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1. RESUMEN

La obesidad es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, esta condicion se
ha relacionado con un aumento de riesgo en las enfermedades relacionadas con la
hipertension, hipertrigliceridemia, hiperglucemia, resistencia a la insulina y las
enfermedades del corazon, recientemente, algunos hallazgos también indican que la
obesidad puede comprometer las capacidades cognitivas, en particular aquellas
relacionadas con los procesos de memoria y aprendizaje.

El raton de los volcanes, Neotomodon alstoni mantenido en cautiverio desarrolla obesidad,
en un alto porcentaje de animales, sin necesidad de una dieta especifica, siendo ésta méas
severa en las hembras. El objetivo de este trabajo fue evaluar el desempefio nictemeral en la
prueba de laberinto acuatico de Morris (LAM) en las hembras N. alstoni y determinar si la
condicion de obesidad tenia efectos sobre el aprendizaje y la memoria espacial (lo que
incluye la identificacion, codificacién, almacenamiento y recuperacion de la informacion
sobre la disposicion de los objetos o rutas especificas) a corto y largo plazo. Para ello se
emplearon dos grupos de hembras adultas: el primero conformado por 8 controles (entre
40-54 g) y 10 obesas (84-104 g, 8-11 meses de edad); el segundo grupo constdé de 6
controles (entre 36-55 g) y 5 obesas (70-80 g, 12-15 meses de edad). Ambos grupos se
mantuvieron en condiciones LO 12:12, agua y comida ad libitum. La prueba de adquisicion
consistié en cuatro ensayos por dia durante cuatro dias consecutivos, con un intervalo de 15
minutos entre cada ensayo. La retencion o consolidacion de la memoria se evalué 24 horas
después de la dltima adquisicion con plataforma ausente y la memoria a largo plazo se
determind en el quinceavo dia del experimento. Las pruebas se realizaron en dos fases
opuestas a cada grupo: a medio dia (fotofase) y a media noche (escotofase) invirtiendo el
orden de inicio para cada grupo. Adicionalmente, se evalud si existia alguna correlacion
entre los niveles de glucosa y triglicéridos (TG) con la eficiencia en el desempefio de la
prueba.

Los resultados obtenidos indicaron que la condicién de obesidad disminuye el aprendizaje y
la memoria a corto plazo. La hora del dia en que se realiz6 la prueba no pareci6 afectar el
desempefio de la misma, sin embargo hay una tendencia a realizar mejor la tarea de
consolidacién de la memoria y el aprendizaje durante la escotofase. Los animales
presentaron retencion 24 horas posteriores a la adquisicion de la prueba y diez dias fueron
suficientes para que N. alstoni reflejara déficits en la memoria a largo plazo. Finalmente, en
estudios previos y en desarrollo, se ha encontrado que las hembras obesas muestran altas
concentraciones basales de TG y glucosa, por lo que hay la posibilidad de que exista una
correlacion entre los niveles altos de estos parametros respecto al desempefio en la prueba
en animales con mayor rango de peso, que pudieran causar un dafio fisiologico en el
proceso de aprendizaje y memoria espacial.

Apoyado por PAPIIT IN202808



2. INTRODUCCION

En los seres humanos los mecanismos mas importantes a través de los cuales el medio
altera la conducta son el aprendizaje y la memoria. El aprendizaje es un proceso de
adquisicién por el que se incorporan nuevos conocimientos y/o nuevas conductas y formas
de reaccionar al ambiente, mientras que la memoria es el proceso mediante el cual, el
conocimiento es codificado, almacenado y posteriormente recuperado. Ambos, son
procesos psicoldgicos y fisioldgicos intimamente relacionados (interdependientes) a través
de los cuales los organismos manejan y elaboran la informacion proporcionada por los

sentidos (percepcion) (Kandel, et al., 2000).

