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Abstract

Recent studies suggest that excessive consumption of fructose is involved in alterations at the level of the
cortex and/or hippocampus, areas that are responsible for language comprehension, memory and learning.
In this paper, we study the effect of supplementation with 10% (w/v) glucose or fructose in drinking water
for seven months on insulin signalling pathways in the cortex and the emergence of cognitive disorders in
female rats. The results show that while glucose provides the same amount of calories, only the rats supple-
mented with fructose showed a reduction in the levels of key proteins in the insulin signalling pathway in
the cortex and in the levels of the neurogenic protein BDNF, along with cognitive alterations observed in the
novel object recognition test. Therefore, we conclude that these changes occur due to additional mecha-
nisms to caloric excess.
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Resumen

Estudios recientes sugieren que el consumo excesivo de fructosa estd involucrado en alteraciones a nivel de
cértex y/o hipocampo, dreas responsables de la comprension del lenguaje, la memoria y el aprendizaje. En el
presente trabajo se estudia el efecto de la suplementacién con fructosa o glucosa al 10% (p/v) en el agua de
bebida durante 7 meses en las vias de sefializacidn de la insulina en cértex y la aparicién de alteraciones cog-
nitivas en ratas hembra. Los resultados muestran que, aunque la glucosa aporta la misma cantidad de calo-
rias, solo las ratas suplementadas con fructosa presentan una reduccion en los niveles de proteinas clave en
la via de sefalizacion de la insulina en cortex y en los niveles de la proteina neurogénica BDNF, junto con una
alteracion cognitiva observada en la prueba de reconocimiento de objetos nuevos. Por lo tanto, se puede
concluir que dichas alteraciones se producen debido a mecanismos adicionales en exceso calérico.

Palabras clave: fructosa, bebidas edulcoradas, alteraciones cognitivas, insulina.

Resum

Estudis recents suggereixen que el consum excessiu de fructosa esta involucrat en alteracions a nivell de cor-
tex i/o hipocamp, arees que son responsables de la comprensié del llenguatge, la memoria i 'aprenentatge.
En el present treball s’estudia I'efecte de la suplementacié amb fructosa o glucosa al 10% (p/v) en l'aigua de
beguda durant set mesos sobre les vies de senyalitzacié de la insulina en cortex i I'aparicié d’alteracions cog-
nitives en rates femella. Els resultats mostren que, tot i que la glucosa aporta la mateixa quantitat de calories,
només les rates suplementades amb fructosa presenten una reduccio en els nivells de proteines clau en la via
de senyalitzacio de la insulina en cortex i en els nivells de la proteina neurogénica BDNF, juntament amb una
alteraciod cognitiva observada en la prova de reconeixement d’objectes nous. Per tant, es pot concloure que
les esmentades alteracions es produeixen a causa de mecanismes addicionals a I'excés caloric.

Paraules clau: fructosa, begudes edulcorades, alteracions cognitives, insulina.
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1. Introduccié

La fructosa o levulosa és un dels dos monosacarids més comuns en la natura. Es troba en
fruites, mel, verdures i en unid a la moléecula de glucosa, formant aixi la sacarosa, el sucre
de taula comu. Tot i tenir la mateixa férmula empirica que la glucosa (C6H1206), essent
isomers, no coincideixen en el seu metabolisme. En les ultimes décades s’ha observat un
notable augment en la prevalenca d’obesitat i, consegiientment, de sindrome metaboli-
ca fins a unes algades preocupants, sobretot en paisos desenvolupats com els Estats
Units i altres paisos occidentals (Malik et al., 2006). Aquest increment esta relacionat
amb dietes hipercaloriques i amb la manca d’activitat fisica, factors clau per entendre
I’elevada incidéncia de les malalties metaboliques que a continuacid s’exposen. Perd no
només es tracta de I'increment en el consum de calories, sind també dels canvis en els
tipus de nutrients ingerits. Un dels canvis alarmants és el consum excessiu de productes
amb sucres afegits, essent com és la fructosa un dels sucres més destacables. S'ingereix
mitjancant begudes edulcorades, menjars prefabricats i pastisseria industrial i, com indi-
cava, aquest elevat consum sembla estar relacionat amb malalties com 'obesitat, la dis-
lipidemia, el fetge gras, la diabetis mellitus tipus 2 i amb alteracions cognitives, entre
d’altres (Bray et al., 2004; Gross et al., 2004; Welsh et al., 2011).

