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RESUMEN

En la Gltima década han surgido evidencias experimentales y clinicas que
demuestran que la microbiota intestinal influye en el funcionamiento del cerebro. Varios
estudios han revelado que la modificacion de la microbiota tiene efectos en el
funcionamiento neuronal y comportamiento de animales. Los psicobioticos surgen como
concepto tras las diversas evidencias de que determinadas cepas de probidticos entregan
beneficios en la salud mental de quien los consume.

Actualmente, existen pocos estudios que apunten a esclarecer que las
modificaciones moleculares observadas en distintas regiones del cerebro, producto de un
cambio en la composicion de la microbiota, conducen a cambios funcionales en la
transmision sinaptica del sistema nervioso central. EI presente trabajo se enfoco en estudiar
el efecto del consumo de una cepa de Lactobacillus sobre la transmision inhibitoria y
excitatoria en el hipocampo ventral de ratas Sprague-Dawley. La administracién de la
bacteria se realiz6 en conjunto con sucralosa como vehiculo para el probidtico. Estudios
recientes han evidenciado que el consumo de sucralosa, un edulcorante artificial no-
caldrico, tiene efectos en el sistema nervioso central. Usando herramientas
electrofisioldgicas, este trabajo muestra que el consumo de LGG junto con sucralosa
reduce la transmision sinaptica inhibitoria, mientras que la sucralosa por si sola modifica el
potencial de membrana en reposo de las neuronas piramidales de CALl de hipocampo
ventral. Los resultados obtenidos no permiten esclarecer el efecto del consumo de LGG
sobre la transmision sinaptica dado el efecto pantalla de sucralosa, sin embargo, las
evidencias expuestas son las primeras en demostrar que la sucralosa modifica los circuitos

sinapticos, lo que indica que puede modificar funciones del cerebro.



ABSTRACT

In the last decades experimental and clinical evidence showing that intestinal
microbiome affects brain function. Several studies revealed microbiota modification has
strong effects on neuronal function and animal behavior. Psychobiotics arise as a functional
concept after evidence showing that different strains of probiotics have beneficial effects on
mental health. Currently, are a few studies clarify if molecular alterations observed in
different parts of the brain by a modification of microbiota, drive to changes in synaptic
transmission in the brain. The present work was focused in studying the effects of
consumption of Lactobacillus strain on inhibitory and excitatory transmission in ventral
hippocampus of Sprague-Dawley rats. Bacterial administration was performed with
sucralose as a vehicle. Recently it has been proposed that sucralose, an artificial non
caloric- sweetener, modifies the intestinal microbiome. Using electrophysiological tools we
showed LGG along with sucralose consumption reduces inhibitory synaptic transmission,
while sucralose by itself modifies resting membrane potential of CA1 pyramidal neurons in
ventral hippocampus. Results can’t show the effects of LGG consumption by itself, but the
evidence shows at first time that the consumption of sucralose modify the functioning of
synaptic circuits, which indicates the consumption of this non-caloric sweetener can modify

brain function.
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INTRODUCCION

Los mamiferos establecen una relacién simbidtica con una gran diversidad de
microorganismos que viven dentro y fuera de ellos. Dichos microorganismos (bacterias,
hongos, fagos y arqueas) son conocidos como el microbioma y gracias al Proyecto
Microbioma Humano (PMH) se ha establecido que existe 1,3 bacterias por cada célula del

cuerpo (Turnbaugh P et al., 2007; Gilbert JA et al., 2018).

Se ha determinado que en el tracto gastrointestinal (GI) habitan 10
microorganismos, existiendo méas de 1000 especies entre las cuales se encuentran
Bacteroides, Bifidobacteria, Streptococco, Eubacteria, Clostridia, Coliforme,
Staphilococco, Pseudomona, Lactobacillus, etc. (Turnbaugh P et al., 2007; Gilbert JA et
al., 2018; Dieterich W, Schink M & Zopf Y, 2018). La microbiota intestinal (MI) es un
ecosistema que posee fluctuaciones en su crecimiento y conservacion y se ve influenciado
por elementos externos e internos del hospedero, tales como: la ubicacién geografica,
dieta, estrés (fisioldgico, ejercicio, metabdlico, patologias), farmacos y etapas de la vida
(Cresci GA, 2015; Lynch SV & Pedersen O, 2016; Gilbert JA et al., 2018). La interaccion
directa de la M1 con el hospedero es en el tracto Gl a través de la barrera intestinal, la que
incluye la capa de mucus, la barrera epitelial del intestino y células inmunosensibles y, a
través de dicha interaccién, los microorganismos bacterianos se comunican con el sistema

nervioso mediante distintas vias (Carabotti M et al., 2015; Dieterich W et al., 2018).



1.1. Eje microbiota-intestino-cerebro, probidticos y psicobidticos

El eje microbiota-intestino-cerebro (MIC) establece una comunicacion
bidireccional entre Ml y el Sistema Nervioso Central (SNC) por medio de multiples vias,
las que incluyen el sistema nervioso autbnomo (SNA) a través del nervio vago (Forsythe P,
Bienestock J, Kunze WA, 2014; Bonaz B, Bazin T & Pellissier S, 2018), el eje hipotdlamo-
pituitaria-adrenal (HPA) como via endocrina (Sudo N, 2014; Farzi A, Frohlich EE &
Holzer P, 2018) vy, finalmente, mediante la activacion de células inmunes que liberan
citoquinas y TNF-a, las que son activadas por los compuestos bioactivos producidos por el
metabolismo microbiano (figura 1) (Aidy SE, Dinan TG & Cryan FJ, 2014; Cryan FJ, et al.

2019; Parker A, Fonseca S & Carding SR, 2020).
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Figura 1. Vias de comunicacion entre microbiota-intestino-cerebro. Los metabolitos neuroactivos, acidos grasos de
cadena corta (AGCC) y componentes del sistema inmune pasan a la circulacion sistémica “llegando al cerebro,
mientras que por otro, a través del nervio vago se establece una comunicacidn directa con el sistema nervioso entérico
(SNE) que puede ser modulada por neurotransmisores y moléculas bioactivas. Finalmente las células enteroendocinas
de la barrera intestinal secretan neuropéptidos que ejercen su accion a través del nervio vago o directamente en
cerebro. Tomada Parker A et al., 2020.



Las distintas cepas bacterianas que colonizan el tracto GI, producen compuestos
neuroactivos a través de su metabolismo, las que son capaces de activar la via neuronal y
endocrina para establecer comunicacion con el SNC (Lyte M, 2013; Strandwitz P, 2018).
Por un lado, la sintesis de acidos grasos de cadena corta (AGCC) influencia la liberacion de
serotonina desde las células que componen la mucosa mientras que, por otro lado, la
sintesis de neurotransmisores como serotonina, norepinefrina, dopamina, acetilcolina,
histamina y &cido y-aminobutirico (GABA) son secretados al interior del lumen intestinal y
modulan la sefializacién del sistema nervioso entérico (SNE) o actlan directamente en los

axones aferentes primarios (Wall R et al., 2014; Strandwitz P, 2018).

Cerebro e intestino (incluyendo microbiota) se regulan mutuamente, por lo que, no
es raro que alteraciones en la composicion de la microbiota (disbiosis) esté asociado a
enfermedades neuroldgicas (Cryan JF et al., 2020). En una extensa revision realizada por
Cryan JF y colaboradores describieron, entre otras cosas, el impacto de MIC sobre
conductas sociales y cognitivas, miedo, estrés, ingesta de alimentos y algunas enfermedades

neuropsiquiatricas (figura 2) (Cryan FJ et al, 2019).

