= s&

S o0 Revista MEexicANA DE TRASTORNOS ALIMENTARIOS

MExicaN JourNAL oF EATING DISORDERS

Facultad de Estudios Superiores

IZTACALA ORIGINAL

The consumption of sweet drinks differentially increases
the expression of oxytocin in hypothalamic nuclei

El consumo de bebidas dulces incrementa diferencialmente
la expresion de Oxitocina en nicleos hipotalamicos

Lépez-Alonso, Verdnica Elsa’, Diaz-Urbina, Daniel*, Hernandez-Correa, Samantha,
Monreal-Gonzalez, Luisa Miroslava, Escartin-Pérez, Rodrigo Erick,
Mancilla-Diaz, Juan Manuel.

Laboratorio de Neurobiologia de la Alimentacién, Universidad Nacional Auténoma de México, FES-Iztacala, Tlalnepantla, México

Recibido: 2022-08-19
Revisado: 2022-09-20
Aceptado: 2022-09-21

Autor de correspondencia: velopez@unam.mx (V.E. Lopez-Alonso) y psychdaniel@yahoo.com.mx (D. Diaz-Urbina)

Financiamiento y Agradecimientos: La presente investigacion recibi6 apoyo financiero de la UNAM a través del proyecto PAPIIT IN

307720 (DGAPA).

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Resumen

Se reconoce la participacion de la oxitocina en el control de la alimentacién, pero su mecanismo de
accién no se ha establecido totalmente. Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efec-
to del acceso intermitente a una solucién de sacarosa, sobre la expresion de las neuronas del niicleo
paraventricular (PVN) y del nicleo supradtico (SON) que producen oxitocina (Oxt), y caracterizar la
microestructura de la conducta de beber en ratas saciadas. Se tuvieron tres grupos de ratas macho
Wistar saciadas, y en la primera hora al inicio del periodo de luz, el grupo Control tuvo agua, el grupo
Restringido 5g de una solucién de sacarosa al 20%y el grupo Ad libitum acceso libre a la solucién de
sacarosa. Los sujetos incrementaron el consumo de la solucién de sacarosa a pesar de estar saciados;
debido ala interrupcién del estado de saciedad y la demora de la satisfaccion. La actividad de las neu-
ronas de Oxt se incrementd en ambos niicleos, en el grupo Restringido la mayor expresion se observd
en el SONyen el grupo Ad libitum en el PVN. No se encontro correlacién entre la cantidad de bebida
ingerida y la actividad de las neuronas Oxt.
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Abstract

The role of oxytocin in feeding control is recognized, but its mechanism of action has not been fully
established. Therefore, the aim of this research was to evaluate the effect of intermittent access to a
sucrose solution on the expression of paraventricular nucleus (PVN) and supraotic nucleus (SON)
neurons that produce oxytocin (Oxt), and to characterize the microstructure of drinking behavior in
satiated rats. Three groups of male Wistar rats satiated were used, and in the first hour at the begin-
ning of the light period, a Control group had water, a Restricted group 5g of a 20% sucrose solution
and Ad libitum group with free access to sucrose solution. The experimental subjects increased the
consumption of the sucrose solution despite being satiated, due to the interruption of the state of
satiety and the delay of the satiation process. Oxt neurons increased their activity in both nuclei, in
the Restricted group the highest expression was observed in the SON and in the Ad libitum group
in the PVN. No correlation was found between the amount of drink ingested and the activity of Oxt

neurons.
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La obesidad y el sobrepeso continda aumentando en
nifios y adultos de todo el mundo, ambos son factores
de riesgo de algunas enfermedades crénicas y cardio-
vasculares que, a su vez son las principales causas de
defuncién a nivel mundial; hasta el momento no hay
un tratamiento eficaz para revertir el aumento de esta
epidemia (Organizacién Mundial de la Salud [OMS],
2022), por tanto, es necesario continuar investigando
para dar una solucién eficiente. Frecuentemente, el
consumo de aztcares se asocia con una dieta no nu-
tritiva y con la obesidad. Los ambientes obesogénicos
se han incrementado y han favorecido el consumo de
dietas altas en grasa y/o carbohidratos a cualquier
hora del dia, las cuales tienen un aporte energético
elevado y un alto valor reforzante, que llevan al so-
breconsumo de energia (Espitia-Bautista, et al., 2017;
Evans & Anderson, 2017), y a una ingesta tipo com-
pulsiva (Munoz-Escobar et al., 2019). El consumo de
azucares anadidos a la dieta se encuentra por arriba
del recomendado (5-10% de la ingesta caldrica total)
por la OMS (2015). La fuente principal de los azticares
anadidos esta en las bebidas, entre ellas los refrescos,
los jugos y el agua saborizada (Brisbois, Marsden,
Anderson & Sievenpiper, 2014; Marriott, Olsho, Ha-
dden, & Connor, 2010; Sinchez-Pimienta, Batis,
Lutter & Rivera, 2016), su consumo entre las comidas
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principales contribuye con el desarrollo de la obesidad
(Fiorentino, 2019), el aumento de los episodios entre
comidas (snacks) y el tamano de las porciones condu-
cen al sobrepeso.

Investigaciones recientes en humanos y animales
han asociado ala Oxt con la inhibicién del consumo de
alimentos palatables y ha surgido el interés por cono-
cer el papel funcional que tiene la Oxt sobre el control
de la conducta alimentaria y su posible uso terapéuti-
co para el tratamiento de la hiperfagia y la obesidad
(Burmester, Gibson, Butler, Bailey, & Terry, 2019;
Iwasaki et al., 2019). El funcionamiento andémalo del
sistema de Oxt estd ligado a la obesidad en animales
y en humanos, en modelos animales, se demostré que
los ratones Oxtr” (con deficiencia funcional del re-
ceptor de Oxt) desarrollaron obesidad de inicio tardio
(Camerino, 2009; Takayanagi et al., 2008). De forma
semejante, los pacientes humanos con sindrome de
Prader-Willi (quienes tienen un nimero reducido de
neuronas de Oxt en el PVN), presentan hiperfagia y
obesidad (Miller et al., 2017).