A mesura que avancem en edat, la proliferacié de les céllules disminueix, fet que
provoca una disminucié del desenvolupament de les neurones i que afecta la memoria
espacial. Es per aixod que se sospita de factors externs, com la dieta, com a responsables
d’aquesta distorsid. Un cop més, no es tracta només del fet que la dieta sigui hipercalo-
rica, sind del consum excessiu de determinats components que en formen part, amb
especial atencio, en el meu cas, a la fructosa (Van der Borght et al., 2011).

Tot i que actualment els estudis existents en aquest aspecte sdn molt primerencs,
hi ha algunes evidéencies que indiquen que rates alimentades amb dieta a base de fruc-
tosa presenten alteracions en la memoria (Stranahan et al., 2009; Stephan et al., 2010;
Lakhan i Kirchgessner, 2013). La resisténcia a la insulina és un dels mecanismes que
sembla jugar un paper molt important en les alteracions cognitives (Jurdak i Kanarek,
2009; White et al., 2010; Ross et al., 2012; Yin et al., 2014), i acostuma a implicar altera-
cions en els mediadors intracel-lulars d’aquesta hormona. El receptor de la insulina (IR)
és una glucoproteina amb activitat tirosina cinasa que, en ser estimulat pel seu lligand,
s’autofosforila en els residus tirosina. 'autofosforilacio inicia una cascada de senyalitza-
cié mitjancant la via de les quinases activades per mitogens (MAPK) i la via de la fosfa-
tidilinositol 3-cinasa (PI3K). La transduccié de senyals de la via PI3K s’inicia quan el re-
ceptor IR es troba autofosforilat i fosforila la proteina insulin receptor substrate (IRS). La
proteina IRS presenta quatre isoformes, entre les quals, les més importants en la regu-
lacié del metabolisme de la glucosa sén IRS-1 i IRS-2. Les IRS fosforilades en posicid ti-
rosina s’associen a la cinasa PI3K i I'activen, amb la qual cosa provoquen la fosforilacié
de la proteina quinasa B (PkB, també anomenada AKT). LAKT fosforilada activa la fosfo-
rilacio d’altres substrats (GSK-38, FoxO1, etc.) i déna lloc als efectes fisiologics de la in-
sulina.

D’altra banda, les alteracions cognitives es relacionen també amb una reduccié en
els nivells de diverses proteines neuronals, com per exemple el brain-derived neuro-
trophic factor o BDNF (Agrawal i Gdmez-Pinilla, 2012). La BDNF és una proteina produida
per les neurones i la seva activitat esta directament relacionada amb la neuronal: col-
labora en la plasticitat neuronal i contribueix als diferents mecanismes cel-lulars i mole-
culars relatius a la formacié i la funcié sinaptica, aixi com al creixement neuronal i
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dendritic. S’ha observat que els nivells cerebrals de BDNF solen ser directament propor-
cionals al rendiment cognitiu dels animals d’experimentacié (Stranahan et al., 2009;
Mattson, 2010).

La hipotesi del present treball és que la suplementacid cronica (set mesos) amb
fructosa liquida 10% (p/v) en rates femella altera la regulacié del metabolisme —resis-
téncia a la insulina— i els processos cognitius —memoria i aprenentatge— a causa de
mecanismes diferents de I'excés caloric i, per tant, propis de la fructosa i no daltres su-
cres com la glucosa. Per tal de verificar aquesta hipotesi, s’han utilitzat rates Sprague-
Dawley femella, la dieta de les quals ha estat suplementada amb fructosa o glucosa 10%
(p/v) en l'aigua de beguda durant set mesos i s’"ha determinat si aquests suplements han
produit alteracions metaboliques i cognitives, i si es poden relacionar amb alteracions de
la via de senyalitzacid de la insulina en cortex.

2. Materials i métodes
2.1. Disseny de l'estudi i obtencio de mostres

Per a aquest treball s’han utilitzat 36 rates femella Sprague-Dawley (Harlan Interfauna
Ibérica, Sant Feliu de Codines, Barcelona) que s’han mantingut amb dieta (pinso Har-
lan 2014) i beguda ad libitum, condicions d’humitat i temperatura constants i un cicle
de dotze hores de llum/foscor dia/nit durant set mesos. Les 36 rates van ser dividides
aleatoriament en tres grups de tractament de 12 rates cadascun: control, alimentades amb
una dieta estandard, sense cap suplement en la beguda; fructosa, alimentades amb una
dieta estandard complementada amb fructosa 10% (p/v) en l'aigua de beguda, i gluco-
sa, alimentades amb una dieta estandard complementada amb glucosa 10% (p/v) en
I'aigua de beguda, aportant-los les mateixes calories que el suplement de fructosa.