2.1. MEMORIA

La memoria es una red de funciones complejas que se relacionan entre si para el manejo de
informacion y su proposito es clasificar, codificar, almacenar y recuperar informacion
relevante para el sujeto. Se clasifica en dos sistemas (figura 1): memoria a corto plazo y
memoria a largo plazo, ésta Gltima a su vez se divide en memoria declarativa (explicita),
referente a la informacién que convencionalmente se transmite 0 se expresa y en la
memoria de procedimiento o no declarativa (implicita), que representa la informacion
motora y las habilidades de percepcion que no pueden ser transmitidas oralmente (Tulving
y Markowitsch, 1998, Rains, 2004). Por otro lado, la memoria espacial es un tipo de
memoria que no puede ser asignada estrictamente a uno de estos sistemas de clasificacion,
ya que en ella se incluyen aspectos de ambas (Moscovitch, et al., 2006), sin embargo, es la

de principal interés en el presente trabajo.



2.1.1. Memoria espacial

De acuerdo con Carrillo et al. (2009), la cognicion o memoria espacial se obtiene a través
de la conducta exploratoria e instintiva en todas las especies animales, incluida la humana.
Este tipo de comportamiento puede ser considerado como una expresion de curiosidad
natural o quiza represente la necesidad de adquirir informacion cuando el sujeto enfrenta un

nuevo ambiente o estimulo.

La memoria espacial se define como la funcién del cerebro responsable de la identificacion,
codificacion, almacenamiento y recuperacion de la informacion espacial sobre la
disposicion de los objetos o rutas especificas. La informacion obtenida de estos recursos es

organizada y utilizada por dos procesos: estrategia egocéntrica y/o estrategia alocéntrica.

- Estrategia egocéntrica

Se basa en la informacion proporcionada por sefiales del cuerpo, por lo tanto es
independiente de las sefiales espaciales. Cuando se utiliza esta estrategia el sujeto puede ser
su propio punto de referencia y entonces la posicidn de otros objetos se define en relacion
directa con su posicion en el espacio, por ejemplo, cuando se utilizan las direcciones

convencionales (izquierda, derecha, hacia adelante o hacia atréas).

- Estrategia alocéntrica

Depende de sefiales visuales, donde el sujeto memoriza la ubicacion (objetivo) en relacion a
las sefiales de referencia del entorno, lo que significa que esta basada en una representacion
espacial. La ubicacion de un objeto en particular se establece a través de un sistema de

coordenadas que son independientes del observador, por lo que utiliza puntos de referencia.
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Existen dos formas de procesar la memoria espacial (figura 1), a corto plazo o memoria
activa (memoria “de trabajo”) y almacenamiento a largo plazo de la ubicacion espacial
(memoria de referencia). La primera permite el almacenamiento temporal o una cantidad
limitada de informacion espacial, la cual se mantiene disponible para su acceso inmediato
(reconocimiento visual de objetos), mientras que la de largo plazo, de acuerdo al sistema
propuesto por Olton en 1979, citado en Carrillo (2009), designa el tipo de memoria
involucrada en la obtencion de informacion espacial en diferentes ensayos o pruebas. En
contraste con la memoria de trabajo espacial, la memoria de referencia espacial exhibe

mayor capacidad, duracion y resistencia a la interferencia.

~

f Semadntica
Memoria

Declarativa <

(Explicita) Episédica Memoria de referencia espacial:

isddica —=>
Memoria a 9 Involucrada en la obtencidn de
largo plazo < informacidn espacial en diferentes

ensayos o pruebas. Exhibe mayor

Memoria capacidad, duracion y resistencia a

No declarativa la interferencia.

(Implicita)

N

Memoria__activa o “de trabajo” espacial: Permite el
Memoria a —>: almacenamiento temporal o una cantidad limitada de
corto plazo informacion espacial, la cual se mantiene disponible para su
acceso inmediato (reconocimiento visual de objetos).

Figura 1. Clasificacion del sistema de memoria. La memoria espacial se divide en memoria activa o “de
trabajo” y memoria de referencia (sefialada dentro de los recuadros; basado en Carrillo, et al., 2009).



2.1.2. ¢ Los animales tienen memoria de referencia espacial (episodica)?

A pesar de que existen opiniones acerca de que los animales no tienen lenguaje ni
conciencia, existe la posibilidad de que algunos animales formen una memoria explicita y
“episddica” en caracter. Esta categoria de memoria es a la que Clayton y Dickinson (1998)
[laman “similar a episddica” o “episodic-like”, en la que los animales pueden recordar el
qué, dénde y cuando de eventos discretos, manifestandolo en su conducta y se clasifica

dentro de la memoria declarativa.