Aunque se reconoce la participacién de la Oxt en el
control de la ingesta de alimentos palatables, los neu-
rocircuitos subyacentes que modulan estos efectos no
se han determinado totalmente, con técnicas de inmu-
nohistoquimica se demostré que la administracién
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periférica de Oxt, o el acceso a soluciones altas en
carbohidratos aumentan la expresion de la proteina
c-Fos en neuronas del SON y del PVN (Hume, Sabatier
& Menzies, 2017; Olszewski et al., 2010; Zhang & Cai,
2011), esto sugiere que, las neuronas de Oxt responden
a los cambios metabdlicos postpandriales producidos
por la ingesta de carbohidratos, es decir, funcionan
como sensores metabodlicos (Song, Levin, Stevens &
Sladek, 2014). Recientemente se demostré que la ad-
ministracion intraperitoneal (ip) de Oxt en ratones,
redujo la ingesta de alimento a través de una via afe-
rente vagal que activa alas neuronas del PVN (Iwasaki
et al., 2019), demostrando la existencia de un circuito
oxitocinérgico de acoplamiento periférico-central.

La Oxt es una neurohormona que se sintetiza en
el hipotdlamo, principalmente en el PVN y en el SON,
en estos nicleos la liberacién de la Oxt ocurre local y
distalmente a través de terminales axénicas que lle-
gan al ntcleo arqueado del hipotdlamo (ARC), al rea
tegmental ventral (VTA), al ntcleo del tracto solitario
(NTS), y a la médula espinal. El receptor de Oxt esta
distribuido ampliamente en regiones cerebrales como
el ARC, PVN, hipotalamo dorsomedial (DMH), hipota-
lamo ventromedial (VMH) e hipotdlamo lateral (LH),
regiones que han sido relacionadas con el control de la
alimentacién y el metabolismo (Romano et al., 2020;
Rosen, de Vries, Goldman, Goldman & Forger, 2008).

En términos generales se considera que la Oxt
reduce la ingesta de alimento y aumenta el gasto
energético en animales saciados y en ayuno (Arletti et
al, 1989; Noble, Billington, Kotz & Wang, 2014), mejo-
ra el metabolismo de la glucosa y disminuye el peso
corporal y tejido adiposo en ratas obesas (Altirriba,
Poher & Rohner-Jeanrenaud, 2015; Iwasa et al., 2019;
Roberts et al., 2017), inhibe la ingesta de alimento en
ratas macho y hembra (Liu et al., 2020). En contraste,
el bloqueo farmacolégico de los receptores de Oxt con
antagonistas selectivos, aumenta la ingesta caldrica y
el peso corporal en ratones (Zhang & Cali, 2011).

Particularmente, la Oxt modula la ingesta selectiva
de carbohidratos, la estimulacion central del receptor
de Oxt inhibe la ingesta de sacarosa y el bloqueo con
antagonistas selectivos la aumenta (Mullis, Kay & Wi-
lliams, 2013; Olszewski et al., 2010). Consistentemente
los ratones knockout del receptor de Oxt (carecen del
gen Oxt), beben mas solucién de sacarosa y sacarina
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que sus contrapartes wild-type (Amico, Vollmer, Cai,
Miedlar & Rinaman, 2005; Sclafani, Rinaman, Voll-
mer, & Amico, 2007). De forma similar, clinicamente
la administracién intranasal de Oxt en mujeres, redu-
jo la ingesta de bocadillos dulces después de realizar
una tarea estresante (Burmester et al., 2019). Estos re-
sultados sugieren que la Oxt modula selectivamente la
ingesta de carbohidratos en animales y en humanos.

Las evidencias neurobioldgicas del efecto anore-
xigénico de la Oxt son amplias, pero los mecanismos
conductuales participantes han sido menos explora-
dos, la caracterizacién de estos mecanismos puede
contribuir para el desarrollo de un tratamiento far-
macoldgico y conductual que sea eficaz contra la
obesidad. Hoy en dia, no hay un tratamiento far-
macoldgico totalmente exitoso para combatir la
obesidad, esto ha impacto debido al aumento de las
comorbilidades relacionadas a ésta. Actualmente,
la Oxt representa una alternativa con un alto poten-
cial terapéutico para el tratamiento de la obesidad y
algunos desdrdenes de la conducta alimentaria, sin
embargo, se requiere de mas investigacién. Por lo
tanto, el objetivo de esta investigacién fue evaluar el
efecto del consumo intermitente de una solucién de
sacarosa, sobre la expresién de las neuronas del PVN
y del SON que producen oxitocina y caracterizar la
microestructura de la conducta de beber en ratas sa-
ciadas. Nuestras hipétesis de trabajo a probar fueron
las siguientes, H: Los sujetos experimentales incre-
mentardn el consumo de la solucién de sacarosa al
20% (a pesar de estar saciados), en un horario (ciclo de
luz) fuera del periodo de alimentacién natural (ciclo
oscuro), H : El acceso intermitente (1h) y restringido
(5g) a la solucién de sacarosa interrumpira el estado
de saciedad y demorarad el proceso de satisfaccion, H.:
El acceso a la solucién de sacarosa aumentara la acti-
vidad de la proteina c-Fos en las neuronas de Oxt de
los niicleos del SON y del PVN.

Método

Sujetos

Se utilizaron 24 ratas macho Wistar con un peso apro-
ximado de 200-230¢g que fueron proporcionadas por el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
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(FESI). Los sujetos fueron colocados de manera alea-
toria en cajas-habitacién individuales equipadas con
el sistema BioDAQ, bajo un ciclo invertido de luz-os-
curidad de 12x12 h (inicio del ciclo de luz 11:00 a.m.),
y temperatura del laboratorio a 22 + 1°C. Los procedi-
mientos llevados a cabo se realizaron conforme a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) con
las especificaciones para la produccion, cuidado y uso
de animales de laboratorio y con el aval de la comision
de Etica de la FESI (CE/FESI/102020/1365).