Durant els set mesos que va durar I'estudi es va controlar la ingesta de dieta solida
consumida setmanalment, i de beguda ingerida tres cops per setmana, per cada gabia
(contenint dues rates). També es va mesurar el pes de tots els animals un cop cada dues
setmanes. Just abans de finalitzar els set mesos de tractament, es va procedir a realitzar
el test de tolerancia a la glucosa a tots els animals després de sis hores en deju i les pro-
ves cognitives corresponents.

Finalitzat el tractament, els animals es van deixar en deju 12 hores i es van aneste-
siar amb una solucié de ketamina (Imalgene de Merial): xilazina (Rompun® de Bayer)
(90:10 mg/kg pes). Es van obtenir mostres de sang a partir d’'una incisid a la cua per tal
de determinar els nivells plasmatics de triglicérids mitjancant tires reactives i el gluco-
metre Accutrend® Plus de Roche.

De les dotze rates de cada grup, quatre es van sacrificar per decapitacié i es van
destinar en exclusiva a la perfusio de I'encefal per a posteriors assaigs d'immunohistoqu-
imica (no realitzats en el present treball). Les vuit restants es van sacrificar per exsangui-
nacio per a 'obtencio de mostres de plasma i cervell.

Tot I'estudi es va desenvolupar segons les pautes del Comité de Bioética de la
Universitat de Barcelona, descrit en la Llei 5/1995 del 21 juliol de la Generalitat de
Catalunya.
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2.2. Test de novel object recognition

El test de Novel Object Recognition es basa en la preferéncia que presenten les rates per
explorar objectes nous respecte a d’altres que ja coneixen. Per dur a terme aquest test,
es mesura i es compara el temps que cada rata dedica a explorar cada objecte —proxi-
mitat, olfacte o tacte fisic (Antunes i Biala, 2012).

Lestudi es va desenvolupar amb una caixa de dimensions 30 x 70 x 70 cm que es
neteja amb una solucié d’etanol abans de fer entrar I'animal. El test, que va tenir una
duracié de quatre dies, consta de tres parts: I’habituacio, la familiaritzacié i el test pro-
piament dit a dos temps.

L'habituacié es va desenvolupar el primer i el segon dia. Es va posar I'animal dins
de la caixa durant deu minuts, sense la preséncia de cap objecte, fent aixi que I'animal
s’habitués a I'entorn. La familiaritzacié es va desenvolupar el tercer dia. Es van col-locar
simetricament dos objectes idéntics i amb 'espai suficient per permetre a I'animal I'ac-
cés lliure i es va introduir I'animal dins la caixa, entre els dos objectes, permetent-li I'ex-
ploracid durant deu minuts. El test a dues hores, tal com indica, es va desenvolupar just
dues hores després de la familiaritzacié de les rates. Lobjectiu és estudiar la memoria a
curt termini. Es va substituir un dels objectes de la fase de familiaritzacié per un objecte
diferent. A continuacid, es va introduir la rata dins la caixa, entre els dos objectes, i com
amb anterioritat es va registrar la seva reaccié i el temps d’exploracié davant la situacié
d’objecte desconegut. El test a 24 hores es va desenvolupar just 24 hores després de la
familiaritzacio de les rates. En aquest cas, I'objectiu és I'estudi de la memoria a llarg ter-
mini. Es va substituir un dels objectes de la fase de familiaritzacié per un de diferent a
aquest i al presentat en el test de dues hores, que resultaria desconegut per a I'animal
que recordés els objectes del dia anterior. De la mateixa manera, es permet I'exploracié
durant 10 minuts i es registra la reaccié dels animals.

2.3. Test de tolerancia a la glucosa (ttg) i determinacio dels nivells d’insulina

Una setmana abans del sacrifici es va realitzar el TTG. Les rates es van deixar en deju
6 hores i, a continuacid, se’ls va administrar una solucié de 0,4 g de glucosa anhidra (Sig-
ma) / mL de sérum (0,9% NaCl de Sigma) per via intraperitoneal (IP) (2g/kg de pes de
rata). Es van utilitzar agulles 25 G (BD Microlance TM 3) i xeringues d’1 mL (BD Plasti-
pakTM). En els temps 0, 15, 30, 60, 90 i 120 minuts es van obtenir mostres de sang a partir
d’una petita incisid a la cua i es va determinar la concentracio de glucosa en sang amb
tires reactives i amb el glucometre Accutrend® Plus de Roche.