Antes de considerar la posibilidad de que existe memoria similar a episodica en animales,
es importante mencionar que para ello ni el lenguaje, ni el sentido del “yo” es
indispensable. El eje basico de la memoria similar a episodica es que pueda codificar y
recordar caracteristicas especificas de eventos. Las sefiales visuales presentes en la prueba
de laberinto acuatico, proporcionan las bases para que el animal forme una representacion o
“mapa” del espacio utilizando las “células de lugar” del hipocampo (ver apartado 2.2.2).
Este mapa es aprendido rapidamente y se mantiene estable durante los dias o semanas de

pruebas (Morris, 2001).

2.2. APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL MEDIADA POR EL HIPOCAMPO

2.2.1. Anatomia del hipocampo y potenciacion a largo plazo (PLP)

Carew (2000) sefiala que la estructura neural implicada en el aprendizaje espacial es la
formacion hipocampica. El hipocampo (figura 2) es una estructura cortical y bilateral que
forma parte importante del cerebro, su nombre deriva de la palabra griega que significa

“caballo de mar”. El término “formacion hipocampica” es usado para describir al



hipocampo junto con las estructuras asociadas al mismo, las cuales incluyen el giro dentado
y el subiculo. La principal conexion con el hipocampo se realiza en la corteza entorrinal,
misma que se encuentra en la parte posterior de la estructura y se conecta con otras areas
corticales. La segunda en importancia se lleva a cabo mediante el férnix, que conecta con

las estructuras mas profundas del cerebro.

Una caracteristica notable de la anatomia hipocampica es que los circuitos neurales internos
son muy regulares a lo largo de su eje longitudinal: los cuerpos celulares y las proyecciones
de las neuronas principales (células piramidales) estan alineadas en una sola capa. De la
misma manera, existe una disposicion regular de las neuronas en una estructura asociada

Ilamada giro dentado, donde las células principales son las granulares.

Las subdivisiones del hipocampo se denotan como Cornus Ammonis (CA): CAl, CA2, y
CA3, las vias en el hipocampo se ilustran en la figura 2 y son: (1) el patron perforante,
que se origina en la corteza entorrinal a las células granulares del giro dentado; (2) las
fibras musgosas, que conectan las células granulares dentadas con las neuronas
piramidales de CA3; (3) la via colateral de Schaffer de los axones piramidales de CA3,
hacen sinapsis con las células piramidales de CA1, y (4) las conexiones comisurales, que
pasan a través de una estructura llamada fimbria hacia las células piramidales de CAl. En
el hipocampo, hay un circuito trisinaptico, que consiste en: (1) la conexion de la corteza
entorrinal a las células granulares dentadas a través de la via perforante, (2) la conexion de
las células granulares a las células piramidales de CA3 via fibras musgosas y (3) la
conexion de las neuronas piramidales de CA3 con las de CA1 a través de la via colateral de

Schaffer (figura 2 tomada de Kandel, et al., 2000).



Cada una de estas vias es muy sensible a la historia de actividad previa. Un tren de
estimulos de alta frecuencia (una tetania) en cualquiera de las tres vias sindpticas aumenta
la amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) en las neuronas
hipocdmpicas. Esta facilitacion recibe el nombre de potenciacion a largo plazo (PLP, figura
3) y se dara mayor importancia a la que ocurre en la via colateral de Schaffer ya que tiene

una implicacién sobre la memoria (Fedulov, et al., 2007).

pocampo

\iia colateral de Schaffer
(PLP asociativa)

Region
dentada

Via de las
Via de las fibras musgosas (PLP asox

(PLP no asociativa)

Figura 2. Circuito trisindptico del hipocampo. Las flechas denotan la direccion del flujo de impulsos
(Kandel, et al., 2000).