Dieta

Todos los sujetos tuvieron acceso al alimento estindar
de laboratorio para rata (Harlam laboratorios, USA),
el cual contiene 18% de grasa, 58% de carbohidratos y
24% de proteinas (3.1 kcal/g), el agua y el alimento es-
tandar de laboratorio estuvieron disponibles 23h. En
la hora de registro, un grupo de ratas tuvo una hora
de acceso libre a una solucién de sacarosa al 20% (0.8
kcal/ml), un segundo grupo tuvo acceso restringido a
5g de la misma solucidn, y el grupo control tuvo acceso
libre a agua natural.

Analisis microestructural de

la conducta de beber

El analisis microestructural de la conducta de beber
se realizd en cajas equipadas con el BioDAQ 2.2 Sys-
tem (Research Diet Inc), sistema que recopila con alta
precision los datos de la ingesta de alimento y de los
liquidos (Boyle, Lorenzen, Compton, & Watts, 2012).
Los bebederos fueron colocados en las tolvas de las
cajas, y el sistema pes6 segundo a segundo la botella
de plastico (+ 0.01 g). Asi, cuando el peso de la bote-
lla permanece estable indica que el animal “no esta
bebiendo” y un peso inestable indica que el sujeto ex-
perimental “estd bebiendo”. Por tanto, un episodio de
beber se definié como el periodo de tiempo en el que
el peso del bebedero estaba variando y que la cantidad
minima de consumo fuera de 0.02 g. El episodio de
beber termind cuando el peso de la tolva permanecié
estable por mas de 5 segundos, es decir, cada episo-
dio estuvo separado por un intervalo minimo de s
segundos. Teniendo en cuenta estas definiciones,
se evaluaron los siguientes parametros de consumo:
latencia para iniciar a beber (seg), frecuencia de los
episodios (nimero de episodios), duracién (min) de
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los episodios, tiempo entre episodios (TEE; tiempo to-
tal de consumo/frecuencia-1) y tasa local de consumo
(kcal/seg).

Analisis Inmunohistoquimico
Los sujetos fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina/xilazina (112.5/22.5 mg/kg, ip) y perfun-
didos intracardiacamente primero con 200 ml de
solucién salina isotdnica al 0.9% seguido de 200 ml
de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato (PBS 0.1
M, con un pH de 7.2). Al término de la perfusion, las
ratas fueron decapitadas, removidos los cerebros y
colocados en paraformaldehido al 4% durante 24 h.
Una vez post-fijados, los cerebros fueron colocados en
sacarosa al 30% durante 72 h. Posteriormente se ob-
tuvieron cortes coronales de 40 um de espesor con un
criostato (Leika, Nussloch, Alemania) a -18°C. Los cor-
tes fueron colectados en 4 series de la region anterior
a la regién posterior del nicleo paraventricular y del
nucleo supradptico con ayuda del Atlas estereotaxico
de Paxinos y Watson (2013).

Los cortes cerebrales fueron incubados durante
72 h a 4°C con un anticuerpo policlonal anti-oxitoci-
na hecho en conejo (adquirido a Tocris Laboratorios,
USA) diluido 1:3000 en Supermix (PBS, 0.25% gelatina
natural y 0.5 triton x-100). Finalizadas las 72 h, los te-
jidos fueron lavados 3 veces x 10 minutos con PBS e
inmediatamente incubados con un anticuerpo secun-
dario biotilinado (goat anti-rabbit IgG; adquirido a
Vector Laboratories Inc.) en una dilucién de 5:1000 en
Supermix durante 2 h a temperatura ambiente. Al tér-
mino, los tejidos fueron lavados nuevamente con PBS
y colocados con el complejo avidina-biotina perdxi-
dasa (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories)
durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente,
los tejidos fueron lavados 3 veces x 10 minutos con
PBS. Para el revelado de oxitocina, los tejidos fueron
colocados en buffer trizma (pH 7.2), a la cual se le
agrego diaminobenzidina (DAB; Sigma Aldrich; o.5
mg/ml) y peréxido de hidrégeno al 30% (35ul/100ml).
Una vez corroborada la inmunoreactividad de oxito-
cina, los tejidos fueron lavados 3 veces x 10 minutos
con PBS, colocados en portaobjetos y posteriormente
fueron deshidratados gradualmente con alcohol al
70%, 96% y 100%, aclarados con xileno y cubiertos con
Entellan (Merck).
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Cuantificacion de neuronas positivas

a oxitocinaen el PVN y en el SON

Con ayuda del Atlas estereotaxico para rata de Paxinos
y Watson (2013) se localizé el PVN y el SON y se obtu-
vieron microfotografias digitales con una ampliacién
de 10x y 20x de los cortes cerebrales con ayudad de un
microscopio 6ptico (Leica EC50 HD), el cual tiene una
camara digital conectada a una PC. Las imagenes fue-
ron procesadas y analizadas con ayuda del software
Image-Pro Plus 5.1. Se contaron las células positivas
para Oxt de forma independiente en ambas regiones,
tomando en cuenta el fondo de la imagen y el tamafio
aproximado de las células positivas a Oxt.

Procedimiento

Antes de comenzar los experimentos, los animales
tuvieron 7 dias de habituacién a las condiciones del
bioterio (cajas-habitacidn, ciclo luz/oscuridad, tempe-
ratura). Posteriormente los sujetos fueron divididos
aleatoriamente a uno de tres grupos y durante 10 dias,
todos los grupos tuvieron disponible el alimento es-
tandar de laboratorio y agua por 23 horas. Al inicio del
periodo de luz (11:00 a.m.) el alimento y el agua fueron
retirados y se colocd el bebedero correspondiente a
cada grupo:

1) Grupo Control (n=8), disponibilidad ad libitum
de un bebedero con agua natural,

2) Grupo Restringido (restringido por cantidad,
n=8), disponibilidad de un bebedero con 5 g de saca-
rosa al 20%,

3) Grupo con acceso Ad libitum (restringido en
tiempo, pero no en cantidad, n=8), disponibilidad ad
libitum por una hora de un bebedero con sacarosa.