A fii efecte d’estudiar la variacio dels nivells d’insulina postadministracié del bol IP
de glucosa, es van prendre mostres de sang a temps 0, 15 i 120 minuts, a partir de les
quals es va preparar plasma. Posteriorment, es van determinar els nivells d’insulina en
aquestes mostres per la tecnica ELISA (Enzymed-Linked Immuno Sorbent Assay).

2.4. Técnica de western blot
Per preparar els extractes de proteina total es va homogeneitzar la mostra de teixit (cor-

tex) amb la de tampd de lisi mitjancant un homogeneitzador tissular eléctric (Polytron®
PT 10-35) durant vint segons. La composicié del tampo de lisi és la seglient: Tris-HCI| pH
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7.5 20 mM; NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaF 100 mM, Igepal® 1% (v/v),
pirofosfat sodic (NaPPi) 2 mM, fluorur de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, leupeptina
2 ug/mL, ortovanadat sodic (Na3V0O4) 1 mM, aprotinina 2.5 pg/mL. Posteriorment, I'ho-
mogenat es va sotmetre a incubacid dues hores a 42 C en un agitador orbital. A continu-
acio es va centrifugar durant quinze minuts a 15.000 x g a la mateixa temperatura i es va
recuperar el sobrenedant. La concentracié de proteina en I'extracte es va determinar
seguint el metode de Bradford.

Extractes de proteina total (30 pg) es van sotmetre a electroforesi en gel de
poliacrilamida 10%. Les proteines es van transferir a membranes de PVDF (Millipore,
Bedford, MA) i les membranes es van bloquejar una hora a temperatura ambient en TBS-
T 0,1% (Tris Buffered Sali amb Tween® 20). Posteriorment, es va procedir a incubar les
membranes amb 'anticos primari corresponent, durant tota la nit en tampdé TBS-Ta 42 C
i agitacid suau, i després amb I'anticos secundari, durant 1 hora a temperatura ambient i
agitacio suau. La deteccid es va realitzar amb el sistema de quimioluminescéncia ECL. Les
membranes es van incubar també amb un anticos contra la B-actina, utilitzada com a
control per a assegurar la carrega de la mateixa quantitat de proteina entre les diferents
mostres. La mida de les proteines detectades es va estimar utilitzant estandards de
pes molecular.

2.5. Métode de bradford

Per a la determinacié de la concentracié de proteina es va utilitzar el métode de Bradford
(Bradford, 1976) adaptat a la lectura en microplaca. Es tracta d’'un metode colorimetric
basat en el fet que I'absorbancia maxima de la solucié acida Coomassie Blue G-250 can-
via de 465 a 595 nm quan té lloc la unié a la proteina en qgliestié, moment en qué la co-
loracié marronosa vira a un to blavds. La concentracié de proteina es determina per in-
terpolacié en una recta de calibrat preparada amb albumina serica bovina (BSA, Sigma)
com a patré (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 pg/pL).

En cada pou de la microplaca es van disposar 10 uL de la solucié patré o de la mos-
tra, i s’hi van afegir 190 pL del reactiu de Bradford (Bio-Rad Protein Reagent), prévia di-
lucié 1/5 amb aigua bidestillada. Després de deixar reaccionar els reactius durant 10
minuts, es va determinar I'absorbancia a 595 nm amb un espectrofotometre de micro-
placa (Bio-Rad Benchmark Plus).

2.6. Analisi estadistica

Les dades zoometriques i de consum s’expressen com la mitjana dels valors o com 'area
sota la corba (AUC) £ desviacié estandard per a n = 12 mostres per cada grup. Les dades
dels nivells de proteines en cortex corresponen a la mitjana dels valors * desviacid
estandard per a n =4 (control) i n =5 (glucosa i fructosa) mostres. Els resultats han estat
tractats amb el programa GraphPad InStat a través d’una analisi estadistica mitjancant el
test ANOVA, parametric o no segons correspongui, seguit del test de Bonferroni, per
determinar les diferéncies entre els grups. Les diferéncies es consideren significatives
per p <0,05.
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3. Resultats
3.1. Consum de beguda, dieta solida i ingesta calorica