N b

Epilepsy

Figura 2. llustracion de la variedad de enfermedades y procesos patolégicos en los que la microbiota
intestinal esta implicada. Los ejemplos incluyen desordenes neuropsiquiatricos, enfermedades
neurodegenerativas, dolor, estrés, sindrome de colon irritable, accidente cerebrovascular, adiccion y
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La mayoria de estos estudios se han realizado eliminando la MI a través de la
generacion de modelos axénicos o, modificandola por medio la administracion de
patdgenos y/o antibioticos, ademéas de modelos murinos de estrés y ansiedad (Cryan JF &
Dinan TG, 2012). En la misma linea, se ha estudiado el efecto que tiene el consumo de
prebidticos y probidticos sobre la patogénesis de enfermedades neuronales (Liu X, Cao S &
Zhang X, 2015; Kim N et al., 2018).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) defini6 los probidticos como aquellos
microorganismos vivos que consumidos en dosis adecuadas genera cambios positivos en el
hospedero (Organizacion Mundial de la Salud, 2001). Estos han sido ampliamente
utilizados por su potencial terapéutico, tanto para afecciones intestinales como para
normalizar alteraciones en la permeabilidad y homeostasis intestinal (Sanders ME et al.,
2019). En los altimos afios Dinan y colaboradores acufiaron el término psicobiético, los
cuales tienen una definicion similar a la de la OMS, pero los beneficios que obtiene quien
los consume es a nivel de la salud mental de pacientes con enfermedades mentales (Dinan
TG, Stanton C & Cryan JF, 2013). Entre los psicobidticos méas utilizados se
encuentran:Bifidobacterium (eg, B. longum, B. breve, y B. infantis) y Lactobacillus (eg, L.
helveticus, y L. rhamnosus)(Wang H, Lee IS, Braun C, Enck P, 2016; Cheng KH et al.,
2019), los cuales en distintos estudios y modelos murinos han mostrado efectos ansioliticos
(Bravo JA et al., 2011; Messaoudi Met al., 2011; Savignac HM et al., 2014; Wang T et al.,
2015; Liu YW et al., 2016), antidepresivos (Desbonnet L et al., 2010; Bravo JA et al.,
2011;Savignac HM et al., 2014), mejora en la respuesta frente a estrés y en la memoria

(Gareau MG et al., 2011; Davari S et al., 2013; Wang T et al., 2015).



1.2. Eje MIC y transmision sinaptica
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La transmisidn sinéptica quimica, es un proceso de comunicacion entre neuronas

que involucra la participacion de moléculas sefializadoras denominadas neurotransmisores,

los que son liberados desde la neurona pre-sinaptica cuando un potencial de accion invade

el terminal del axon y, posteriormente, activan receptores en las dendritas de las neuronas

post-sinapticas, transmitiendo la informacién (Purves D et al, 2011).

Tabla 1. Estudios asociativos del efecto de probidticos sobre conductas y cambios en la concentracion de
neurotransmisores v expresion de receptores en SNC en modelos animales.

Modelo Animal Probiotico

Raton L. plantarum PS128

Raton (axénico) L. plantarum PS128

Rata (ECR) L. helveticus NS8
Rata
(tratamiento L. fermentumN93
ampicilina)
Rata

. . L. helveticus NS8
(hiperamonemia)

Ratén L. rhamnousus JB-1

L. plantarum
MTCC9510

Raton (modelo
autismo)

S . + B.
Rata (disbiosis) - rhn?gr?;ls;]s °

Rata L. casei 54-2-33

Conducta

| Ansiedad

| Ansiedad

| Ansiedad;
|Depresion; tMemoria
no-espacial

| Ansiedad; tMemoria
espacial

| Ansiedad; tMemoria
espacial

| Ansiedad; |Depresion

1 Aprendizaje;tMemoria

|Depresion

1 Ansiedad

SNC
15-HT y 1 DA (CPF)

15-HT y 1 DA (CS)

15-HT (HPC); 1 NE (HPC)

1 receptor NMDA (cerebro)

15-HT (HPC, cerebelo)

lreceptor GABAg1, (ABL, LC,
GD, CA3, CAl); |receptor

GABAo, (CGL1, PrL, IL, ABL,

CeA); treceptor GABAay (GD)

&' treceptor GABAaz, GABAg;
(HPC);treceptor GABA«y;
GABAw,, GABAg; (CPF)

Q: treceptor GABAa1;GABAwy,
GABAGg; (HPC); freceptor
GABA a1;GABA a (CPF)

1 receptor GABAY y receptor
GABAA(I5 (H PC)

| receptor 5-HT1A (HPC)

Autores

Liu YW et
al.,2016
Liu WH et
al.,2016

Liang S et
al., 2015

Wang T et
al., 2015

LuoJetal.,,
2014

Bravo JA et
al., 2011

Tobouy L et
al., 2018

Liang L et
al., 2017
Barrera-

Buguefio et
al., 2017

ABL: amigdala basolateral; CeA: amigala central; CPF: corteza prefrontal; CS: cuerpo estriado; GD: giro dentado; ECR: estrés
cronico por restriccion; HPC: hipocampo; IL: infralimbico LC: locus coeruleus; PrL: prelimbico.
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Algunos estudios han relacionado los cambios conductuales producto de la
modificacion de la MI, con la concentracion de neurotransmisores en el cerebro,
principalmente serotonina (5-HT) y dopamina (DA) en hipocampo y corteza prefrontal,
entre otras &reas, ademas de cambios en la expresion de receptores de GABA y NMNDA
(tabla 1) (Luo J et al., 2014; Liang S et al., 2015; Liu WH et al., 2016; Liu YW et al.,
2016; Barrera-Buguerio et al., 2017).

La transmision sindptica en el SNC recibe sefiales tanto excitatorias como
inhibitorias y el correcto balance entre ellas es fundamental para la correcta transmision.
Distintos estudios han demostrado que modificaciones en la microbiota intestinal genera
cambios en la expresion de receptores de glutamato en las sinapsis excitatorias y receptores
de GABA para las sinapsis inhibitorias. Por un lado, Wang T y colaboradores, demostraron
que la expresion de receptores de NMDA se reestablece en animales tratados con
ampicilina luego de la administracién de un probidtico (Wang T et al., 2015). Por otro lado,
en el trabajo realizado por Liang L y colaboradores, observaron una disminucion de
receptores GABA-Aos y v en hipocampo de ratas adultas con disbiosis temprana, los que
incrementaron luego de la administracion de una mezcla de L. rhamnosus y B. Longum
(Liang L et al., 2017). Adicionalmente, en un modelo genético de autismo al que se le dio
L. reuteri la expresion de receptores GABA a2 y GABA g1 incrementaron en comparacion
al control (Tobouy L et al., 2018), sin embargo, un estudio previo en animales sanos
determinaron que el tratamiento con L. rhamnosus JB-1 disminuye la expresion del
receptor GABAg y GABAA«1 en las distintas regiones de hipocampo dorsal de raton, las
qgue se coinciden con el efecto antidepresivo y ansiolitico observado las pruebas

conductuales (Bravo et al, 2011).
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En cuanto a la actividad neuronal, son pocos estudios que la han evaluado tras la
administracion de probidtico. Takada M y colaboradores observaron un incremento de
neuronas positivas para c-Fos en el ndcleo del tracto solitario (NTS), marcador de
actividad neuronal, luego de 90 minutos tras administrar una Unica dosis de L. casei Shirota
(Takada M et al., 2016). Adicionalmente, en otros modelos murinos (ratones
inmunodeficiente, ratas infectadas con C. rodentium, y ratas modelos de sindrome de
intestino irritable) a los que se les administrd L. rhamnosus, observaron, a través de
inmunohistoquimica, un incremento en la expresion proteica de c-Fos en hipocampo (Gareu
MJet al., 2011; Smith CJ et al, 2014; Emge JR et al., 2016), evidenciando que el consumo
de probiotico modifica la actividad neuronal en el SNC.