Se registro el consumo (g) de agua y de la solucién
de sacarosa al 20%, y sellevd a cabo el analisis microes-
tructural de la conducta de beber (1 h). Al finalizar el
registro, se colocé nuevamente el alimento estandar
de laboratorio y un bebedero con agua para todos los
grupos. La solucién de sacarosa fue preparada diaria-
mente diez minutos antes del inicio del registro.

El décimo dia después de realizar el registro con-
ductual, los sujetos fueron sacrificados para llevar a
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cabo el andlisis inmunohistoquimico de los cerebros.
Ademas, fue extraido y pesado el tejido adiposo de
la regién mesentérica, gonadal y retroabdominal,
siguiendo el método utilizado por Ravagnani et al.
(2012).

Analisis estadistico

Los datos de esta investigacion se expresan en térmi-
nos de la media + el error estindar de la media (SEM),
la ingesta de alimento estindar, de agua y de las so-
luciones fue medida en gramos. Para el andlisis del
consumo de la solucién de sacarosa por dia se utilizd
un ANOVA de dos factores con medidas repetidas
en el factor tiempo, en el primer factor se considerd
el tipo de bebida (dieta: agua, solucién de sacarosa
al 20% con acceso ad libitum o solucién de sacarosa
al 20% con acceso restringido) y en el segundo factor
los dias de acceso a la solucién (dia 1-10), en el caso
de la ingesta de alimento estdndar por dia se usé un
ANOVA de dos factores con medidas repetidas en el
factor tiempo, en el primer factor se considerd el con-
sumo de alimento en tres grupos de animales (agua,
solucién de sacarosa al 20% con acceso ad libitum o
solucién de sacarosa al 20% con acceso restringido) y
en el segundo factor los dias de acceso al alimento (dia
1-10), en ambos casos un ANOVA significativo fue se-
guido de la prueba de comparacion Tukey. Para estos
andlisis de medidas repetidas se utilizé la correccién
de Greenhouse-Geisser para evitar la violacién de la
condicién de esfericidad.

Para el andlisis de la ingesta total de la solucién
al 20%, la ingesta del alimento estindar y consumo
caldrico total, se obtuvo el promedio de consumo de
los diez dias por sujeto y se realizé un analisis ANO-
VA ordinario de una via. Para analizar los datos de
los parametros del analisis de la microestructura de
beber (tasalocal de alimentacidn, latencia, frecuencia,
duracién y tiempo entre episodios), se obtuvo el pro-
medio de los diez dias de cada pardmetro por sujeto y
se realizo el andlisis con el ANOVA ordinario de una
via. El criterio para la significancia estadistica fue de
p < .05. Los datos fueron analizados con el paquete
estadistico GraphPad Prism Version 8.0.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

REVISTA MEXICANA DETRASTORNOS ALIMENTARIOS

VOL.13 NUMERO 1 « ENERO-DICIEMBRE 2023 - DOI: https://doi.org/10.22201/fesi.20071523€.2023.1.752


https://doi.org/10.22201/fesi.20071523e.2021.2.722

EL CONSUMO DE BEBIDAS Y LA EXPRESION DE OXITOCINA EN NUCLEOS HIPOTALAMICO

Veronica Elsa Lopez-Alonso et al.

Resultados

Consumo de solucion de sacarosa

yalimento estandar

El analisis estadistico del consumo de sacarosa revel6
diferencias significativas en la interaccion [F(18, 189)
=3.612, p < .0001], en el factor tiempo [F(4.286, 90) =
4.729, p < .0013] y en el factor dieta [F(2,21) = 52.94, p <
.001]. La prueba post hoc de Tukey indicé un aumento
del consumo de la solucién de sacarosa al 20% en el
grupo Ad libitum (ver Figura 1A), con relacién al gru-
po Control (dia 4 y dias 6 al 10) y al grupo Restringido
(dias 4, 6,7, 9 y10). En tanto que, en el grupo con acce-
so Restringido se presenté un aumento de la solucién
de sacarosa con relacién al grupo Control (dias 2, 5-8,
y 10). Estos resultados sugieren que el incremento
del consumo de la solucién de sacarosa dependié del
tiempo de exposicién a la solucidn, y de la dieta dispo-
nible (agua, solucién de sacarosa disponible una hora,
o0 5g de solucién disponible).

Elandlisis del promedio de consumo de la solucién
de sacarosa durante los diez dias de acceso (ver Figura
1B) con el ANOVA de una via, indicé diferencias esta-
disticamente significativas [F(2, 21) = 52.94, p < .0001],
la prueba de comparacién Tukey indicé un aumento
del consumo de la solucién de sacarosa en el grupo
Ad libitum en relacién al grupo Control y en relacién
al grupo con acceso Restringido; el grupo con acceso
Restringido también presentd un aumento del consu-
mo en relacién con el grupo Control.

El consumo de alimento estandar de laboratorio
presenté diferencias estadisticamente significativas
en el factor tiempo [F (3.25, 68.24) = 4.234, p < .0069] y
en el factor dieta [F(2, 21) =10.45, p < .0007], no encon-
trando diferencias en la interaccién [F (18, 189) =1.531,
p >.083]. La prueba de Tukey indicé una reduccion del
consumo de alimento en el dia 10 en el grupo Ad libi-
tum en comparacién con el grupo Control (ver Figura
1C). El promedio de diez dias del consumo total de
alimento estindar también presentd diferencias esta-
disticamente significativas [F(2, 21) =10.45, p < .0007],
la prueba de comparacién Tukey indicé la reduccién
del consumo de alimento estindar en el grupo Ad li-
bitum con relacién a los grupos Control y Restringido
(ver Figura 1D). En el consumo total de calorias de la
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dieta estandar y de la solucién (ver Figura 1E), no se
encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas [F(2, 21) = 2.58, p >.09].