De acuerdo a Kandel et al. (2000), la induccién de la PLP en la regién CAL del hipocampo
requiere de cuatro factores postsindpticos: despolarizacion postsinaptica, activacion de

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), entrada de Ca®* y activacion por el Ca®* de varios



sistemas de segundo mensajero en la célula postsinaptica. La PLP es una modificacion de la

potencia de las sinapsis producida por estimulacion eléctrica de las vias sinapticas.

(a)

Glu

Potencial de
membranaen
reposo

(b)

Glu

o
ca®* gl
Mg?*

b

H Ca?*/calmodulina

\ cinasa

Proteina cinasa C

Inducciénde LTP

Figura 3. Obtencion y mantenimiento de PLP en el hipocampo. La induccion de la PLP es
postsindptica. (a) En una sinapsis no potenciada, el neurotransmisor glutamato es liberado y actda en
diferentes receptores para glutamato, principalmente en receptores AMPA. Los receptores de NMDA
se encuentran bloqueados por Mg?*. (b) La estimulacién tetanica despolariza la célula postsinéptica,
permitiendo la liberacion de Mg?* que se encuentra bloqueando y permite que el glutamato active los
receptores NMDA, permitiendo la entrada de Ca®*y Na'. Los iones de Ca”* que entran en la célula
postsinaptica actian como segundos mensajeros, activando Ca?*/calmodulina cinasa Il (CaMKII) y

proteina cinasa C (Hill, et al., 2008).




2.2.2. Células de lugar que codifican para la posicion en el espacio

En 1971, John O Keefe y John Dostrovsky, (citado en Carew, 2000) realizaron el notable
descubrimiento de que el hipocampo contiene un mapa cognitivo del ambiente espacial en
el que se mueve el animal. La localizacion del animal en un espacio determinado esta
codificada por el ritmo de activacion de células piramidales individuales, precisamente las

mismas células que experimentan PLP cuando sus vias son estimuladas eléctricamente.

Un hipocampo de raton tiene aproximadamente un millon de células piramidales. Cada una
de estas células es, en potencia, una célula de lugar que codifica una posicion en el espacio.
Cuando el animal cambia de sitio, se activan diferentes células de lugar en el hipocampo.
Por lo anterior, se piensa que el animal forma un campo de lugar, una representacion

interna del espacio que ocupa.

Si la PLP es un mecanismo sinaptico de mantener a lo largo del tiempo un mapa espacial
coherente, los defectos de la PLP deberian interferir en la memoria espacial. Richard
Morris demostré que cuando se bloquean los receptores NMDA mediante la inyeccion de
un antagonico farmacoldgicamente en el hipocampo, el animal no halla el camino a la

plataforma oculta en la prueba del laberinto acuatico (Kandel, et al., 2000).



2.3. PRUEBA DE LABERINTO ACUATICO DE MORRIS (LAM)

Estudios conductuales en modelos animales, como roedores, han contribuido ampliamente
a analizar los mecanismos especificos asociados al hipocampo y el I6bulo temporal que son

estructuras criticas para el aprendizaje y la memoria (Stranahan y Mattson, 2008).

La prueba de laberinto acuatico (LAM), desarrollada por Richard Morris, es uno de los
modelos mejor caracterizados para el estudio del aprendizaje espacial hipocampo-
dependiente. En este modelo, debido a que los roedores muestran una conducta aversiva al
agua, se ven motivados a salir de ésta al encontrar la plataforma oculta bajo la superficie de
agua. Consiste en colocar una plataforma, la cual permanece en una posicién fija respecto a
varias sefiales visibles en el exterior de la tina. Se mide el tiempo en que el roedor
encuentra la plataforma (latencia), sube a ella y es retirado del agua. Durante las pruebas, el
raton aprende a nadar directamente a la plataforma, a pesar de la posicion inicial en la que
se le coloque dentro de la tina. La primera vez la localiza de manera azarosa y mediante
ensayos repetitivos logra ubicar la plataforma utilizando pistas visuales para orientarse
(Morris, 2001). Como una prueba adicional para observar qué tanto aprendié la localizacion
de la plataforma, se realizan pruebas subsecuentes en donde la plataforma es retirada y se
observa el tiempo de nado que el animal pasa en el cuadrante objetivo, que es el cuadrante

donde se encontraba la plataforma (Carew, 2000).

