteriormente, se agregé reactivo de Bradford (SIGMA®), para colocar
200 pL de este reactivo a cada muestra. Las mediciones se realizaron con un lector de microplacas
(Stat Fax® 4200) a una longitud de onda de 590 nm. Con los datos obtenidos, se calculd la
concentracién de proteinas y se prepararon las muestras a una concentracion de 1-2 pg/uL agregando
buffer de carga de muestra 1X. Las muestras se sometieron a 95°C durante 5 minutos y finalmente se

incubaron durante 5 minutos en hielo antes de ser utilizadas, o se almacenaron a —20°C.

Para el analisis de la expresion del BDNF se prepar6 el gel de corrimiento al 12 % y el gel de
apilamiento al 4%. Posteriormente, se cargaron 30 pg de la proteina obtenida. El corrimiento inicial

de las proteinas se llevé a cabo en la camara de electroforesis (BIO-RAD®) llenando con buffer de
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corrida a voltaje constante 70 V, hasta que las muestras se alinearon y que la linea de corrido llegé al
final del gel. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas en el gel fueron transferidas a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Amersham™ Hybond™) previamente hidratada
con metanol absoluto (MEYER®). Se coloco el gel junto con la membrana PVDF, en contacto
estrecho, ensambladas entre capas de papel filtro (SIGMA®) humedecidas con buffer de transferencia
semi-secay se introdujeron en la camara de transferencia semi-seca (BIO-RAD Trans-Blot® SD CEL)
durante 30 minutos a 25mA (constante), para que las proteinas fueran transferidas desde el gel hacia

la membrana.

La membrana se bloque6 con BSA al 5% en TBS-Tween-2 durante 1 hora a temperatura ambiente. La
membrana se incubd a 4 °C bajo agitacion suave durante una noche con el anticuerpo primario: anti-
BDNF policlonal de conejo (Bioss bs-4989R-TR) y anti-p-actina monoclonal de raton (Sigma-
Aldrich®), seguido de la incubacion con el anticuerpo secundario anti-Conejo (SIGMA®) y anti-raton
(SIGMA®) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las bandas se visualizaron mediante un método
colorimétrico revelando con diaminobencidina (ChemCruz®). Las bandas de expresion obtenidas se
cuantificaron mediante densitometria empleando el programa ImagelJ/Fiji (National Institutes of
Health).

6.4. Variables de Estudio

Independientes: tratamiento de los sujetos experimentales (agua, sacarosa, sucralosa y glucésidos de
esteviol en sus presentaciones comerciales), tiempo de tratamiento (6 semanas) y sexo (machos y
hembras).

Dependientes: ganancia de peso, comportamiento alimentario, cambios cognitivos y expresion de
BNDF.

La tabla 3 resume las variables que se emplearan en la presente investigacion, su definicién

conceptual y operacional, sus respectivas escalas de medicion, asi como su anélisis estadistico.
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Tabla 3. Cuadro de operacionalizacion de variables.

Variable Definicion conceptual Definicién operacional Tipo de variable Escala de Anélisis

medicion estadistico

Factor Proteina de la familia de las Expresion de BNDF. Cantidad de BDNF Cuantitativa Unidades ANOVA

neurotréfico neurotrofinas que actla como factor de | que las células cerebrales del hipocampo y la arbitrarias Comparaciones

derivado del crecimiento nervioso. corteza sintetizan. Su determinacion es multiples Dunnett
cerebro (BDNF) mediante western blot.

Memoria espacial | Sistema responsable de registrar la Tiempo de retencion de la informacién Cuantitativa continua | De razon ANOVA
informacion sobre el entorno y la medido en segundos. Las mediciones se Tiempo en Prueba de
orientacion espacial. realizan en la etapa de sondeo del protocolo segundos comparaciones

del laberinto de Barnes, considerando el multiples
tiempo en que los ratones permanecen en el Bonferroni
cuadrante objetivo donde se localiza agujero

objetivo.

Memoria de Procesos empleados en el Almacenamiento y manipulacién de la Cuantitativa discreta | De razon ANOVA

trabajo almacenamiento temporal de la informacién temporal en un lapso de 20 y 30 Namero de Prueba de
informacion. segundos. Las mediciones se realizan en la errores comparaciones

etapa de sondeo, contabilizando el nimero maltiples
de errores que los ratones tienen durante la Bonferroni
basqueda del agujero objetivo.