Al llarg del tractament es va realitzar un seguiment del consum de dieta solida i de beguda
dels animals. En la figura 1 es mostra la quantitat de beguda consumida pels animals del
tres diferents grups —control, fructosa i glucosa—, expressada com l'area sota la corba
(AUC). S'observa un increment de 2,6 vegades aproximadament en la quantitat de beguda
consumida pel grup suplementat amb la solucié 10% (p/v) de glucosa i un increment de
3,1 vegades si fa no fa en la quantitat d’aigua beguda pel grup suplementat amb la solucié
10% (p/v) de fructosa. En la figura 2 es mostra la ingesta de la dieta solida pels animals
dels tres diferents grups, expressada novament com l'area sota la corba (AUC). S'observa
una disminucioé de la ingesta en el grup de rates tractades amb glucosa i fructosa.
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Figura 1. Beguda consumida expressada com  Figura 2. Dieta solida consumida expressada
I'area sota la corba (AUC). Resultats expressats com l'area sota la corba (AUC). Resultats expres-
com la mitjana = SD per n = 12 animals/grup.  sats com la mitjana = SD per n = 12 animals/
Analisi estadistica one-way ANOVA i posttest grup. Analisi estadistica one-way ANOVA i
Bonferroni. (***)P < 0,001 vs. CT. posttest Bonferroni. (***) P< 0,001 vs. CT.

Tenint en compte que la fructosa aporta 4 Kcal/g i la dieta estandard 3,1 Kcal/g, es
pot observar que la reduccié d’ingesta de dieta solida no ha estat suficient per a com-
pensar l'increment caloric aportat a partir de la ingesta tant de fructosa com de glucosa
en solucions del 10% (p/v) cadascuna (figura 3).

Figura 3. Valors d’ingesta calorica total, expressada
com a AUC Kcal ingerides en set mesos per n =12
animals. Les barres blanques corresponen a Kcal
gue provenen de la dieta solida; les negres,

de la beguda. Analisi estadistica one-way ANOVA

i posttest Bonferroni. (***) P < 0,001 vs. CT.

3.2. Consum de beguda, dieta sdlida i ingesta calorica

En la figura 4 es mostra el pes corporal dels animals dels tres diferents grups, expressat com
AUC. Pot observar-se que havent-hi un augment en la quantitat de beguda, una reduccié en
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laingesta de la dieta solida i un augment de les quilocalories totals ingerides, el pes corporal
s’ha mantingut en el grup de rates suplementades amb la solucié 10% (p/v) de glucosa, pero
ha augmentat 1,1 vegades en el grup que va rebre la solucié 10% (p/v) de fructosa.

Figura 4. Pes corporal dels animals, expressat
com l'area sota la corba (AUC). Resultats
expressats com la mitjana £ SD pern =12
animals. Analisi estadistica one-way ANOVA

i posttest Bonferroni. (*) P < 0,05 vs. CT.

3.3. Parametres plasmatics

A partir de les mostres de plasma obtingudes es van determinar els nivells de glucosa, insu-
lina i triglicérids. Com s’observa en la figura 5, els nivells de glucosa en sang després de 12
hores en deju no van mostrar diferéncies significatives en cap dels grups de tractament. En
canvi, la concentracié d’insulina en sang es veu augmentada 1,7 vegades aproximadament
en el grup fructosa respecte al grup control (figura 6). Pel que fa als nivells plasmatics de
triglicérids, existeixen diferencies respecte al grup control en el grup d’animals tractats amb
la solucié 10% (p/v) de fructosa. Laugment és d'1,7 vegades, aproximadament (figura 7).

1751
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a 7.
2 . .z Y .
2 50 Figura 5. Concentracid plasmatica de glucosa

25 (mg/dL). Resultats expressats com la mitjana

0 . : + SD per n =12 animals. Analisi estadistica
Control Glucosa Fructosa . .
one-way ANOVA i posttest Bonferroni.
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Figura 6. Concentracié plasmatica d’insulina  Figura 7. Concentracié plasmatica de triglicérids
(ng/mL). Resultats expressats com la mitjana  (mg/mL). Resultats expressats com la mitjana

1 SD per n = 12 animals. Analisi estadistica 1 SD per n = 12 animals. Analisi estadistica
one-way ANOVA i posttest Bonferroni. one-way ANOVA i posttest Bonferroni.
(**)P<0,01vs.CT. (***) P < 0,001 vs. CT. (###) P < 0,001 vs. GLU.
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3.4. Test de tolerancia a la glucosa

En acabar el tractament es va realitzar el test de tolerancia a la glucosa. Tots els grups
van presentar una tendéncia molt similar, malgrat que en el temps més llarg (120 mi-
nuts) el grup fructosa presenta nivells plasmatics de glucosa significativament més alts
(figura 8A). Tot i aixi, els valors d’AUC no es modifiquen significativament (figura 8B).