Esta prueba requiere codificacion alocéntrica porque se basa en sefiales visuales externas.
Es fundamental mencionar que en roedores también se emplea la “memoria similar a

episodica” (Morris, 2001).

10



A esta version de la prueba de Morris, se le conoce como aprendizaje espacial, ya que la
solucién del problema requiere que el roedor asocie la posicion de la plataforma en el
espacio, mediante las sefiales visuales dentro del ambiente. Para aprender esta prueba, el

raton debe codificar la relacion espacial entre las sefiales (Carew, 2000).

El rendimiento o desempefio de los animales en la prueba de LAM se ve afectado por
lesiones en el hipocampo, asi como por ingesta de farmacos, genética e induccion viral que
interfieren la neurotransmision en el hipocampo (Nakazawa, et al., 2004). Por el contrario,
la funcion sinaptica del hipocampo puede mejorarse mediante manipulaciones ambientales

y genéticas (Stranahan y Mattson, 2008).
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3. ANTECEDENTES

3.1. BIOLOGIA DEL RATON DE LOS VOLCANES

El ratdn de los volcanes (figura 4) es endémico de México; pertenece al orden Rodentia,
suborden Myomorpha, familia Muridae, subfamilia Sigmodontinae, género Neotomodon y
especie alstoni. Su distribucién se restringe al Eje Neovolcanico Transversal, habitando las
partes altas de las montafias en bosque de pino-oyamel y en las partes bajas de pino-encino

(Aranda, et al., 1980).

El ratén de los volcanes mide aproximadamente 200 mm de largo, incluyendo cuerpo y
cola; el pelaje dorsal es color sepia oscuro y la region ventral blanca; la cola es oscura, a
excepcion de la punta que tiene un color més claro (Davis y Follansbee, 1945; Aranda, et
al., 1980). Las hembras adultas tienen un peso promedio de 53.2 g, mientras los machos
pesan en promedio 48.2 g (Estrada, 1978). Es de habitos nocturnos, iniciando su actividad
al atardecer y terminando cerca de la media noche, con un méaximo entre las 8 y las 9 de la
noche, su alimentacién se basa en el polen de gramineas, raices, plantas herbaceas, frutos y

pequefios invertebrados (Davis y Follansbee, 1945; Aranda, et al., 1980).
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Figura 4. Distribucion del raton de los volcanes N. alstoni (tomado de:
http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/14600/0).

3.1.1. Neotomodon alstoni como modelo bioldgico de obesidad

El raton de los volcanes mantenido en cautiverio presenta una incidencia del 9.9% en la
formacion de lipomas, siendo més severo el estado de crecimiento en las hembras
(Carmona, 1994); la presencia de estas neoplasias benignas esta ligada con el desarrollo de
obesidad (Diego, 1999). Asimismo, el 60% de los animales mantenidos en cautiverio
desarrollan la condicion de obesidad, cabe sefialar que el peso de las hembras es
significativamente mayor respecto al de los machos (Carmona, 1994; Estrada, 1978), por lo
anterior su estudio puede resultar ventajoso como modelo bioldgico de obesidad, siendo

importante mencionar que el peso lo adquieren sin necesidad de suplementos en su dieta.
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Diego (1999) reportdé que los ratones con lipomas, presentan esteatosis hepatica
microvacuolar, hipertrofia de los hepatocitos e hipertrigliceridemia con respecto a los
ratones en cautiverio sin lipomas y los animales silvestres. Estos resultados indican que la

esteatosis hepatica en esta especie se asocia a la presencia de lipomas y a la obesidad.

Carmona (1994) y Diego (1999) sugieren que la presencia de lipomas, esteatosis hepatica y
el desarrollo de obesidad se deben a diversos factores genético-ambientales y constituyen el

sindrome metabdlico.

Por los estudios realizados, las hembras N. alstoni pueden constituir un modelo animal

adecuado para el estudio de la obesidad.