Memoria a corto Sistema para almacenar una cantidad Tiempo de retencidn y evocacion de la Cuantitativa continua | De razén ANOVA

plazo limitada de informacién durante un informacién en un lapso de tiempo que va de Tiempo en Prueba de
corto periodo de tiempo. segundos a minutos. Las mediciones se segundos comparaciones

realizan en la etapa de sondeo del protocolo multiples
del laberinto de Barnes, considerando el Bonferroni
tiempo en que los ratones permanecen en el

cuadrante objetivo donde se localiza el

agujero objetivo.

Memoria a largo Sistema cerebral para almacenar gran Tiempo de codificacién y almacenamiento Cuantitativa continua | De razon ANOVA

plazo cantidad de informacién durante un de la informacion en periodos de tiempo Tiempo en Prueba de
tiempo indefinido. largos.Se mide el tiempo de latencia 7 dias segundos comparaciones

después de la etapa de aprendizaje y multiples
corresponde al tiempo en que los ratones Bonferroni

permanecen en el cuadrante objetivo donde
se localiza el agujero objetivo.
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Tabla 3. Cuadro de operacionalizacion de variables (Continuacion).

distancia entre el ano y los genitales del
raton.

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Tipo de variable Escala de Analisis

medicion estadistico

Peso La fuerza con la cual un cuerpo actia Determinacion de la masa corporal Cuantitativa continua | De razon ANOVA
sobre un punto de apoyo, originado por la | mediante el uso de una balanza digital. Peso en gramos | Prueba de
aceleracion de la gravedad, cuando esta comparaciones
actla sobre la masa del cuerpo multiples

Bonferroni

Consumo de Cantidad de agua, sacarosa, sucralosa o Gramos de bebida que cada grupo de Cuantitativa continua | De razon ANOVA

bebida glucosidos de esteviol que consume cada | estudio consume en promedio a la semana, Peso en gramos | Prueba de
grupo de estudio. de acuerdo a su tratamiento y tiempo de comparaciones

suplementacion. Las mediciones se maltiples
realizan diariamente durante seis semanas Bonferroni
en una balanza digital.
Consumo de Cantidad de alimento que consume cada | Gramos de alimento que cada grupo de Cuantitativa continua | De razon ANOVA
alimento grupo de estudio. estudio consume en promedio a la semana, Peso en gramos Prueba de
de acuerdo a su tratamiento y tiempo de comparaciones
suplementacion. Las mediciones se maltiples
realizan diariamente durante seis semanas Bonferroni
en una balanza digital.

Sexo Conjunto de caracteristicas bioldgicas y Distancia anogenital de los machos es Cualitativa nominal Nominal ANOVA
fisioldgicas que definen a machos y mayor que la distancia anogenital de las Macho/Hembra | Prueba de
hembras. hembras. comparaciones

Las mediciones se realizan a partir de la multiples
tercera semana de edad y corresponde a la Bonferroni
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6.5. Implicaciones Bioéticas

Los experimentos se realizaran en el laboratorio de Neuroguimica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma del Estado de México, siguiendo las guias para el cuidado y uso de animales
de laboratorio con base en la NOM-062-Z00-1999. Ademas, la experimentacion se llevo a cabo
siguiendo el Reglamentos de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
Titulo Séptimo, Capitulo Unico, Articulos 121-126, el cual hace referencia a el manejo, cuidado y
supervision adecuada de los bioterios, asi como el sacrificio de los animales de estudio con el minimo
de sufrimiento. Este protocolo de investigacion se registrd ante la Secretaria de Investigacion y
Estudios Avanzados de la UAEMex, con el nimero MACSSD-03-0822.

6.6. Recoleccion de Datos

Formatos para registrar las distancias que recorran los ratones en la plataforma del laberinto de
Barnes, toma de fotografia para los resultados de western blot y uso de programas de computo para
el andlisis de las fotografias de los resultados obtenidos por western blot.