Las sinapsis tienen la capacidad cambiar la eficacia en la transmision y con ello la
fuerza con que se conectan, lo que seria consecuencia de cambios en la actividad pre o
post-sinaptica (Purves D et al., 2011).En el 2013, Davarai S y colaboradores estudiaron el
efecto del consumo de una mezcla de probidticos en animales diabéticos sobre transmision
sinaptica en hipocampo a través de un protocolo de potenciacion a largo plazo (LTP). Los
resultados de este estudio revelan que la administracién de probioticos reestablece el LTP
de las ratas diabéticos (Davari S et al., 2013). Otro estudio en el 2014 evaluo de igual forma
el efecto de la administracion de VLS#3® (una mezcla de probidticos con ocho cepas de
bacterias distintas: cuatro de Lactobacillus, tres de Bifidobacterias y una de Streptococcus)
en LTP in vivo de animales viejos, observando que se los valores obtenidos se asemejan a
los de las ratas jovenes (Distrutti E et al., 2014).

Los antecedentes expuestos demuestran que efectivamente la modificacion de la
microbiota intestinal produce cambios importantes en el SNC, modificando concentracion

de neurotransmisores, expresion de receptores y es capaz de reestablecer la potenciacion a
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largo plazo en modelos especificos, sin embargo, a pesar de ello, actualmente no existe
evidencia directa de que la administracion de Lactobacillus en animales sanos pueda

modificar la transmision inhibitoria en el SNC.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evidencia actual sugiere que cambios en la comunicacion bidireccional de los
componentes del eje MIC altera el funcionamiento del sistema digestivo, el estado animico
y bienestar general. Los psicobioticos, definidos como probioticos que entregan beneficios
en la salud mental de quien los consume, influencian el funcionamiento del eje MIC,
generando cambios emocionales, cognitivos y sistémico en el SNC.

Distintas investigaciones han demostrado que el tratamiento con probioticos
modifica la concentracidén de neurotransmisores como serotonina y dopamina y expresion
de receptores a GABA y NMDA, los que estan involucrados en distintos tipos de conducta,
por lo que, no resulta extrafio que en distintos modelos murinos se haya observado una
disminucion de conductas del tipo ansioso y depresivo. El trabajo de Bravo y colaboradores
estudiaron el efecto de Lactobacillus JB-1 en hipocampo, una estructura que tiene un rol
importante en procesos de aprendizaje, adquisicion y consolidacion de la memoria,
evidenciando que este probidtico puede modular el sistema GABAérgico en ratones al
disminuir la expresion de recetores a GABA, sin embargo, a pesar de ello, actualmente
existen pocas evidencias que dichas modificaciones conduzcan a cambios funcionales en
las sinapsis y/o en la transmisidn sinaptica.

.Dado que los circuitos excitadores estan integrados en una poderosa red
inhibitoria, que ejerce un fino control de la excitabilidad, el patron de disparo y la eficacia
sinaptica de las neuronas piramidales, el presente trabajo se enfocO en estudiar si la
administracion de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) tiene efecto en la excitabilidad

neuronal y transmision inhibitoria en hipocampo de ratas machos Sprague-Dawley.
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HIPOTESIS

El consumo de Lactobacillus rhamnosus GG disminuye la transmision sinaptica inhibitoria
e incrementa la excitabilidad de las neuronas piramidales de CA1 en hipocampo ventral de

ratas adultas Sprague-Dawley.
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OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos del consumo de Lactobacillus rhamnosus GG en la transmisién

sinaptica de hipocampo ventral de ratas adultas Sprague-Dawley.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si el consumo de LGG maodifica las propiedades eléctricas de las neuronas

piramidales de CA1 HPCv de ratas adultas Sprague-Dawley.

2. Evaluar las corrientes post-sinapticas inhibitorias y excitatorias espontaneas y evocadas

tras el consumo de LGG en HPCv de ratas adultas Sprague-Dawley.
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DISENO EXPERIMENTAL

El siguiente disefio experimental fue el que se llevo a cabo para el tratamiento de los

animales y posteriores registros electrofisioldgicos (figura 3) acorde a los objetivos

planteados.

PND60 : ' ; fg?stzslxlos UFC/mL) PND75 PND8O

3. Sucralosa (0,5% p/v) | |

' -

Registros
electrofisioldgicos

Electrodo de
Electrodo de registro

CAl

estimulacion

S.R
- -
& < . s SP
< |
~ \
~ I N9 so

Figura 3. Disefio experimental. Ratas Spargue-Dawley fueron tratadas con LGG (10° UFC/mL) y sucralosa (0,5%
p/v) como vehiculo durante 18 + 1 dia, cambiando el tratamiento cada 2 dias (superior). Esquema de la posicion
electros para registros electrofisiolégicos situados en la capa piramidal de CA1 en hipocampo ventral (HPCv). Los
registros en modalidad de célula completa se realizaron en el soma de las neuronas piramidales. Se utiliz6 tetradoxina
(TTX) para registros de mIPSC luego de registrar los sIPSC en LCA. Los electrodos para los registros de campo se

posicionaron en la capa piramidal de CA1 (inferior).
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METODOLOGIA

Animales

Machos adultos Sprague-Dawley fueron obtenidos de bioterio de la Universidad de
Valparaiso. Estos se mantuvieron en el bioterio del Laboratorio de Plasticidad Neuronal,
Universidad de Valparaiso, desde el post-natal 50, hasta el dia de los experimentos, a
21°C, con un ciclo de 12 horas luz/oscuridad, con alimento y agua ad libitum. Los animales
se dividieron en 3 grupos: control, LGG y sucralosa (vehiculo). Todos los experimentos se
realizaron con la aprobacion del Comité de Institucional de Bioética de la Universidad de

Valparaiso.

Cultivo Lactobacillus rhamnusus GG (LGG)

La preparacion del probidticos se realizo en el laboratorio de NeuroGastroBioquimica de la
Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso. La cepa Lactobacillus rhamnusus GG,
obtenida anteriormente por donacion del Departamento de Nutricién de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile (2015), se enriquecié en medio Mann-Rgosa-Shape
(MRS) aer6bicamente a 37°C, durante 24 horas en constante agitacion (250 r.p.m). Para el
tratamiento se obtuvo alicuotas de LGG, a partir del cultivo enriquecido luego de 6 horas de
crecimiento, bajo las mismas condiciones anteriores, hasta alcanzar una densidad Optica
(OD) de 1,2. Estudios previos del laboratorio indican que dicha OD corresponde a 1x108
unidades formadoras de colonias (UFC). Estas fueron almacenadas a -20°C hasta su

utilizacion y no por mas de 2 meses.
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Tratamiento

El tratamiento fue administrado a través del agua de bebida con edulcorante comercial
IANSA Cero K ® (maltitol, polidextrosa, didxido de silicio y sucralosa 0,29%) 0,5% p/v
(vehiculo) o con LGG (10° UFC/mL app) + el edulcorante 0,5% p/v durante 18+ 1 dias,
cambiando el agua de bebida dia por medio (figura 3). Adicionalmente, al grupo control
solo se le administro agua durante el mismo periodo de tiempo. La ganancia de peso y
volumen de agua de bebida consumida fue monitoreada durante el tratamiento. Todos los

procedimientos se realizaron entre las 10:00 y 11:00 de la mafiana.

Obtencidn de rebanadas de hipocampo

Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano y répidamente decapitadas. EI cerebro fue
disectado en liquido cerebro-espinal (LCA), en mM: 124 sacarosa; 2,69 KCI; 1,25 KH2POyg;
10,0 MgS0Og4; 26 NaHCOg; 2,0 CaCly; 10,0 glucosa; ajustada a pH 7,40 a 4°C. Este se
montd en vibratomo (Campden Instruments, model MA752) donde se emparejo el tejido
desde posterior hacia anterior hasta encontrar la zona mas ventral del hipocampo (bregma
6.3 mm) en medio LCA. Se recolectaron rebanadas coronales de ~350 um las que se fueron
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C) en LCA con flujo constante de

carb6geno (95% Oz y 5% COy).