3.1.2. Analisis de triglicéridos y glucosa en N. alstoni

Diego (1999) analiz6 concentraciones de triglicéridos (TG) en machos y hembras N. alstoni
(300 a 350 dias de edad), encontré que los animales con peso de 60.54+5.62 g presentan
altos niveles de TG, en un intervalo de 124.80 a 348.40 mg/dL, mientras que los animales
silvestres (en el presente estudio los controles) con peso de 43.75+2.09 g presentan un
rango de 51.10 a 65.50 mg/dL. Es importante sefialar que no encontré diferencias
significativas en la concentracion sérica de TG entre las hembras y los machos. Por otro
lado, Carmona (2006) report6 que a los diez meses de seguimiento las hembras con lipomas
muestran un incremento estadisticamente significativo en los TG con respecto del nivel
observado en las hembras sin lipomas. Nuevamente a los doce meses de cautiverio, las
hembras con lipomas vuelven a mostrar un aumento estadistico significativo de los TG y
éste se prolongd hasta los catorce meses de seguimiento. En complemento a este estudio,

reporté que los ratones machos y hembras obesos con lipomas muestran un incremento
14



estadisticamente significativo de su glucosa plasmatica a los 30, 60, 90 y 120 minutos en la
prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) con respecto a los silvestres, ademéas el nivel
plasmético de glucosa no retorné a su valor basal después de este lapso de tiempo. Lo que
en resumen indica que la obesidad en esta especie, estd vinculada a hipertrigliceridemia,

hiperglucemia e intolerancia a la glucosa.

3.2. RITMOS CIRCADIANOS Y MEMORIA HIPOCAMPO-DEPENDIENTE

Existe relaciéon entre la inestabilidad de los ritmos circadianos y el deterioro cognitivo,

tanto en humanos (Bonnet, 1989) como en roedores (Antoniadis, 2000).

En los mamiferos, los ritmos circadianos estan controlados por el ndcleo supraquiasmatico
(NSQ) localizado en el hipotalamo, mismo que actla como un marcapaso interno,
coordinando un ritmo diario con un periodo cercano a 24 horas; factores externos como la
luz, las comidas y el contacto social actian como sefiales que ajustan el reloj a un periodo

preciso de 24 horas (DeCoursey, 2004; Craig y McDonald, 2008).

Diversos procesos cognitivos pueden ser afectados por cambios en el ciclo de iluminacion
de tal modo que un animal sano requiere de un tiempo de transicion que le permita
adaptarse a un nuevo horario. Devan et al. (2001) han demostrado que el cambio en el
fotoperiodo mediante adelantos de 3 horas diarias por 6 dias consecutivos, durante la
adquisicion en la prueba de LAM, interfiere en la memoria a largo plazo en ratas machos
Long-Evans. Un resultado similar fue observado por Craig y McDonald (2008) quienes
demostraron que los cambios crénicos del fotoperiodo inducen déficits en los procesos de

aprendizaje y memoria espacial en ratas machos Long-Evans (muestran mayor latencia y
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mayor nudmero de rutas para encontrar la plataforma oculta) en la prueba de laberinto
acuatico, respecto a los cambios agudos y controles. Ambas investigaciones sugieren un
vinculo entre deficiencia cognitiva especialmente en la recuperacion de la memoria durante

el ajuste al cambio en el ciclo de luz y oscuridad.

Asimismo, existe la posibilidad de que el NSQ interfiera en el proceso de consolidacién de
la memoria en el hipocampo, como consecuencia secundaria de la influencia en los
patrones de suefio, ya que se sabe que dafios en el NSQ en ratas ocasionan trastornos en la
cantidad, continuidad y organizacién de los ciclos de suefio. Estos efectos del marcapaso en
el suefio son relevantes, ya que existen investigaciones que proveen evidencias del papel
que desempefia el suefio de alta frecuencia en los procesos de consolidacion basados en el
hipocampo. En estas investigaciones, se registra la actividad de las células de lugar del
hipocampo mientras las ratas adquieren informacion del ambiente. Este conjunto de células
que se activan juntas durante el aprendizaje también se activan juntas durante el suefio de
alta frecuencia, lo que sugiere un papel importante en los procesos de consolidacién de la

memoria en el hipocampo (Devan, et al., 2001).