6.7. Andlisis Estadistico

Para determinar el efecto del tratamiento y el tiempo, los datos de la ganancia de peso, consumo de
bebida y alimento fueron evaluados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores de
medidas repetidas. Asi mismo, los datos generados en el laberinto de Barnes, incluyendo la latencia
primaria, latencia de escape, nimero de errores y tiempo de permanencia en el cuadrante objetivo
fueron evaluados mediante un ANOVA de dos factores. Posteriormente, comparaciones multiples
entre los grupos fueron realizadas mediante el método de correccion de Bonferroni. Por otra parte,
para conocer la dependencia de las estrategias y la suplementacién en la etapa de aprendizaje, la
prueba de chi cuadrada (X?) fue empleada. Asi mismo, para conocer las diferencias en los dias de
aprendizaje L1 y L5 dentro de los grupos y entre grupos, una prueba de X? fue empleada. Las
intensidades de las bandas de expresion del BDNF se cuantificaron mediante densitometria con el
software ImageJ (National Institutes of Health) y los resultados obtenidos se analizaron mediante
ANOVA. Finalmente, a lo largo de nuestros anélisis estadisticos los valores—p<0.05 fueron
considerados como significativos. Para en analisis estadistico y la construccion de los gréaficos el
software GraphPad Prism 8.0.1. (GraphPad software, San Diego, CA, USA) fue utilizado. Todos los

resultados fueron expresados como la media * error estandar de la media (SEM).
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7. Resultados

7.1. Carta de envio

101323, 1:08 P [FNCM] Acuse de recibo del emvio - Iz Contreras Garcia - Outlook

[RNCM] Acuse de recibo del envio

Diana Cardenas <editor-rmnc@nutriclinicacolombia.org>
Fri 10/13/2023 204 PM
To:lrazd Contreras Garcia <icontrerasg@uaemex.mx>

Irazi Contreras:

Gracias por enviar el manuscrito "Consumo prelongado de sucralosa y glucdsidos de esteviol provoca
déficits en el aprendizaje y la memoria en un modelo murino” a Revista de Nutricién Clinica y
Metabolismo. Con el sistema de gestidn de publicaciones en linea gue utllizamos podra seguir el
progreso através del proceso editorial tras iniciar sesidn en el sitio web de la publicacidn:

URL del manuscrito:

Nombre de usuariofa: icontrerasg

Sitiene alguna duda puede ponerse en contacto conmigo. Gracias por elegir esta editorial para mostrar
su trabajo.

Diana Cardenas
Diana Cardenas Braz
Editora
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7.2. Resumen del articulo

Actualmente, el consumo excesivo de azlcar se ha asociado como un determinante de la pandemia
de obesidad y diabetes. En consecuencia, los edulcorantes no nutritivos (ENN) han surgido como
atractiva alternativa para mitigar los riesgos en la salud. Sin embargo, la evidencia de los posibles
efectos de su consumo prolongado en la salud cognitiva es limitada. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar los posibles cambios en el aprendizaje y la memoria, asi como también en la
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en un modelo murino. Sesenta y
cuatro ratones BALB/c fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos: 1) control, 2) sucralosa
(SUCRA), 3) glucosidos de esteviol (STV) y 4) sacarosa (SUC). El periodo de suplementacion
consistio en seis semanas; el aumento de peso y el comportamiento alimentario fue monitoreado
semanalmente. Posteriormente, los cambios cognitivos fueron evaluados mediante el laberinto de
Barnes. Finalmente, la expresion del BDNF fue determinada mediante western blot. Nuestros
resultados confirman que el consumo prolongado de NNS y sacarosa promueven cambios en el
aumento de peso y el comportamiento alimentario. Asi mismo, déficits significativos en el indice
cognitivo (unidades arbitrarias) fueron observados tanto en machos del grupo SUCRA (5.75 + 0.76,
p=0.0008) como en el grupo STV (4.50 + 0.96, p<0.0001). En hembras, los mismos déficits fueron
observados; SUCRA 8.00+0.63, p<0.0001 y STV 5.00+0.74 p<0.0001. El analisis de la expresion de
BDNF por western blot no mostré diferencias significativas en la expresion de esta proteina de los
diferentes grupos, sin embargo, se observé una tendencia en una mayor expresion de BDNF en los
grupos SUCRA, STV y SUC en machos comparado con el grupo control. En conjunto nuestros
resultados sugieren que el uso prolongado de ENN a largo plazo afecta las funciones cognitivas de