Registros electrofisiologicos

Las rebanadas fueron transferidas a una camara de registro adaptada a una lupa (Euromex),
con sistema de perfusion (~1 mL/minuto). Los registros electrofisioldgicos se llevaron a
cabo en mediante patch-clamp en la configuracion célula completa (whole-cell) en los

somas de las neuronas piramidales de CAL de hipocampo ventral (HPCv), situando el
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electro de estimulacién entre stratum piramidale (SP) y stratum radiatum (SR)(figura 3).
Los experimentos de fijacion de corriente (current-clamp) fueron realizados con una
solucidn interna de metasulfonato de potasio (en mM: 134 KMeSOs, 10 KCI, 10 HEPES, 5
NaCl, 2.5 ATP-Mg*?, 0.3 GTP-Na" a pH =7,3) y se registro potencial de membrana en
reposo de la célula y adicionalmente se aplicaron dos protocolos: (i) RAMPA: un pulso de
corriente continuo (de -100 pA a 500 pA) que despolariza la célula durante 500 ms para
registrar los cambios de potencial de membrana en el tiempo (ii) curva intesidad/voltaje
(I/V) en la que se aplicaron 10 pulsos de corriente de 50 pA, desde -100 pA a 350 pA en
250 ms y se registraron los potenciales post-sinapticos luego de cada pulso. Los
experimentos de fijacion de voltaje (voltage-clamp) se realizaron con una solucién de
gluconato de cesio (en mM: 100 Cs-Gluconato, 10 HEPES, 10 EGTA, Na>-ATPs4, 10 TEA-
Cl, 1 MgCl,-6H20) para el registro de las corrientes post-sinapticas inhibitorias (IPSC),
fijando el voltaje 0 mV y, metasulfonato de potasio para las corrientes post-sindpticas
excitatorias (EPSC), fijando el voltaje a -65 mV. Para el estudio de la eficacia sinaptica
inhibitoria se registraron las IPSC espontaneas (SIPSC) dependiente e independientes de
potencial de accion, y las IPSC evocadas (eIPSC). Las sIPSC minis (mIPSC) se realizaron
en presencia de tetrodotoxina (TTX; 0,5 uM). El indice de multiplicidad se calcul6 a través
de la ecuacion planteada por Hsia A y colaboradores (Hsia A et al., 1998). En el estudio de
las elPSC se aplicd protocolo de pulsos pareados (PP) que consiste en la aplicacion de dos
estimulos de igual intensidad separados por una ventana temporal determinada (30, 70, 100
y 300 ms). En cuanto a las sinapsis excitatorias, se registraron las EPSC espontaneas
(SEPSC) y las EPSC evocadas (eEPSC) en las que se aplicé el mismo protocolo de PP
mencionado anteriormente. Las neuronas parchadas que tuvieron un cambio de mas del

20% en la resistencia del sello (> 1GQ) durante el experimento fueron descartadas.
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Los registros de potenciales de campo post-sindpticos excitatorios (fFEPSP) se registraron
una poblacion de neuronas piramidales de CA1 de hipocampo ventral con un electrodo de
registro llenado con LCA. Se estimularon las fibras de las colaterales de Schaffler
provenientes de CA3.EI electrodo de registro se utilizé con LCA y los fEPSP se obtuvieron
a través del protocolo de PP realizado a distintos intervalos de tiempo (30, 70, 100 y 300

ms).

El electrodo de registro se encontraba conectado a amplificador EPC-7 (Heka Instruments).
Todos los registros fueron filtrados a 3kHz, muestreados entre 4 y 10 kHz a través de un
conversor analogo-digital (ITC-16 Intrutech) y almacenados por el software Pulse FIT
(Heka Instruments).

Los registros fueron analizados, utilizando el software Clampfit 10.4.

Anélisis estadistico

Los resultados se expresan como la media £ SEM. Las diferencias entre grupos se midieron
mediante ANOVA de una via y de dos vias cuando corresponde, con post test de
comparaciones multiples. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa

GraphPad 5.
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RESULTADOS

7.1 Efecto del tratamiento en el peso de animales y consumo de agua

Los lactobacillus son un género de bacterias que producen &cido lactico, por lo que,
son capaces de acidificar su entorno. Para que los animales se bebieran el agua con el
probidtico, se les administrd en conjunto con un edulcorante comercial que contiene 0,29%
p/p de sucralosa, el cual no tiene aporte caldrico. Durante el tratamiento los animales no
tuvieron diferencias en la ganancia de peso (F=0,443; p=0,645 ANOVA-1 via, post hoc
Tukey), el consumo de agua (F=0,984; p=0,384 ANOVA-1 via, post hoc Tukey) y, por

tanto, en la sucralosa ingerida (p=0,687, t-student) (tabla 2).

Tabla 2. Peso de animales y consumo de agua durante el tratamiento

Grupo (n*) Peso ratas al final Consumo de Consumo de

P del tratamiento (gr) agua (ml/dia) sucralosa (mg/dia)
Control (10) 452,5%19,4 47,4 £2,8 =
LGG (12) 435,6+13,6 51,1 £2,2 0,741+40,032
Sucralosa (16) 428,5+18,6 52,5 +2,5 0,760 + 0,036

*n = nimero de camadas experimentales (2 ratas por camada)

7.2 Propiedades eléctricas de la membrana y excitabilidad de neuronas piramidales
CAl de HPCv
La comunicacion entre neuronas depende de su capacidad para responder a
pequerios estimulos, produciendo variaciones rapidas en el potencial de membrana. La
generacion y mantencion del potencial de membrana en reposo es importante para las
células excitables y cambios en su excitabilidad pueden producir alteraciones en el

funcionamiento de la célula. Los experimentos realizados indican que el potencial de
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membrana de las neuronas piramidales de CA1 HPCv de aquellos animales que se les
administré el edulcorante (sucralosa), presentan un potencial de membrana mas
despolarizado (-59,5 £1,3 mV, n=5) que los otro grupos (-64,4 + 1,2 mV control y 61,4 +
1,0 mV LGG, n=6 c/u), teniendo p < 0,05 (ANOVA 1-via, post hoc Tukey) contra el grupo
control, mientras que contra LGG no presenta diferencia estadistica (p>0,05) (tabla 3).

Las propiedades eléctricas de las neuronas determinan el curso temporal y amplitud
de los potenciales sinépticos generados, por lo que, son importantes para la transmision de
las sefiales eléctricas. La fijacion de corriente (current-clamp) permite registrar cambios en
los potenciales de membrana (mV) mientras se inyecta un pulso de corriente a la célula a
través del electrodo de registro. La relacion entre intensidad de corriente inyectada permite
calcular las propiedades eléctricas pasivas de las neuronas a partir de una curva intensidad
de corriente -voltaje (I-V). En la figura 4A se observa un registro en el que cambia el
potencial de membrana tras aplicar pulsos de corriente de distinta intensidad (de -100 pA a
350 pA). A través de la ley de Ohm, establece que la intensidad de corriente (1) que
atraviesa un circuito es directamente proporcional al voltaje (V) e inversamente
proporcional a la resistencia (R) que presenta, por tanto, a través de la pendiente de la
curva I-V se calcul6 la resistencia de membrana (Rm) de las neuronas piramidales de CA1
HPCyv, siendo 359,9 +32,7 MQ para control336,6 +11,9 MQ para LGG y 490,8 £97,1 MQ
para sucralosa (p=0,139, ANOVA 1-via; n= 6 control y LGG, n=5 sucralosa) (tabla 3).
Adicionalmente, las neuronas se comportan como un circuito RC, donde el voltaje cambia
exponencialmente en el tiempo, por ende, es posible establecer la constante de tiempo
(tau) y la capacitancia de la membrana (Cm) de las neuronas piramidales de CA1 HPCy,

los que no presentan diferencias significativas entre grupos (p> 0,05) (tabla 3).
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Los experimentos 1-V también permiten determinar la corriente minima necesaria
para disparar al menos un potencial de accidon (reobase). Este parametro no presenta
diferencias entre los grupos, siendo 141,7 + 23,9 pA para el control, 133,3 £ 10,5 pA para
LGG y 110,0 + 18,7 pA para sucralosa (p > 0,05 ANOVA 1-via, n= 6 control y LGG, n=5
sucralosa) (tabla 3). Adicionalmente, tras aplicar un pulso de 300 pA es posible evaluar la
frecuencia, amplitud y duracion media de los potenciales de accion (PA). En cuanto a la
frecuencia de disparo de los PA estos no presentan diferencias siendo 16,0 + 0,3 Hz para el
control, 13,0 £ 0,7 Hz para LGG y 16,8 + 1,4 Hz para sucralosa (p >0,05 ANOVA 1-via,
n= 6 control y LGG, n=5 sucralosa) (tabla 3). La amplitud de los PA (78,9 £3,6 pA control,
74,8 +4,9 pA LGG y 82,3 +8,3 pA sucralosa) y la duracion media de estos (2,6 +0,2 ms
control, 3,1 £0,4 ms LGG y 2,6 £0,3 ms sucralosa) no son diferentes entre los grupos (p >

0,05 ANOVA 1-via, n=6 control y LGG, n=5 sucralosa) (tabla 3).