Comparando el consumo de la solucién dulce con
el consumo de alimento estindar, se aprecia que el
grupo Ad libitum bebid (g) proporcionalmente un
tercio de la solucidén (111+10.32) en una hora de acceso
diario, en relacién con el consumo de alimento estin-
dar (g) del grupo Control (294.9+5.17) durante 23 h de
acceso (ver Figuras 1B y 1D), y mas del doble de lo que
bebié el grupo Restringido (43.57+0.97).

Peso y acumulacion de tejido adiposo

El peso corporal y el tejido adiposo total (ver Figuras
2Ay 2B) no presentaron diferencias estadisticamente
significativas [F(2, 21) = 1.81, p > 0.19; F(2, 21) = 2.629,
p > .095]. Pero el andlisis por regién indicé cambios
estadisticamente significativos en la acumulacién del
tejido adiposo mesentérico [F(2, 21) =6.67, p < .006], la
prueba de Tukey mostr6 una reduccién de este tejido
en el grupo Restringido en comparacién con los gru-
pos Control y Ad libitum (ver Figura 2C).

Analisis microestructural de

la conducta de beber

La microestructura de la conducta de beber presentd
cambios debidos al consumo de la solucién de sacarosa
(ver Tabla 1). El analisis estadistico indicé diferencias
significativas en la latencia [F(2, 21) =9.54, p <.001], la
prueba de Tukey reveld la disminucién de la latencia
en los grupos Ad libitum y Restringido con relacién al
grupo Control; esto sugiere que los sujetos que tienen
disponible la solucién de sacarosa inician a beber mds
tempranamente. En el pardmetro de frecuencia no se
encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas [F(2, 21) = 1.531, p < 0.23]. Respecto a la duracién
de los episodios de beber, el ANOVA revelé diferen-
cias significativas [F(2, 21) = 6.459, p < .007], la prueba
post hoc de Tukey demostré un incremento signifi-
cativo de la duracién de los episodios en el grupo Ad
libitum con relacién al grupo Control. En el tiempo
entre episodios, también se encontraron diferencias
significativas [F(2, 21) = 10.02, p < .0009], la prueba
Tukey indicé la reduccién del tiempo entre episodios
en el grupo Restringido, en relacién con los grupos
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Consumo diario y total de la ingesta de una solucion de sacarosa al 20% y de alimento estandar de
laboratorio durante 10 dias. A) Consumo diario de la solucion de sacarosa, en la primera hora al inicio del
periodo de luz, bajo dos condiciones de acceso: Grupo Ad libitum (restringido a 1h de acceso, sin restringir
la cantidad de solucidn) y Grupo Restringido (restringido a 5g de la solucidn), B) Consumo total de la
solucion de los diez dias de observacion, C) Consumo diario (23 h) de alimento estandar de laboratorio,
D) Consumo total de alimento estandar de laboratorio durante diez dias y E) Suma del consumo calérico
total de diez dias de la ingesta de alimento estandar mas la solucidon. Los resultados se representan en la
media + SEM; se usa (¥*) para marcar diferencias significativas en relacién con Grupo Control y (&) para las
diferencias con el Grupo Adlibitum: *p < .05, **p<.01, ***p<.001, ****p<.,0001; ¥p < .05, ¥p<.01, **¥p<.001

Ad libitum y Control, es decir, bajo esta condicién los
sujetos acortan el tiempo que separa a un episodio
de otro. También encontramos diferencias estadisti-
camente significativas [F(2, 21) = 12.38, p < .0003] en
la tasa local de beber, la prueba de Tukey informé un

incremento de consumo por unidad de tiempo en el
grupo Ad libitum en relacién con los grupos Control
y Restringido, esto sugiere que los animales beben
mas rapido, consumen mds solucién por unidad de

tiempo.
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Presenta el peso corporal (A), la cantidad de tejido adiposo total (B), y la cantidad de tejido adiposo por
regiones (C), en ratas con acceso Ad libitum o Restringido a una solucién de sacarosa en la primera hora
al inicio del periodo de luz por diez dias. Los resultados se representan en la media + SEM. *p < .05

Analisis inmunohistoquimica Oxitocina
El andlisis de inmunohistoquimica revelé cambios
en los niveles de Oxt en el SON, las diferencias fue-
ron estadisticamente significativas [F(2, 12) = 9.274,
p < .0037], la prueba de Tukey indicé un incremento
delos niveles de Oxt en el grupo Restringido en com-
paracién con los grupos Control y Ad libitum (ver
Figura 3A).

En el PVN también se presentaron diferencias
estadisticamente significativas [F(2, 12) = 6.219, p
< .014], la prueba de comparacién de Tukey mostré

REVISTA MEXICANA DE TRASTORNOS ALIMENTARIOS

un incremento de los niveles de Oxt en el grupo Ad
libitum en relacién con el grupo Control y el grupo
Restringido (ver Figura 3B).

Se realizdé la prueba de r de Pearson para
determinar la correlacién entre la cantidad de so-
lucién consumida y la inmunoreactividad de las
neuronas de Oxt, la prueba estadistica determind
que estas variables no se correlacionan (valores de
p > .05), esto sugiere que la actividad de las neuro-
nas de Oxt no depende de la cantidad de solucién
ingerida.
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Tabla 1. Analisis microestructural de la conducta de beber
Contral Grupo Grupo p
(Agua) Ad libitum Restringido

Parametro

Latencia (min) 3+0.54 1.52 £+ 0.37* 0.62 +.10"**  .001
Frecuencia 184 +047 242+0.30 162 +0.15 23
Duracién (min/episodio) 246 +065 497 044" 3.58 £ 0.30 .007

Tiempo entre episodios (min) 28.4+4.61 1874+37 6.22+1.13**% 0009

Tasa local de beber (g/seg) 0.12+0.02 0.51 £0.09** 0.20+0.01% 0003

Nota: Pardmetros de la microestructura de beber en ratas saciadas en la primera hora al inicio del
periodo de luz. Grupo Ad libitum con tiempo de acceso restringido a una hora pero con solucién de
sacarosa ilimitada. Grupo Restringido, limitado a 5 g de una solucién de sacarosa. Se usa (*) para marcar
diferencias significativas en relacién con Grupo Control y (&) para las diferencias con el Grupo Adlibitum:
*p < .05, **p<.01, ***p<.001; &p < .05, 8&p<.01

A B o
Oxitocina en el Oxitocina en el
Nucleo Supradptico Nucleo Paraventricular
500- * 500+
1
400 ) 400
7] n ) -
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Figura 3.