A B
30000+

20000 —l_ .

10000

AUC Concentracio glucosa
(mg/di/A20 min)

T T
Control Glucosa Fructosa

Figura 8. Representacié grafica de 'AUC de la concentracié plasmatica de glucosa al final
del TTG (A) i als diferents temps del TTG, expressada en mg/dL (B). Resultats expressats
com la mitjana £ SD per de n = 9 rates en el grup control i n = 12 rates en els grups glucosa
i fructosa. Analisi estadistica one-way ANOVA i posttest Bonferroni. (*) P < 0,05 vs. CT.

També es van determinar els nivells d’insulina a temps 0, 15 i 120 minuts després
de I'administracio IP de glucosa. La concentracié plasmatica a temps 0 minuts és 1,8 ve-
gades aproximadament superior en el grup d’animals tractats amb la solucié 10% (p/v)
de fructosa respecte als altres dos grups. Al temps 15 minuts, els nivells del grup fructo-
sa es troben per sobre dels del grup control i glucosa, 1,5 i 2,4 vegades aproximadament,
respectivament. Al temps 120 minuts no es manifesten diferéncies estadisticament sig-
nificatives, pero, tot i aixi, els nivells de fructosa son superiors als dels altres dos grups de
tractament (figura 9A). En la figura 9B, 'AUC dels valors plasmatics d’insulina en finalitzar
el TTG es mostren augmentats 1,5 i 2,0 vegades aproximadament en el grup fructosa
respecte al grup control i al grup glucosa, respectivament.

R
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Figura 9. Representacid grafica de 'AUC de la concentracid plasmatica d’insulina al final
del TTG (A) i als diferents temps del TTG, expressada en ng/dL (B). Resultats expressats
com la mitjana = SD per n = 9 rates en el grup control i n = 12 rates en els grups glucosa
i fructosa. Analisi estadistica one-way ANOVA i posttest Bonferroni. (*) P < 0,05 vs. CT.
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3.5. Novel object recognition

Els resultats de test sdn una bona eina per a assenyalar cientificament, sota estudis ex-
perimentals, si hi ha una relacié certa entre els danys ocasionats en el cervell a nivell
d’hipocamp i cortex amb l'alteracié de la memoria. Els resultats d’aquest test s’expressen
com a index de discriminacié (ID), que es calcula segons el temps que els animals passen
explorant cada objecte amb la férmula segiient:

_ temps objecte desconegut—temps objecte conegut
"~ temps objecte desconegut+temps objecte conegut

A continuacid es mostren els resultats obtinguts en rates després de set mesos de
tractament. Al final de I'estudi, en el test realitzat dues hores després de la familiaritza-
cio, s'aprecia com el grup fructosa manifesta diferencies (en la figura 10A), tenint un ID
reduit de manera significativa respecte als altres dos grups. De manera molt semblant
succeeix 24 hores després de la familiaritzacié: s’observa que el grup fructosa ha obtin-
gut un ID inferior al del grup glucosa (figura 10B).

A B
0.4 4 0.41
0 o
8 E
£ 0.31 1 £ 034 I
£ E
= £
2 0.2 ## 2 0.2
T * ©
@ @
o o
» 0.1 0.1
@ @
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Control Glucosa Fructosa Centrel Glucosa Fructosa

Figura 10. Representacio grafica de I'ID del testa 2 h (A) i a 24h (B)
realitzats al final de I'estudi, expressats com la mitjana £ SD de n = 12 animals
en els tres diferents grups. Analisi estadistica one-way ANOVA i posttest Bonferroni.
(*) P <0,05vs. CT; (#) P <0,05, i (##) P < 0,01 vs. GLU.

3.6. Determinacio de proteines en cortex

Els resultats de les determinacions de proteines relacionades amb la senyalitzacié d’insu-
lina en mostres de cortex cerebral van fer evident la davallada en els nivells d’AKT-P en el
grup fructosa, sense que hi hagi modificacié en els nivells d’AKT-total. Els nivells d’IRS2
disminueixen en un 42,1% en el grup fructosa, tot i que la disminucié no és estadistica-
ment significativa. Pel que fa a proteines implicades en la neurogenesi, els nivells de BDNF
madur es redueixen un 51% en el grup fructosa i un 33% en el grup glucosa (figura 11).
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Figura 11. Representacio dels nivells de proteines AKT-P, AKT-total, IRS2 i BDNF madur.
Resultats expressats com la mitjana = SD per n = 4 rates en el grup control i n = 5 rates
en els grups glucosa i fructosa. Analisi estadistica one-way ANOVA i posttest Bonferroni.
(*)P<0,05,i(***) P<0,001vsCT, (#) P < 0,05 vs GLU.