Tabla 3. Propiedades eléctricas de neuronas piramidales CA1 HPCv

Control (6) LGG (6) Sucralosa (5)
Potencial de
membrana en -64,4+1,2 -61,4+1,0 -59,6+1,3*%
reposo (mV)
Rm (MQ) 359,9+32,7 336,6 £11,9 490,8 +97,1
tau (ms) 33,8+2,5 43,2+ 5,6 33,0 £3,2
Cm (pF) 9,6+1,1 13,1+ 1,9 82+2,3
Reobase (pA) 141,7+ 23,9 133,3+ 10,5 110,0+ 18,7
Umbral de disparo ), , 54 400+ 2.4 425425
(mv)
Frecuencia
disparo PA (Hz) 16,0+ 2,3 13,0+ 0,7 16,8+ 1,4
Amplitud PA (mV) 78,9+ 3,6 74,3149 82,3+ 8,2
Half-width PA (ms) 26+0.2 3.1+04 26+0.3

* p < 0,05 contra control. Anova-1 via post hoc tukey.
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Las curvas I-V (figura 4B) también dan cuenta de la excitabilidad de las neuronas
dado que mide cambios en el potencial de membrana tras inyectar una corriente

determinada. Con un test ANOVA 2-vias se determind que el tratamiento no tiene efecto

sobre dichas curvas (F=0,29; p=0,756).
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Figura 4. Efecto del consumo de LGG y sucralosa sobre las propiedades eléctricas de neuronas piramidales
CA1l HPCv. (A) Trazos representativos de cambios en potencial de membrana (arriba) tras aplicar un pulso de
corriente de 50 pA comenzando en -100 pA (abajo) durante 500 ms. (B) Curva IV en current- clamp. Las curvas no

presentan diferencia significativa. (C) Trazos representativos de cambios en potencial de membrana (arriba) tras
aplicar una corriente continda en incremento (abajo) durante 500 ms.
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Adicionalmente, se registré cambios en los potenciales de membrana tras aplicar
una corriente continua en aumento, con el objetivo de determinar el umbral de disparo de
los PA de las neuronas piramidales de CA1 HPCv (figura 4C). El grupo control dispara el
primer PA a -44.1 mV, el grupo LGG a -40 mV vy finalmente, el grupo sucralosa a -42.5
mV (p > 0,05 ANOVA 1-via). La tabla 3 resume todas las propiedades eléctricas.

Los resultados anteriores indican que el tratamiento con sucralosa tiene efecto sobre
el potencial de membrana en reposo, sin afectar las propiedades eléctricas de las neuronas

piramidales de CAl de HPCv.
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7.3 Transmision post-sinaptica inhibitoria en neuronas piramidales CA1 de HPCv de
animales tratados con LGG y sucralosa.

Las corrientes post-sindpticas inhibitorias son generadas tras la liberacion del
neurotransmisor GABA desde la neurona pre-sindptica (neurona GABAGérgica) y la
posterior activacion de receptores GABA en la neurona post-sinaptica. Las corrientes
espontaneas post-sinapticas (SPSC) son aquellas generadas sin estimulacion externa y estas
pueden ser dependientes del PA o independiente. La figura 5 muestra los efectos del
consumo de LGG vy sucralosa sobre las sIPSC y en las mIPSC, las cuales son
independientes del potencial de accién. ElI consumo de LGG y sucralosa disminuye de
manera significativa la frecuencia los eventos sIPSC, siendo de 3,75 + 0,44 Hz para el
grupo control, 2,28 + 0,20 Hz para LGG y 2,20 + 0,34 Hz para sucralosa, siendo
estadisticamente diferente estos ultimos respecto al control con p < 0,05 (figura 5B, arriba).
En cuanto a la amplitud de sIPSC no son diferentes entre los grupos, siendo en promedio
34,16 + 4,44 pA control, 34,71 + 4,07 LGG y 30,65 + 5,27 sucralosa (figura 5C, arriba). En
cuanto a las corrientes independientes del potencial de accion, la frecuencia de los mIPSC
también presenta diferencias entre grupo LGG (0,45 + 0,05 Hz) y sucralosa (0,46 + 0,11
Hz) respecto al control (0,94 + 0,16 Hz), con p < 0,05 (figura 5B, abajo). En cuanto a la
amplitud de los mIPSC, LGG (21,30 + 2,62 pA) y sucralosa (20,28 + 3,56 pA) tienen una
tendencia a ser mas elevados que el grupo control (15,04 + 0,48 pA), sin embargo, no son
estadisticamente diferentes (figura 5C, abajo). Cambios en la frecuencia de los sIPSC
pueden ser producto de efectos pre-sinapticos relacionados con la liberacion del
neurotransmisor, sin embargo, al observar dichos cambios también en las mIPSC puede

indicar cambios en la conectividad. Para evaluar ello se calcul6 el indice de multiplicidad,
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que valla los contactos sinépticos relacionando la amplitud y frecuencia de los eventos
dependientes e independientes de potencial de accidn registrados en la misma célula (Hsia
A et al., 1998). El tratamiento con LGG (2,05 = 0,49) y el consumo adicional de sucralosa
(2,46 £ 0,47) no presenta diferencias respecto al grupo control (1,99 + 0,29) (figura 5D),
por ende, los cambios en la frecuencia reflejan una disminucién en el nimero de sinapsis y

no cambios en la conectividad neuronal.
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Figura 5. Efecto del consumo de LGG y sucralosa sobre la transmision inhibitoria en HPCv. (A) Trazos
representativos de sIPSC (arriba) y mIPSC (abajo). (B) Analisis cuantitativo de la frecuencia (Hz) de sIPSC y mIPSC
y (C) amplitud (pA) de los eventos de sSIPSC y mIPSC. * p < 0,05 ANOVA 1-via, ns: no significativo (D) Contactos
sinapticos fueron evaluados a través de indice de multiplicidad.
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7.4 Corrientes evocadas post-sinapticas inhibitorias en neuronas piramidales CA1 de
HPCv de animales tratados con LGG y sucralosa.

La llegada del PA a los terminales sinapticos a la neurona pre-sinaptica incrementa
la probabilidad de liberacion (Pr) de neurotransmisor. Con el objetivo de evaluar el
efecto del tratamiento sobre laP, de las neuronas GABAEérgicas sobre las neuronas
piramidales de CA1 HPCv es que se evaluaron IPSC evocadas (eIPSC) a través un
protocolo de pulsos pareados (descrito en metodologia) en el que se calcula la razén
entre la amplitud de la corriente del segundo pulso respecto al primero (PPR). La figura
6A superior muestra los trazos representativos de los registros obtenidos y en ellos se
observa que el segundo pulso es menor que el primero (depresion por pulsos pareados,
PPD) en todos los casos. En la parte inferior de la figura se observa que la PPR a
distintos intervalos de tiempo de los distintos grupos. El anélisis estadistico ANOVA de
dos vias para la PPR indica que no hay diferencia entre las curvas de las distintas
condiciones experimentales, por tanto, el tratamiento no tiene efecto sobre la razon de

pulsos pareados en los distintos intervalos de estimulacion, es decir sobre la P.