3.3. OBESIDAD Y MEMORIA

Las demandas metabdlicas del hipocampo indican que la funcion de sus células pueden ser
influenciadas por la ingesta y el gasto energético (Stranahan y Mattson, 2008). Ciertos
estudios han demostrado que el exceso de ingesta caldrica es perjudicial para la plasticidad
neuronal (Fontan, et al., 2007). Mientras otros demuestran que al aumentar el gasto
energético mediante la actividad en rueda, se mejora la funcién hipocampica (Van praag, et

al., 1999; citado en: Stranahan y Mattson, 2008).
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En estudios con seres humanos se ha encontrado una asociacion entre la obesidad vy el
rendimiento cognitivo deficiente, los mecanismos que lo explican son inciertos. Entre los
postulados se incluyen efectos de hipertrigliceridemia, hiperglicemia, hiperinsulinemia y
dafio vascular al sistema nervioso central. Lo que indica una posible relacion entre niveles

de lipidos y la funcién cognitiva (Farr, et al., 2010).

Se piensa que los TG elevados podrian afectar tanto la memoria hipocampo-dependiente
como la memoria no hipocampo-dependiente. Altas concentraciones de TG afectan los
receptores NMDA que media el mantenimiento de la PLP en el hipocampo. La reduccion
farmacoldgica de los TG mediante gemfibrozilo, mejora el sistema cognitivo (Farr, et al.,

2010).

Los ratones obesos tienen bajo desempefio respecto a los normales en pruebas que implican
diferentes retos cognitivos: prueba de aprendizaje y memoria del hipocampo (LAM y
laberinto en T), memoria no hipocampo-dependiente (presion de palanca para recibir
recompensa), memoria episodica (LAM Yy laberinto en T), de procedimiento (presién de
palanca) y de recompensa (presion de palanca). De lo anterior se concluye que la obesidad

afecta varios aspectos cognitivos (Farr, et al., 2000).

El consumo alto de grasas o de azucares en la dieta afecta el desempefio cognitivo en
modelos animales. Las ratas alimentadas con una dieta alta en grasas muestran intolerancia
a la glucosa y disminucion en el aprendizaje y la memoria (Winocur y Greenwood, 1999).
Durante la prueba de LAM, las ratas machos Long-Evans con dieta adicionada de sacarosa
mostraron menor desempefio (mayor latencia) respecto a la dieta alta en grasas y a la dieta

estdndar (Jurdak, et al; 2008). Existen varios factores que pueden contribuir a las
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diferencias observadas. En primer lugar, tanto el tipo y la cantidad de grasa en la dieta
tienen un papel importante en determinar los efectos que tienen las dietas altas en grasa en
el desarrollo de la obesidad y su relacion metabdlica. La obesidad es mas probable cuando
la dieta contiene grasas animales (ej. manteca de cerdo o mantequilla) o si contiene grasas
vegetales parcialmente hidrogenadas, en comparacion con aquellas dietas que contienen
grasas poliinsaturadas o aceites de pescado. La dieta que induce obesidad, junto con sus
consecuencias metabolicas y el bajo desempefio en la prueba de LAM, se induce mas

facilmente en animales de mayor edad (Winocur y Grenwood, 2005).

La cepa y la etapa del ciclo de vida de los animales son factores que pueden tener efecto en
el desarrollo de obesidad y en el desempefio de la prueba de LAM. Ademas, entre las cepas,
existen ratas que son mas susceptibles al desarrollo de obesidad por dietas altas en grasa
que otras (Levin, et al., 1997). Otra caracteristica a considerar en la prueba de LAM, es que
de acuerdo a la cepa de rata, sera diferente su desempefio en la ejecucion de la misma en

relacion con la edad de los individuos (Mattson, 2010).

Jurdak et al. (2008), sefialan que el consumo prolongado de una dieta alta en grasas
saturadas y azUcar refinada da como resultado un bajo rendimiento en la prueba de LAM,
esto se correlaciona con la reduccion en la expresion del factor neurotrofico derivado del
hipocampo o “hippocampal brain-derived neurotrophic factor (BDNF)”, un mediador
neural importante en el aprendizaje y la memoria. La disminucién de la expresion del
BNDF ocurre en animales de edad avanzada, en ratones que carecen de una copia del gen

de BNDF, o en ratas que han pasado por cirugias traumaticas de cerebro y se asocia con
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déficit en el comportamiento cognitivo; mientras que la expresion del BNDF aumenta en

animales que han aprendido una prueba de memoria espacial (Wu, et al., 2003).