(*)P<0,05 i (***)P<0,001 vs CT, (#) P<0,05 vs GLU. Analisi estadistica one-way ANOVA
i post-test Bonferroni.(*)P<0,05 vs. CT; (#)P<0,05 i (##)P<0,01 vs. GLU.

4. Discussio

Cada vegada més, el nostre estil de vida determina les malalties a les quals ens enfron-
tarem i, conseglientment, cada vegada més, caldran nous estudis per entendre la totali-
tat d’aquestes malalties i combatre les diferents alteracions del metabolisme. Els estils
de vida es veuen molt condicionats per la riquesa del pais, que marca la gran diferéncia
entre paisos subdesenvolupats, on menjar és Unicament una necessitat, i paisos desen-
volupats, on menjar és un plaer i fins i tot es menja sense demanda fisiologica. En aquest
segon cas és quan prenen importancia I'aspecte i les propietats organoléptiques. Es per
aquest motiu que es produeix un excés de consum d’edulcorants (Tappy i L&, 2010).

El nostre grup de recerca ha realitzat diferents estudis previs de suplementacioé de
glucosa i fructosa en rates a diferents temps de tractament (14, 28 i 56 dies). Els resultats
van mostrar una clara resisténcia a la insulina, I'esteatosi hepatica i la hipertrigliceride-
mia en rates suplementades amb fructosa (Roglans et al., 2007; Rebollo et al., 2014).
Complementant aquests estudis, hem dut a terme el tractament a set mesos, consum
cronic, per determinar els efectes metabolics i cognitius del consum d’aquest sucre. Cer-
tament, els resultats obtinguts mostren diferéncies entre els grups, que es discuteixen
a continuacio per ordre d’exposicio de I'apartat de resultats experimentals.

Els animals suplementats amb glucosa i fructosa han presentat un augment en el
consum de beguda respecte al grup control i han reduit el consum de dieta solida. Es
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molt probable que es tracti d’'un mecanisme compensatori de I'SNC de I'organisme que,
com es pot veure en la bibliografia consultada, pot ser un intent d’equilibrar les calories
totals consumides (Rebollo et al., 2014; Bursac et al., 2014). Malgrat aix0, la compensa-
cid no és total i es produeix un increment significatiu en les calories totals ingerides en
ambdods grups de carbohidrats respecte al grup control. No hi ha diferéncia entre les
calories totals consumides en els dos grups suplementats amb carbohidrats, de tal ma-
nera que qualsevol efecte que pugui presentar-se només en el grup fructosa sera Unica-
ment en resposta a mecanismes exclusius d’aquest sucre. Per exemple, el pes corporal
només pateix increment en el grup fructosa, fet que indica I'existéncia d’algun mecanis-
me adjacent a I'increment de calories ingerides.

En aquest punt cal destacar I'existencia de resultats contradictoris quant a aquesta
ultima variable (increment del pes corporal), ja que es veu altament afectada segons la
via d’administracio del carbohidrat (Ross et al., 2009) o la durada del tractament a curt
termini (Rebollo et al., 2014; Bursa¢ et al., 2014) o a llarg termini (Baena et al., 2014).

En relacido amb els parametres plasmatics, els nivells de triglicérids només es mos-
tren significativament elevats en el grup fructosa, fet que podria derivar en afectacions
cardiovasculars, ja que els elevats nivells de triglicérids constitueixen un factor de risc
cardiovascular. Quant a les concentracions plasmatiques de glucosa, no existeix variacié
en cap dels grups, pero si que hi ha hiperinsulinémia, un altre cop de forma exclusiva en
el grup fructosa. Molt en consonancia es mostren els resultats del TTG, en que les con-
centracions de glucosa son molt semblants en els tres grups postadministracié del bol IP
de glucosa, pero la corba és menys pronunciada en el grup fructosa, de manera que els
valors de glucemia al final del test sén més alts en aquest que en els altres. A més, els
nivells d’insulina al llarg del TTG sdn també significativament més alts en el grup fructosa
que en els altres dos. Aixo indica que, tot i que I'organisme dels animals suplementats
amb fructosa és capac¢ de mantenir la glucémia practicament en els nivells normals, ho
fa a expenses d’'una major secrecid d’insulina per part del pancrees. Es produeix, per
tant, un procés de resisténcia a la insulina i la hiperinsulinémia compensatoria que ante-
riorment comentava, fet que deixa intuir la ja estudiada relacié amb la diabetis mellitus
tipus 2 (Gross et al., 2004; Johnson et al., 2007).