Con el objetivo de evaluar la excitabilidad de la neurona pre-sindptica, se
registraron las corrientes inhibitorias post-sindpticas luego de aplicar estimulos de
distintas intensidad (pA) para construir una curva entrada-salida. La figura 6B superior
muestra los trazos representativos de las corrientes inhibitorias evocadas a los distintos
estimulos aplicados, la figura 6B inferior muestra la gréafica obtenida a partir del analisis
de dichos registros. El analisis estadistico ANOVA de dos vias indica que las que el
consumo de LGG vy sucralosa no tiene cambios en la amplitud de los IPSC a las

distintas intensidades de estimulacion (F=1.14, p = 0.32).
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Figura 6. Efecto del consumo de LGG y sucralosa sobre corrientes inhibitorias post-sindpticas evocadas
(elPSC) (A) Trazos representativo de pulsos pareados (PP) en un intervalo de 100 ms en fijacion de voltaje a 0 mV
(arriba) y razon IPSC,/IPSC, a 30, 70, 100 y 300 ms (grafico de lineas) y, razén IPSC,/IPSC, a 100 ms, siendo 0,65 +

0,05 para el control, 0,76 + 0,05 para LGG y 0,73 + 0,04 para sucralosa (grafico barra). (B) Trazos representativos de
registros de entrada-salida en fijacion de voltaje a 0 mV (arriba) y grafico amplitud IPSC vs intensidad de corriente

(abajo).

7.5 Corrientes post-sinapticas excitatorios en neuronas piramidales CA1 de HPCv de

animales tratados con LGG y sucralosa.

El numero de sinapsis excitatorias e inhibitorias en una neurona esta altamente

regulado y a nivel global es crucial para el correcto funcionamiento de un circuito

neuronal. Los resultados presentados al momento indican que hay una disminucion en el

numero de sinapsis inhibitorias, por ende, es importante evaluar qué efecto tiene sobre

04
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sinapsis excitatorias en las mismas neuronas piramidales de CA1 HPCv, para ellos se
registré a -65 mV las SEPSC (figura 7A) y eEPSC (figura 7C y 7D).

La cuantificacion de la frecuencia de los eventos de sEPSC del grupo sucralosa
presenta una tendencia al alza (0,92 +0,26 Hz) respecto al control (0,53 = 0,09 Hz) y
LGG (0,50 +0,11 Hz), sin embargo, los datos carecen de fuerza estadistica para ser
diferentes (p=0,168 ANOVA 1-via) producto del bajo nimero de experimentos. En
cuanto a la cuantificacion de la amplitud de los eventos de SEPSC estos no presentan
diferencias, siendo -15,3 £2,4 pA control, 12,9 = 0,7 pA LGG y -15,2 £0,2 para
sucralosa (p=0,447, ANOVA 1-via). Si bien no son resultados concluyentes, debido al
bajo nimero de experimentos, no es de extrafiar que incremente la frecuencia de las
corrientes post-sindpticas excitatorias, debido a una alteracion en la sinapsis
GABAEeérgicas.

Para evaluar la probabilidad de liberacion de las sinapsis excitatorias, se aplico
protocolo de PP. En la figura 7C (izquierda) se observa que la respuesta al primer pulso
tiene una magnitud similar a la del segundo, obteniendo una PPR cercana a 1. En
analisis estadistico de las curvas de PPR, en los distintos intervalos de tiempo, arroja
que el tratamiento no tiene efecto sobre esta (F=0,87; p=0,53 ANOVA 2-vias).

Adicionalmente, con el objetivo de evaluar la excitabilidad de la neurona pre-
sindptica, se registrd una curva entrada-salida para las eEPSC (figura 7D, derecha), en
las que el consumo de LGG vy sucralosa no tiene efecto sobre la amplitud de la EPSC a

distintas intensidades de corriente de estimulacion (F=0,12; p = 0,99, ANOVA 2 vias).
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Figura 7. Efecto del consumo de LGG y sucralosa sobre la transmision excitatoria en HPCv. (A) Trazos
representativos de sIPSC (arriba) a -65 mV (B) Analisis cuantitativo de la frecuencia (Hz) de sIPSC y (izquierda) y
amplitud (pA) de los eventos de sIPSC (derecha). © Trazos representativo de pulsos pareados (PP) en un intervalo de
100 ms en fijacion de voltaje a -65 mV (izquierda) y razén IPSC,/IPSC, a 30, 70, 100 y 300 ms (derecha) (D) Trazos

representativos de registros de entrada-salida en fijacion de voltaje a -65 mV (izqueirda) y curvas entrada-salida con
amplitud EPSC (derecha).

7.6 Potenciales de campo post-sinapticas excitatorios (FEPSP) de grupo de neuronas
piramidales CAl de HPCv de animales tratados con LGG y sucralosa.

Los potenciales de campo excitatorios post-sinapticos (fEPSP) corresponde a un
cambio en los potenciales de membrana de una poblacion de neuronas tras estimular un
grupo fibras. La figura 8A muestra los trazos representativos de los potenciales de
campo excitatorios post-sindpticos (fEPSP) tras aplicar protocolo de PP. En ellas se
puede observar que la amplitud del segundo pulso del grupo control es mayor respecto
al primer pulso (facilitacion), mientras que, tanto para LGG y sucralosa, la amplitud del
segundo pulso es menor respecto al primero (depresion). Las curvas obtenidas a partir

de dichos registros (figura 8B) presentan diferencias cuando el intervalo de estimulacién
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es de 30 ms, siendo 1,19 + 0,15 para control, 0,74 £ 0,13 para LGG y 0,74 £ 0,09 para
sucralosa, con p < 0,05 del grupo LGG contra el control y p < 0,01 del grupo sucralosa
contra el control, tras aplicar ANOVA 2 vias, post hoc Bonferroni. Si bien, los
resultados en célula Unica arrojan que no existen cambios en la probabilidad de
liberacion, al evaluar un grupo de neuronas el tratamiento con LGG y sucralosa

incrementa la Pr de las sinapsis excitatorias.

B.
Control 27
LGG Sucralosa 1.5 - Control (1)
- LGG (6)
1.0- -8 Sucralosa (7)

P

++

0.5+

=
fEPSP,/fEPSP,

0.0 v Y Y
0 100 200 300

Intervalo de estimulacion (ms)

Figura 8. Efecto del consumo de LGG y sucralosa sobre potenciales excitatorios post-sinapticos de campo
(fFEPSP) (A) Trazos representativo de pulsos pareados (PP) en un intervalo de 30 ms. (B) Razon IPSC,/IPSC, a 30,

70, 100 y 300 ms (derecha). * p < 0.05 LGG contra Control y ++ p < 0.01 Sucralosa contra Control, ANOVA 2 vias,
post hoc Bonferroni.
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DISCUSION

La microbiota intestinal es un importante componente del sistema gastrointestinal
donde tiene una relacién simbiotica con el hospedero. Su presencia esta estrechamente
relacionada a la salud digestiva y funcion nerviosa central en mamiferos. En las ultimas
décadas se ha estudiado que cambios en su composicion puede estar involucrada en la
fisiopatologia de enfermedades tanto metabolicas como neuropsiquiétricas. Los probioticos
han sido extensamente estudiados por su impacto en la microbiota intestinal vy
funcionamiento en el tracto digestivo, sin embargo, actualmente también son estudiados
por sus efectos en el sistema nervioso. A pesar de las numerosas evidencias de la
administracion de que estos tienen un impacto en componentes del sistema nervioso
central, hasta la fecha no se habia evaluado su impacto en fisiologia neuronal. El objetivo
de esta investigacion apuntaba a evaluar los posibles cambios en la transmision sinéptica
luego de dos semanas de tratamiento con una cepa de lactobacillus, sin embargo, dado que
se administré en conjunto con sucralosa no fue posible evaluar sus efectos dado que se
observd que la sucralosa por si sola es capaz de modificar la transmision. Los resultados
obtenidos en esta investigacion indican que la sucralosa disminuye la transmision sinaptica
inhibitoria en hipocampo de ratas, y,, probablemente, sea producto de que esta es capaz de
modificar la composicién de la microbiota intestinal, lo que sugiere que, efectivamente, la
microbiota tiene un rol importante en el correcto funcionamiento del sistema nervioso

central.