Cantidad de neuronas positivas a Oxitocina en el Nucleo Supradptico (SON) y Nuicleo
Paraventricular Hipotalamico (PVN), después de diez dias de acceso ad libitum o restringido a
una solucion de sacarosa al 20%. Los resultados se presentan en la media = SEM. *p < .05
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Discusion

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efec-
to del consumo de una solucién de sacarosa, sobre
la expresion de las neuronas del PVN y del SON que
producen oxitocina, y caracterizar la microestructu-
ra de la conducta de beber en ratas en un estado de
saciedad. Los resultados demostraron que los sujetos
del grupo Ad libitum incrementaron el consumo de la
solucién de sacarosa al 20%, y presentaron un efecto
compensatorio sobre la ingesta de alimento estan-
dar. En el grupo Restringido no hubo afectacién del
consumo de alimento estindar, y el consumo calérico
total fue similar al observado en el grupo Control, esto
sugiere que el consumo limitado de la solucién llevd
a un efecto compensatorio parcial sobre el alimento
estandar. El analisis conductual mostré un patrén
temporal diferente en ambos grupos, el grupo Ad li-
bitum, se caracterizd por la reduccién de la latencia
para iniciar el primer episodio de beber, incremento
de la duracién de los episodios y aumento de la tasa
local de alimentacién. En tanto que, en el grupo Res-
tringido, el patrén conductual se caracterizé por una
reduccién de la latencia y la disminucién del tiempo
entre episodios. La actividad de las neuronas de Oxt
increment6 en ambos grupos experimentales, en el
grupo Ad libitum aumenté en el PVN, en tanto que, en
el grupo Restringido aument6 en el SON.

Nuestros resultados indican que las ratas consu-
mieron la solucién de sacarosa en la primera hora del
ciclo de luz a pesar de estar saciadas. El consumo de
la solucién dulce se establecié a partir del cuarto dia
en ambos grupos, en el grupo Ad libitum el consumo
empezd a incrementar a partir del cuarto dia y hasta
el final de las observaciones, en el dia 10 se registré el
consumo mas alto (17.6241.7). En el grupo Restringi-
do el consumo de la solucién se estabilizé partir del
cuarto dia, en parte esto se debid a que, los animales
consumian los 5g de la solucién que tenian disponi-
ble, la media mds alta registrada fue de 4.86+0.123. En
consistencia con nuestros resultados, investigaciones
previas demostraron que las bebidas dulces favorecen
el sobreconsumo, las soluciones altas en azticar (16%)
son las preferidas por los roedores en pruebas cortas
(agudas), en tanto que, en los modelos crénicos se ha
demostrado la preferencia por las bebidas bajas (4%)
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en azucar (Eikelboom & Hewitt, 2016; Eikelboom,
Hewitt, & Adams, 2022). Nuestros resultados sugie-
ren que los grupos restringidos por cantidad y por
tiempo de acceso a la solucién de sacarosa, bebieron
en exceso (g) en comparaciéon con el consumo de
agua (Control 2.026 + 0.42 @), los animales del grupo
Restringido bebieron el doble (4.35 + 0.097 g) y los del
grupo Ad libitum quintuplicaron (11.10 +1.032 g).

La disponibilidad de la bebida fue una de las va-
riables que determiné el aumento del consumo, las
ratas que tuvieron acceso ad libitum consumieron
mas que aquellas que tuvieron una cantidad limitada
de la solucién. Investigaciones pioneras (Blundell,
1986) dieron cuenta de la influencia que pueden tener
las variables contextuales (e.g. disponibilidad y las ca-
racteristicas organolépticas de los alimentos) sobre la
conducta alimentaria. Aunque los sujetos experimen-
tales estaban saciados, la disponibilidad de la solucién
dulce facilité el consumo sin una necesidad biolégica a
satisfacer (hambre o sed), en un ciclo (luz) en el que de
forma natural los roedores comen poco. Esto sugiere
que, la disponibilidad y el sabor de la bebida impul-
saron el consumo, que fue mediado mas por el valor
intrinseco del alimento (control hedénico) que por
seniales de hambre o saciedad (control homeostatico)
(Chakravarthy, Balasubramani, Mandali, Jahanshahi
& Moustafa, 2018). Al comparar la cantidad (g) de ali-
mento estindar consumido por el grupo Control, con
el consumo de la solucién (g) por el grupo Ad libitum
durante diez dias, se observo que los animales consu-
men proporcionalmente un tercio de la solucién (g),
en relacion con el consumo de alimento estandar de
los sujetos Control, es decir, en un tiempo breve (th
diaria) bebieron una gran cantidad de la solucién
azucarada. Investigaciones previas demostraron que,
el acceso intermitente a las bebidas dulces induce la
ingestién de grandes cantidades en un tiempo bre-
ve, incluso en ausencia de hambre (Corwin & Babbs,
2012; Di Segni et al., 2014; Eikelboom & Hewitt, 2016;
Hone-Blanchet & Fecteau, 2014; Suarez-Ortiz et al.,
2018). Nuestros resultados contribuyen en el enten-
dimiento de la influencia que tienen los ambientes
obesogénicos y las caracteristicas del alimento sobre
el consumo de alimento en condiciones de saciedad.
Las variables ambientales o contextuales intervienen
en el consumo de alimento no solo en los animales,
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evidencias recientes sugieren que el aumento de la
obesidad infantil se debe mas a factores ambientales
que a factores genéticos (Daniels, Schinasi, Auchin-
closs, Forrest & Diez Roux, 2021), la disponibilidad
de alimentos entre las comidas principales, sus ca-
racteristicas organolépticas, y el sedentarismo son
factores que estan contribuyendo en la incidencia de
la obesidad.