memoria.
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8. Discusion

El presente estudio determind los efectos del consumo prolongado de SUCRA, STV y SUC en ratones
BALB/c sobre la ganancia de peso, el comportamiento alimentario, el aprendizaje y la memoria
espacial, adicionalmente, determinamos la expresion del BDNF. Con nuestros resultados,
observamos diferencias en la ganancia de peso de los machos y hembras suplementados con STV y
SUC. Especificamente, el grupo STV registré una menor ganancia de peso en comparacion con el
control, mientras que sucedié lo contrario en el grupo SUC. Con respecto al comportamiento
alimentario, observamos que los machos y hembras del grupo SUC consumieron mayor cantidad de
bebida durante el estudio, en contraste, el grupo STV consumié menor cantidad de bebida al finalizar
la suplementacion. Finalmente, demostramos que los machos del grupo SUCRA, STV y SUC
consumieron menor cantidad de alimento en comparacién con el control. No obstante, en las hembras
se observo este comportamiento hasta el final del estudio. En este sentido, previamente en nuestro
grupo hemos demostrado en modelos in vivo que el consumo prolongado de SUCRA y STV
promueven cambios en el peso corporal y el comportamiento alimentario. Estos cambios se
encuentran relacionados con la alteracion en las vias de sefializacion en el cerebro tales como
JAK/STAT3 [82], MAPK y ERK [83], las cuales se encuentran relacionadas con la regulacion de la

ingesta de alimentos, la saciedad y cambios en el peso corporal.

Para demostrar los efectos de la suplementacion con ENN sobre el deterioro cognitivo, empleamos
el laberinto de Barnes ya que permite evaluar las funciones espaciales dependientes del hipocampo
sin inducir mayor estrés como es el caso del laberinto de Morris [84]. Durante la etapa de aprendizaje,
se detectaron diferencias significativas en machos y hembras con respecto al uso de la estrategia para
localizar la caja de escape. Un hallazgo importante es que los machos suplementados con STV fueron
afectados practicamente durante toda la etapa de aprendizaje. En este sentido, emplearon tiempos méas
prolongados para iniciar la investigacion del laberinto, asi como para localizar la caja de escape,
cometiendo mas errores durante la tarea en comparacion con el control. Asi mismo, utilizaron menos
estrategias de busqueda dependientes de la memoria y utilizaron principalmente estrategias poco
organizadas al finalizar la suplementacion, mostrando desconocimiento del laberinto. Los déficits
estuvieron presentes tanto en la fase de aprendizaje como en la fase de evaluacion de laSTM y LTM,
lo cual confirma un deterioro cognitivo. Es conocido que el rendimiento de la memoria depende de
la actividad del hipocampo [85]. Por lo tanto, concluimos que esta region cerebral se ve afectada en

los machos por el consumo prolongado de STV en nuestro modelo.

Interesantemente, el rendimiento de las hembras del grupo STV no se afecto significativamente en la

fase de aprendizaje en los pardmetros de latencia primaria y nimero de errores. No obstante,
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requirieron tiempos mas prolongados para localizar la caja de escape y no optimizaron de la estrategia
de blsqueda, mostrando un limitado conocimiento de la plataforma. En contraste, la STM fue
afectada en los tiempos de latencia de escape, mientras que en la LTM no encontramos diferencias
en comparacioén con el control, lo cual puede sugerir un efecto de compensacion o recuperacion de la
memoria. Finalmente, observamos los mismos efectos que en los machos al ejecutar estrategias de
busqueda no dependientes de la memoria. En este sentido, la estevia (stevia rebaudiana bertoni) se
compone principalmente de estevidsido y rebaudiosido A, la cual que es rica en componentes
minerales como hierro, magnesio y cobalto, los cuales cumplen con importantes funciones biolégicas

[86]. No obstante, una ingesta excesiva puede conducir a dafio neuronal [87].