El consumo de probioticos en la actualidad ha ido en aumento producto de la

sensacion de bienestar general que produce y por las evidencias experimentales y clinicas
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de sus efectos en el SNC, por lo que estan siendo evaluados como posible terapia para
varios trastornos neuropsiquiatricos (Butler MI et al., 2019). Las bacterias del género
lactobacillus son ampliamente utilizadas como probiéticos ya que preserva y mantiene la
microbiota del hospedero (Yan F & Polk DB, 2012; Arshad FA et al.,, 2018). El
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) es uno de los probidticos mas estudiado en pruebas
clinicas. Se ha reportado que LGG ejerce efectos en el tratamiento y prevencién de varios
desordenes, tales como: colitis ulcerosa, diarrea, dermatitis atopica, sindrome de colon
irritable, obesidad en nifios, entre otros (Doron S, Sydman DR & Gorbach SL, 2005; Yan F
& Polk DB, 2012). Estas bacterias producen &cido lactico, por lo que, acidifican su entorno
y, es por ello, que distintos trabajos que administran alguna cepa de lactobacillus a modelos
murinos a través del agua de bebida lo hacen utilizando un vehiculo que permita que el
animal beba su contenido sin que produzca un efecto secundario (Anukam KC, Osazuwa
EO & Reid G, 2005; Murphy L, 2009; Hu X et al., 2013; Hijova E et al., 2018). Estudios
previos en el laboratorio han utilizado sucralosa como vehiculo en la administracién de
distintos probidticos en el agua de bebida de los animales (Barrera-Buguefio C et al., 2017).

El principal objetivo de esta investigacion era evaluar el efecto del consumo de
LGG sobre transmision sinaptica en hipocampo y los resultados no revelan cambios en los
pardmetros evaluados, sin embargo, se evidencié que la sucralosa, administrada como
vehiculo, estaria interfiriendo en las observaciones, ya que no existen diferencias entre el
grupo LGG y el vehiculo (sucralosa). Los resultados obtenidos en esta tesis, revelan que la
sucralosa administrada como vehiculo para el probiético tiene efecto sobre la transmision
inhibitoria y, por ende, probablemente en el balance excitatorio/inhibitorio de las neuronas

piramidales de CA1 HPCuv.
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La sucralosa es un edulcorante artificial no calérico (ENC) que imita el sabor del
azucar sin tener un aporte calérico siendo ampliamente utilizado en alimentos para reducir
el consumo de este y la ingesta calorica ya que no es metabolizado por nuestro organismo
(Cavagnari BM, 2019). Por un lado, diversos estudios demuestran que este ENC no es
metabolizado, no se absorbe y es eliminado por las heces y orina (Chattopadyay S,
Raychaudhuri U & ChakrabortyR, 2014). A pesar de ello, recientes estudios en modelos
murinos y humanos han concluido que el paso de sucralosa por el tracto gastrointestinal es
capaz de modificar la microbiota (Suez Jet al., 2015; Ruiz-Ojeda FJ et al., 2019). Abou-
Donia y colaboradores fueron los primeros en observar que la administracion de sucralosa
de forma prolongada disminuye el numero de bacterias anaerdbicas y aerdbicas,
bifidobacterias, lactobacillus y bacteroides en las fecas de los animales de manera dosis
dependiente (Abou-Donia MB et al., 2008). Otro estudio en el 2017 los investigadores
observaron cambios en los patrones de abundancia de distintas cepas a los 3 y 6 meses de
consumo de sucralosa por roedores (Biang X et al., 2017). Finalmente, Uebanso T y
colaboradores determinaron una disminucién de Clostridium cluster XIVa en los animales
que ingirieron sucralosa (Uebanso T et al., 2017). De igual forma el maltitol, componente
del edulcorante utilizado, modifica la poblacién de Bifidobacterium en humanos (Beards E,
Tuohy K & Gibson G, 2010).

Por otro lado, Nestmann y colaboradores realizaron una extensa revision de los
estudios toxicoldgicos que incluyen parametros farmacocinéticos, metabdlicos y genéticos
en distintas especies, incluido el humano, concluyendo,, finalmente, que el consumo de
sucralosa es seguro como ENC en distintos alimentos y bebestibles (Magnuson B, Roberts
A & Nestmann ER, 2017). Sin embargo, actualmente una serie de estudios han demostrado

el consumo de sucralosa, y otros edulcorantes, producen desregulaciones en el balance
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energético y, por ende, en mecanismos que regulan la ingesta de alimento, sugiriendo que
el consumo prolongado puede tener efectos a nivel SNC (Pepino MY & Bourne C, 2011;
Mitsutomi K et al., 2014; Wang QP et al., 2016). Recientemente, un estudio demostro que
ratones a los que se les administro sucralosa y otros ENC en el agua de bebida presentaron
un incremento en las concentraciones de dopamina, serotonina, norepinefrina y epinefrina
en muestras de cerebro completo (Yin JK et al., 2019), sin embargo, un trabajo del 2017
revela una disminucién de dopamina en cuerpo estriado y cerebelo en animales que se les
administré6 ENC (Calder6n D et al., 2017), por lo que, los efectos de sucralosa pueden ser
diferentes en distintas &reas cerebrales.

El hipocampo es una de las estructuras mas estudiadas del SNC ya que tiene un rol
importante en procesos de aprendizaje y en la adquisicion y consolidacién de memoria
(Jarrard LE, 1993; Bird CM & Burgess N, 2008). Por un lado, esta estructura recibe
proyecciones provenientes de la corteza entorrinal y en menor proporcion de otras
estructuras subcorticales, mientras que, por otro lado, las neuronas piramidales de CA1 son
las proyecciones de salida hacia subiculum y corteza entorrinal (Knierim JJ, 2015). La
integracién sinaptica es crucial para el correcto traspaso de la informacion y para
comprender la eficacia de la transmision es importante conocer las propiedades eléctricas
intrinsecas de la neurona. Los resultados muestran que los animales que consumieron
sucralosa tienen un potencial de membrana en reposo mas despolarizado en comparacion al
grupo control. El potencial de membrana en reposo expresa la diferencia del potencial
eléctrico entre el interior y exterior de la célula y este depende de las concentraciones
ionicas y la permeabilidad a estos, a través de la membrana (Purves D et al., 2011). La
mantencion de las concentraciones de K* extracelular es crucial para reestablecer y

conservar el potencial de membrana en reposo en neuronas para el adecuado
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funcionamiento v, los astrocitos también cumplen un rol importante en dicha homeostasis
(Somjen GG, 1979). Erbas y colaboradores evaluaron el efecto sucralosa en hipocampo y
uno de sus hallazgos més importantes es la disminucion de astrocitos en CAl (Erbas O et
al., 2018) lo que puede conllevar un incremento en las concentraciones extracelulares de
K"y, por ende, un incremento en el potencial de membrana de reposo de las neuronas
piramidales, sin embargo, esto debe ser comprobado experimentalmente.

La membrana plasmatica de las neuronas, ademaés de tener un potencial eléctrico,
tiene tres propiedades eléctricas pasivas que permitiran la propagacion espacial y temporal
de las sefiales eléctricas subumbrales: resistencia de la membrana, capacitancia y resistencia
axial intracelular, las que varian con el tamafio celular (Purves D et al., 2011). En este
trabajo se evallo las primeras dos propiedades pasivas en las neuronas piramidales de CA1
HPCv v, los distintos grupos no tienen diferencia significativa, por lo que, el consumo de
sucralosa no tendria efecto sobre el tamafio de estas neuronas.