Las ratas del grupo Ad libitum disminuyeron el
consumo de alimento estindar (g), para compen-
sar el consumo calérico proveniente de la bebida,
en investigaciones previas se ha visto este efecto en
ratones resistentes a la obesidad y en ratas, estos ani-
males reducen la ingesta de alimento estindar para
mantener un consumo caldrico constante (Soto et al.,
2016; Eikelboom et al., 2022). En esta investigacion, el
consumo calérico total fue similar en los tres grupos,
este se mantuvo constante durante diez dias, esto
sugiere que hubo una modulacién homeostdtica para
salvaguardar el peso corporal. Es necesario seguir
investigando para determinar en qué momento o en
qué condiciones se produce este efecto compensato-
rio y cuanto tiempo se mantiene, los resultados de las
investigaciones al respecto atin son contradictorios,
en algunas se encuentra la compensacién y en otras
no. En este sentido, es necesario determinar si este
efecto compensatorio, tiene que ver con mecanismos
homeostaticos o esta permeado por el aprendizaje del
acceso temporal al alimento (horario fijo del acceso
al alimento) y/o a la porcién de alimento disponible,
y cuestionar si los sujetos con restriccién de tiempo
y con una porcién de alimento libre, hacen un ayuno
voluntario del alimento estindar para después atra-
carse o si realmente hay un efecto compensatorio
(homeostatico); los animales con una cantidad de
alimento limitado no presentaron un efecto com-
pensatorio como tal, pues el consumo de alimento
estandar sigui6 siendo similar al del grupo Control y
ademds consumieron el alimento palatable disponible.

El acceso a la solucidén de sacarosa al 20% durante
diez dias no afect6 la acumulacién del peso corporal,
resultados semejantes fueron encontrados por Ei-
kelboom et al., (2022), y aunque nuestros resultados
muestran que no hubo cambios en el tejido adiposo
total, el analisis por regién indicé la reduccion del teji-
do adiposo mesentérico en el grupo Restringido, esto
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sugiere que la distribucién del tejido puede estar cam-
biando para prevenir el aumento de peso o el desarrollo
de procesos inflamatorios. Investigaciones previas
demostraron que, la reduccién del tamano del tejido
adiposo mesentérico puede ser consecuencia de una
mayor actividad metabdlica (Ludwing et al., 2013), se
sugiere que los cambios en los estados inflamatorios
y endocrinos debidos a la dieta se presentan prime-
ramente en el tejido adiposo mesentérico mas que en
otros depésitos de tejido adiposo visceral (Wu et al.,
2018), y puede mostrar una respuesta diferencial a las
dietas a través de la modulacién de los procesos meta-
bélicos inflamatorios (Ludwing et al., 2013). El tejido
adiposo retroperitoneal presenta mayor expresion de
factores de transcripcidon que regulan la lipogénesis,
mientras que la regién mesentérica muestra mayor
expresion de genes relacionados con la oxidacién
de acidos grasos mitocondriales (Palou et al., 2009).
Por otro lado, es probable que el solo consumo de
la solucién no induzca el aumento de peso debido a
los efectos compensatorios (porciones consumidas y
procesos metabdlicos), sin embargo, el problema se
agrava cuando se presenta la interaccién con otras
variables como, el estrés o la adicién de dietas altas en
grasa (variables que estin presentes en los ambientes
naturales humanos), y que exacerban el consumo de
las bebidas dulces (Gharibeh et al., 2022), entonces el
peso corporal aumenta y consecuentemente aumenta
el riesgo de desarrollar obesidad.

El analisis de la microestructura de la conducta
alimentaria demostré patrones temporales diferen-
tes en los grupos Ad libitum y Restringido. En el caso
del primero se encontré un adelanto del inicio del
primer episodio de beber (reduccién de la Latencia)
y un incremento de la duracién de los episodios, este
patrén sugiere que la respuesta sensorial producida
por el alimento estd demorando el proceso de satis-
faccién (proceso que detiene la alimentacién). Estos
resultados son consistentes con investigaciones pre-
vias que indican que el consumo de aztcar aumenta
el hambre y retrasa la satisfaccion (DiNicolantonio
et al., 2018). Ademads, como se menciond antes, estos
sujetos bebieron una gran cantidad de la solucién en
un tiempo breve (1h), este resultado es consistente
con el incremento de la tasa local de beber, los ani-
males del grupo Ad libitum bebieron a una velocidad
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mayor (ingirieron mds alimento por unidad de tiem-
po). Esto sugiere que, la rapidez con que se consume
el alimento estd mediado por sehales orosensoriales,
los antecedentes indican que dietas palatables altas
en energia o altas en grasa, inducen la ingestién de
porciones mas grandes de alimento a ritmos mas ra-
pidos por sus caracteristicas orosensoriales (Melhorn
et al., 2010; Treesukosol & Moran, 2014). Por tanto, el
incremento de la ingesta de solucién dulce en el grupo
Ad libitum se explica conductualmente con la demora
del proceso de satisfaccion, producido por la estimu-
lacién orosensorial de la bebida.

Respecto al grupo Restringido, el analisis microes-
tructural demostré el adelanto del primer episodio
(fue el primer grupo en iniciar el consumo), y la re-
duccién del tiempo entre episodios (episodios mds
cercanos). Nuestros resultados sugieren que las carac-
teristicas temporales de los patrones de alimentacién
en animales saciados pueden ser afectados por la dis-
ponibilidad de alimento palatable en horarios de no
consumo, el estado de saciedad en el que se encontra-
ban los sujetos fue interrumpido por la disponibilidad
de un alimento palatable. Investigaciones previas
demostraron la presencia de conductas anticipatorias
al acercarse la hora de acceso al alimento palatable
(Munoz-Escobar et al., 2019; Mendoza et al., 2005), los
animales esperan con ansia el acceso al alimento; hay
un deseo por el alimento. En esta investigacién al dar
el acceso a una cantidad limitada de la solucién, los
animales se precipitan al bebedero (hay un inicio tem-
prano del consumo), y presentan episodios de beber
mas cercanos a pesar de estar saciados, esto sugiere la
interrupcién del estado de saciedad producido por el
aumento del deseo por el alimento.