Complementant I'estudi metabolic, en el present treball es van estudiar els efectes
de la suplementacié de fructosa i glucosa sobre parametres relacionats amb I’'SNC. S’es-
pecula que la fructosa pot produir alteracions en la memoria que poden estar relaciona-
des amb la resistencia a la insulina (Lakhan i Kirchgessner, 2013; Stranahan et al., 2009;
Agrawal i Gdmez-Pinilla, 2012; Kanoski i Davidson, 2012). Tenint en compte que haviem
pogut observar |'existencia de resistencia a la insulina en realitzar el TTG en les rates del
grup fructosa (tot i que parcialment compensada per la hiperinsulinémia), ens vam pro-
posar determinar si realment la suplementacié de fructosa produia alteracions en la
memoria i si hi havia una alteracié de la senyalitzacié de la insulina a nivell del cortex
cerebral que hi estigués relacionada. En efecte, els resultats del test de Novel Object
Recognition van demostrar que la memoria, tant a curt termini (2 h) com a llarg termini
(24 h), resulta reduida de forma exclusiva en el grup fructosa. De nou, es tracta d’un
efecte exclusiu de la fructosa i, per tant, independent o addicional a I'increment del con-
sum caloric, ja que no es déna en el grup suplementat amb glucosa.

Pel que fa a l'estudi de la via de senyalitzacié de la insulina en cortex, es mostra
com I'AKT-total no varia, perod si 'AKT-P, resultats que indiquen que la fructosa dificulta
I'activacio de I'AKT per fosforilacié. Els nivells proteics d’IRS2, una altra proteina clau en
la senyalitzacié d’insulina, disminueixen en el grup fructosa, encara que no de manera
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estadisticament significativa. Aquest fet pot ser degut al fet que el tractament de set
mesos no sigui suficientment llarg per alterar els nivells d’aquesta proteina. Tot i aixi, cal
dir que en estudis anteriors del nostre grup de recerca, tractaments curts (catorze dies o
dos mesos) sén suficients per a reduir els nivells d’IRS2 en el fetge (Rebollo et al., 2014;
Baena et al., 2016). Es possible que els efectes a nivell de I’SNC tardin més temps a de-
senvolupar-se o bé pot ser que si que hi hagi una disminucié d’IRS2 que no resulta signi-
ficativa atesa la dispersido mostral. En qualsevol cas, la reduccié en la fosforilacié d’AKT
deixa clar que existeix un impediment en la senyalitzacié d’insulina a nivell del cortex,
gue només es produeix en el grup fructosa i que podria relacionar-se amb l'alteracid cog-
nitiva que mostren els animals d’aquest grup en la prova del Novel Object Recognition.

Per tal d’investigar en els mecanismes que poden estar implicats en I'alteracié cog-
nitiva, es van determinar els nivells de la forma madura de BDNF, intentant aixi posar en
evidencia la relacio d’aquest factor amb el déficit de memoria (esmentat en I'apartat 4
de resultats bibliografics).

Els resultats van mostrar una disminucié dels nivells de BDNF madur en el grup
glucosa i una disminucié molt més intensa en el grup fructosa. Aixd suggereix que el
consum excessiu d'ambdés carbohidrats pot tenir repercussions negatives en el cortex
cerebral, tot i que el dany sembla ser superior en el cas de la fructosa, ja que hem pogut
demostrar una alteracié cognitiva funcional només en aquest grup mitjangant el test de
Novel Object Recognition.

5. Conclusions

El consum de fructosa al 10% (p/v) en beguda durant set mesos produeix hiperinsulinémia
i hipertrigliceridemia i altera les vies de senyalitzacié de la insulina en cortex de rates fe-
mella, mentre que la glucosa, en condicions equicaloriques, no provoca aquestes altera-
cions. A més, només en el grup suplementat amb fructosa s’afecta la memoria —segons el
test de Novel Object Recognition— i es redueixen els nivells d’'un marcador de neurogene-
si en cortex cerebral, BDNF. Tenint en compte que el consum caloric ha estat igual, pero
que les alteracions del metabolisme i dels processos cognitius de memoria i aprenentatge
només es produeixen en els animals suplementats amb fructosa, es pot concloure que les
esmentades alteracions tenen lloc a causa de mecanismes addicionals a I'excés caloric
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