La inyeccion de una corriente de carga negativa a la célula aumenta la separacion de
cargas a través de la membrana, lo que hace que se hiperpolarice, mientras que la inyeccion
de una carga positiva produce la despolarizacion de la membrana y si alcanza el potencial
minimo para activar conductancias cationicas (umbral) se genera un potencial de accién,
cuya amplitud no depende de la intensidad del estimulo. La relacién entre corriente y
voltaje permite estimar la excitabilidad de la célula al igual que el umbral de disparo
(Stewart M & Wong RK, 1993; Staff N et al., 2000). La figura 4D indica que dichos
parametros no presentan diferencia entre los grupos experimentales, por lo que si bien, el
tratamiento con sucralosa modifica el potencial de membrana en reposo, no afecta la

excitabilidad de las neuronas piramidales de CA1 HPCv.
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Una neurona piramidal recibe miles de contactos sinapticos excitatorios e
inhibitorios. El correcto funcionamiento del circuito depende de una actividad global
estable, donde las conductancias inhibitorias cumplen un rol fundamental en la regulacion
de la actividad del circuito (Sohal VS & Rubenstein JL, 2019). En el hipocampo las
interneuronas corresponden entre un 10- 15% de la poblacién neuronal, las que
proporcionan entradas sinapticas GABAérgicas, es decir, hiperpolarizan la membrana
celular, a través de flujo de CI- o K* tras la activacion de receptores GABA en la neurona
post-sinaptica (Pelkey KA et al., 2017). La administracién de sucralosa produce una
disminucion en la frecuencia de las corrientes sIPSC y mISPC sin afectar la amplitud de
estos (figura 5), lo que en primera instancia sugiere que puede existir una alteracion pre-
sindptica relacionada con la liberacion de las vesiculas que contienen el neurotransmisor. A
través de la PPRes posible evaluar la probabilidad de liberacion del neurotransmisor y
establecer si fendmenos pre-sinapticos estan involucrados a los resultados anteriores. La
relacion de la ePSC del segundo pulso respecto al primero, permite establecer si hay una
depresion o facilitacion por pulsos pareados. En el caso de las sinapsis inhibitorias, se
observa un fendmeno de depresion, lo que esta asociado a una alta Pr ya que, con el primer
pulso de corriente aplicado, se liberan la mayoria de las vesiculas que contienen el
neurotransmisor, generando una elPSC mayor que la obtenida tras aplicar el segundo
pulso, por lo que, las propiedades de las vesiculas y la presencia de Ca*?, necesario para la
exocitosis de estas, son factores pre-sinapticos relevantes para la depresion por PP (Jiang L
et a., 2000; Blitz D, Foster KA& Regehr W, 2004; Regehr W, 2017). Los resultados
presentados en la figura 6A sefialan que no hay diferencias en la PRR de las elPSC entre
los distintos grupos, por lo que, la disminucion de la frecuencia en los eventos espontaneos

no responde a mecanismos pre-sinapticos.
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El numero de sitios de liberacion que conectan dos neuronas es transcendental para
incrementar la probabilidad de que la neurona post-sinéptica genere un potencial de accion
y, a través la relacion entre amplitud y frecuencia de los sIPSC y mIPSC, es posible
estimarla (Hsia AY et al., 1997). Riebe I. & Hanse E. estimaron el nimero de contactos
(sinapsis funcionales) entre interneuronas y neuronas piramidales de hipocampo a través
del indice de multiplicidad, el cual es en promedio de 2 (Riebe | & Hanse E, 2012),
resultado semejante obtenido en los distintos grupos experimentales. Dado que no existen
cambios en la probabilidad de liberacion ni en las sinapsis funcionales, pero si en la
frecuencia de las corrientes espontaneas dependientes e independientes del PA, es probable
que el ndmero de neuronas GABAérgicas se encuentre disminuida (figura 9). En la
actualidad, solo dos estudios han evaluado el dafio neuronal en hipocampo tras el consumo
de sucralosa, en los que cuantifican el nimero de neuronas, no obstante estos resultados no
diferencia entre neuronas piramidales y GABAérgicas, por lo que, podria la posible
disminucion de neuronas GABAérgicas podria estar enmascarado (Alabastro-Villareal LM

etal., 2016, Erbas O et al., 2018).

Control LGG Sucralosa

Figura 9. Esquema simplificado de los efectos de sucralosa. El esquema ilustra el posible efecto del
consumo de sucralosa sobre la conectividad y transmisidn inhibitoria sobre las neuronas piramidales en
CA1 de HPCv. El nimero de contactos sinapticos (rojo) no se ve modificado por el consumo, sin embargo
si el nUmero de interneuronas.
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Howard MA y colaboradores hipotetizan que al existir una disminucion en la
eficacia en las sinapsis inhibitorias en hipocampo conlleva a un circuito excitatorio
compensando, por lo que, el circuito puede ser susceptible a la hiperexitabilidad frente a un
estimulo fuerte (Howard MA, Rubenstein JL & Baraban SC, 2014). En el estudio de de-la-
Cruz y colaboradores, evaluaron el efecto del consumo de Splenda® (sucralosa comercial)
en la actividad neuronal a través de la expresion de c-Fos, la cual incrementa en
hipocampo (de-la-Cruz et al.,2018). El andlisis de la actividad espontanea exitatoria en las
neuronas piramidales de CA1 HPCv de los animales que consumieron sucralosa revela un
incremento en la frecuencia de los eventos espontaneos, sin embargo, no es
estadisticamente diferente (figura 7B), lo que puede ser producto de tamafio muestra
reducido. De igual forma al aplicar un protocolo de PP en neuronas individuales no se
observan diferencia en la PPR (n=4), no obstante, cuando se aplica el mismo protocolo y
se registran los potenciales post-sinapticos en un grupo neuronal se observa un fendmeno
de depresion por pulsos pareados, lo que indica que incrementa la probabilidad de
liberacion del neurotransmisor (figura 7C). La diferencia de lo observado en una neurona
individual y el grupo neuronal se puede deber que al suponer una disminucién en el nimero
de sinapsis GABAérgicas y no en el nimero de contactos sinapticos es probable que las
neuronas individuales registradas no se observe el fendmeno, mientras que al registrar los
potenciales de un grupo de neuronas se observa el efecto global que tiene esta disminucion

en el namero de sinapsis.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha sugerido la reduccion en la ingesta
de azucar, lo que ha conllevado a que el consumo de ENC incremente (World Health

Organization, 2015). En Chile la dosis maxima permitida por el Reglamento Sanitario de
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Salud (RSA) es de 15 mg/Kg y estudios realizados entre el 2011 y 2015 la poblacién no
supera dicha ingesta (Martyn D et al., 2018), sin embargo, en el 2016 se publicé la nueva
Ley de Etiquetado de Alimentos y Publicidad (Ley N° 20.606), lo que ha llevado a la
industria alimentaria a incrementar el uso este aditivo. En este sentido, y a raiz de los
resultados obtenidos, se hace necesario cuestionar el real impacto del consumo de

sucralosa en la salud de sus consumidores que van desde nifios hasta adultos mayores.
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CONCLUSION

Los resultados de esta investigacion no permiten evaluar el efecto del consumo de
LGG sobre la transmision inhibitoria en CALl de HPCv de ratas Sprague-Dawley producto
de la presencia de sucralosa (vehiculo) en la administracion del probiotico. Sin embargo,
este trabajo entrega las primeras evidencias electrofisiologicas de los efectos del consumo
de sucralosa en ratas adultas, donde se observo que el potencial de membrana de las
neuronas piramidales de CAl en HPCv estd mas despolarizado en comparacion al grupo
control, pero no se observaron cambios en otras propiedades eléctricas de dichas neuronas.
Por otro lado, la ingesta de sucralosa también tiene efectos sobre la frecuencia de los
eventos de sIPSC y mIPSC, lo que sugiere fuertemente que la ingesta de este edulcorante
artificial tiene un impacto en la transmision inhibitoria de hipocampo ventral.
Adicionalmente, en las fEPSP se observa una disminucion en la razén de PP (depresion) lo
que se condice con lo anterior.

Estos nuevos antecedentes son importantes para seguir realizando estudios en el
area dado que el consumo de sucralosa, al no tener aporte calérico, ha incrementado en la

poblacion chilena tras la aprobacion de la actual ley de etiquetados.
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