El andlisis de inmunohistoquimica indicé un au-
mento de la expresién de Oxt en el SON y en el PVN.
Estos resultados son consistentes con investigaciones
que demostraron un aumento de la expresion c-Fos
en neuronas del SON y del PVN al consumir solucio-
nes dulces (Hume, et al., 2017; Olszewski et al., 2010;
Zhang & Cai, 2011). Nuestros resultados indican
que independientemente de la cantidad de solucién
consumida se incrementd la inmunoreactividad de
las neuronas de Oxt en el SON y en el PVN, esto su-
giere que la actividad de estas neuronas no dependié
de la distensién gastrica. Esto es congruente con la
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demostracién de que las neuronas de Oxt responden
particularmente a los alimentos palatables con alto
contenido de azicar y no a los alimentos altos en
grasa, o a la distensién géstrica (Hume, et al., 2017).
Llama la atencién que el grupo Restringido present6
mayor actividad de las neuronas de Oxt en el SON y
que el grupo Ad libitum tuvo mas actividad en el PVN,
asi mismo que haya mayor respuesta en el SON en
relacién con el PVN. Particularmente las neuronas del
SON se activan rapida e intensamente por las sefiales
asociadas a la ingesta de alimento (Hume et al., 2017;
Johnstone, Fong & Leng, 2006). La mayor expresion
de neuronas en el SON, se debe en parte a la mayor
densidad de células de Oxt localizadas en el SON que
en el PVN (Althammer & Grinevich, 2017). Nuestros
resultados sugieren que las neuronas de Oxt del SON
estan implicadas en el proceso de satisfaccion, pues
se activan tan pronto como se inicia el consumo de
alimento. En tanto que, el PVN se relaciona con el
efecto supresor de la ingesta de alimento (Leibowitz
& Alexander, 1998), esto sugiere que la actividad de
Oxt en el PVN estd relacionada con el término de
la alimentacién, nuestros resultados sugieren que
probablemente estos ntcleos tengan funciones
diferentes, sin embargo, se requiere de mayor investi-
gacién para probar estas hipdtesis.

Los resultados respecto alaactivacién de las neuro-
nas de Oxt por distensidn gastrica son controversiales
(Hume et al., 2017; Mazda, Yamamoto, Fujimura &
Fujimiya, 2003), nuestros resultados son consistentes
con la activacién de las neuronas de Oxt indepen-
dientemente de la cantidad de solucién ingerida, es
posible que esta sefial sea modulada por la participa-
cién de otros mecanismos. Se sabe que, la distencién
gastrica produce la liberacién de serotonina (5-HT) de
las células enterocromafines, activando los receptores
5-HT, localizados en las terminales aferentes vagales,
lo que conduce ala activacion de las neuronas del NTS
y la subsecuente activacién de las neuronas del PVN
y del SON (Mazda et al.,, 2003), regiones en las que
la 5-HT media las respuestas de las neuronas de Oxt
(Emiliano, Cruz, Pannoni & Fudge, 2003), ademas la
5-HT se ha relacionado con la modulacién de la in-
gesta selectiva de carbohidratos y con el control de la
conducta alimentaria (Leibowitz & Alexander, 1998).
Nuestros resultados indican que no hubo correlacién
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entre la cantidad de bebida ingerida y la actividad de
las neuronas Oxt, es posible que las sefiales de disten-
sidén gastrica sean mediadas por receptores 5-HT y
no por el receptor de Oxt, pero, se requiere continuar
investigando para probar esto.

Algunas de las limitaciones de esta investigacién
son que el conteo de neuronas activas solo se cuanti-
ficé en el SON y el PVN, se tendrian que revisar otros
nucleos relacionados con el circuito de la recompensa.
Los registros se realizaron al inicio del periodo de luz,
por lo que se sugiere indagar en otros periodos dentro
del ciclo oscuro. El conteo se realizo el décimo dia de
acceso a la solucién, por lo que podria realizarse en
otros puntos de tiempo, antes y después. A futuro se
espera indagar sobre otros sistemas de neurotransmi-
sores que también se piensa estin relacionados, por
ejemplo, la5-HT, la dopamina, el GABAy el glutamato.

Conclusion

El consumo de bebidas dulces entre las comidas in-
terrumpid el estado de saciedad natural en el que
estaban los animales. Los sujetos experimentales in-
crementaron el consumo de una solucién de sacarosa
al 20% en un ciclo en el que los roedores comen poco.
El consumo de alimento de laboratorio disminuyé
para compensar el consumo caldrico, lo que aumenta
el interés por conocer la participacién de la Oxt y los
mecanismos a través de los cuales actda. La microes-
tructura de la conducta alimentaria se caracterizé en
el grupo Ad libitum, por la reduccién de la latencia
para iniciar el primer episodio de beber, incremento
de la duracién de los episodios y aumento de la tasa
local de alimentacién, esto sugiere que el incremen-
to de la solucién se debid a la demora del proceso de
satisfaccién. El grupo Restringido se presentd una
reduccion de la latencia y la disminucién del tiempo
entre episodios, esto alude ala interrupcién del estado
de saciedad. En ambos grupos se increment? la activi-
dad delas neuronas de Oxt pero en el grupo Ad libitum
el nivel de Oxt aument6 en el PVN, en tanto que, en
el grupo Restringido incrementé en el SON, proba-
blemente las neuronas de Oxt responden a sefales
diferentes en cada nucleo, y que implican la participa-
cién de otros sistemas de neurotransmisores como la

Verdnica Elsa Lopez-Alonso et al.

5-HT. Nuestros resultados amplian el entendimiento
de la influencia de las variables ambientales sobre el
consumo de alimento, y cémo afecta el consumo de
bebidas dulces entre comidas al patrén temporal de
alimentacién. Contribuyendo con la participacién
que tiene la oxitocina y su funcién en el desarrollo de
la obesidad, y su potencial uso terapéutico para estay
otros trastornos de la conducta alimentaria.
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