Destacamos que la suplementacion prolongada con SUCRA no afectd en los pardmetros evaluados
durante la etapa de aprendizaje, tanto en machos como en hembras. Estos resultados fueron
confirmados durante la evaluacién de la STM y LTM. Actualmente, es bien conocido que la SUCRA
es muy similar estructuralmente a la sacarosa, a diferencia de que se encuentran presentes tres a&tomos
de cloro los cuales reemplazan tres grupos hidroxilo [88]. Por lo tanto, las enzimas glucosidicas son
incapaces de reconocer y digerir la SUCRA. Por otra parte, después de la administracion oral de
SUCRA, su absorcion es limitada, cercana al 11-27% y puede eliminarse directamente por heces [89].
Su baja tasa de absorcién y metabolizacién puede ser la razén de la ausencia de alteraciones del
aprendizaje y la memoria durante esta etapa. No obstante, a largo plazo observamos que fue el Unico
parametro afectado fue la estrategia de blsgueda, tanto machos como hembras emplearon con menor
frecuencia la estrategia espacial en comparacion con el control. Estudios han informado que la
SUCRA ingresa al cerebro a través de la circulacion sistémica, inhibiendo el transporte de la D-
glucosa a través del epitelio. Asi mismo, compite por la absorcion de glucosa en el cerebro lo cual
conduce a un incremento en la concentracion de la SUCRA [90]. En consecuencia, debido a que las
neuronas no almacenan glucosa, dependen de la concentracion de glucosa en circulacion sistémica
para funcionar de forma adecuada [91]. Lo anterior puede ser la causa de las afectaciones que surgen

después de la suplementacién prolongada con SUCRA.

Las preferencias de cuadrante es un parametro ampliamente utilizado en el laberinto de Barnes para
verificar si los animales recuerdan de forma general la zona donde se encuentra la caja de escape. En
este sentido, esperabamos encontrar déficits durante la evaluacion de la STM y LTM. Sin embargo,
éste hecho no fue observado en los grupos SUCRA 'y STV de ambos sexos. Informes han demostrado
que el nimero de ensayos realizados previos a la prueba afectan el rendimiento de los ratones [92,

93]. Por lo tanto, consideramos que este factor influyo en las preferencias del cuadrante.
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Por otra parte, la evaluacién del indice cognitivo de los grupos suplementados con SUCRA, STV y
SUC confirman los déficits cognitivos observados en el laberinto de Barnes. En este sentido, las
estrategias espaciales demuestran que los roedores se dirigen directamente al agujero de escape,
enfocando su busqueda en la zona objetivo e indicando que se establecieron un mapa de referencia
espacial. A medida que los ratones emplean con menor frecuencia las estrategias espaciales
dependientes del hipocampo, disminuye su indice cognitivo, reflejando un deterioro del aprendizaje
y la memoria espacial. Finalmente, la expresion de BDNF se lleva a cabo principalmente en las
neuronas del hipocampo y los niveles bajos de esta proteina pueden estar directamente relacionados
con deterioro cognitivo [94]. En este sentido, nuestros resultados de la expresion del BDNF no
mostraron diferencias significativas entre los grupos suplementados con ENN y el control. No
obstante, una alteracion en la via de sefializacion BDNF/TrkB puede estar siendo afectada. Al
respecto, una reduccion en dicha via se ha observado durante el envejecimiento en humanos y se
relaciona con la plasticidad y supervivencia neuronal [95]. Por lo tanto, es importante resaltar que la
expresion de su receptor de alta afinidad TrkB y su forma activada pTrkB pudiera estar afectada sin

observar afectaciones en la expresion del BDNF.

9. Conclusiones

Los resultados del presente estudio sugieren que el consumo prolongado de los edulcorantes SUC y
STV promueve cambios en la ganancia de peso y el comportamiento alimentario. Especificamente,
STV disminuye la ganancia de peso en machos y hembras, mientras que SUCRA y STV disminuyen
el consumo de alimento principalmente en machos. Asi mismo, dichos edulcorantes inducen déficits
en el aprendizaje y la memoria espacial, los cuales fueron revelados por diferentes parametros
evaluados en el laberinto de Barnes. Por otra parte, el empleo del indice cognitivo como parametro
generalizado del desempefio de los grupos permiti6 confirmar claramente las diferencias en el uso de
las estrategias dependientes del hipocampo. En cuanto a la expresion del BDNF, no observamos
diferencias significativas entre los grupos de estudio. No obstante, es importante realizar estudios
para determinar la expresion del receptor de alta afinidad TrkB y su forma fosforilada pTrkB, los

cuales pueden estar afectados en la via de sefializacion BDNF/TrkB.
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