También se ha determinado que dietas carentes de acidos grasos esenciales pueden

comprometer el proceso del aprendizaje y la memoria (Jurdak, et al; 2008).

3.4. RITMOS CIRCADIANOS Y OBESIDAD

Las enfermedades metabdlicas como la obesidad y la diabetes estdn asociadas con
alteraciones en la organizacion temporal de algunas funciones fisioldgicas (Hastings, et al.,

2007).

En los mamiferos, el nucleo supraquiasméatico (NSQ) del hipotdlamo es un organizador
principal en la fisiologia circadiana y tiene una estrecha relacién con los nucleos
hipotalamicos que participan en funciones regulatorias de la ingesta de alimento y la
homeostasis energética (Buijs, et al., 2006). El ciclo luz-oscuridad es el sincronizador
dominante de este marcapaso (NSQ), el cual recibe la informacion fética principalmente a

través del tracto retinohipotalamico (Hastings, et al., 2007).

La expresion de los genes que regulan los ritmos circadianos, controla el metabolismo
mediante genes controlados por reloj (40% de los genes involucrados en el metabolismo) y
la funcidén de adipocitos, ofreciendo un nuevo enfoque de investigacion sobre las relaciones
entre la obesidad y la regulacion circadiana de las deficiencias fisioldgicas asociadas (Bray
y Young, 2007). Diversos estudios afirman que dietas ricas en grasa (hipercaldricas),
conducen a un mayor esfuerzo para ajustar el reloj circadiano al tiempo local después de un

cambio de fase (una prueba de “jet lag”, 6 horas de avance del ciclo de luz-oscuridad),
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(Challet et al., 1997; Mendoza et al., 2008). Asimismo, los ciclos anormales de suefio
alteran el reloj circadiano a nivel molecular, lo que a su vez modifica la regularidad con la
que se ingieren nutrientes. Esto se ve reflejado en la concentracion de glucosa, acidos
grasos y TG en sangre, lo cual puede potenciar la acumulacion de grasa y en consecuencia

conducir a la obesidad (Bray y Young, 2007).

Las conductas alimentarias y su coordinacion con el ciclo de suefio vigilia son vitales para
un organismo, de tal forma que la reduccion en la disponibilidad de alimento se refleja en
un aumento en las horas de vigilia y una actividad circadiana inusual. Las sefales
metabdlicas de la leptina tienen como blanco neuronas orexigénicas que pueden servir
como puente entre los estados de regulacién del suefio y la condicion metabdlica (Sakurai,
2006). La forma en que los TG pueden afectar el transporte de leptina puede ser a través de
la barrera hematoencefélica, debido en parte por la resistencia a la leptina periférica

observada en la obesidad y en la inanicion (Banks, et al., 2004).
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4. JUSTIFICACION

En trabajos cientificos recientes, tanto con seres humanos como con roedores, se ha
encontrado una asociacion entre obesidad y rendimiento cognitivo deficiente. Los
mecanismos que explican la relacion entre el dafio cognitivo y la obesidad son inciertos;
entre los mecanismos postulados incluyen efectos de hipertrigliceridemia, hiperglicemia e

hiperinsulinemia (Farr, et al., 2010).

Asimismo, estudios realizados en modelos de animales obesos, logrados mediante dietas
ricas en grasas o en azucares, reflejan un menor desempefio en pruebas que miden memoria
y aprendizaje espacial (Jurdak, et al., 2008). No solo la obesidad interfiere de manera
negativa sobre la memoria espacial, también cambios de fase durante la prueba de laberinto
acuatico afecta la retencién de informacion para localizar la plataforma oculta (Devan, et

al., 2001).

El ratén de los volcanes mantenido en cautiverio desarrolla obesidad en un alto porcentaje
de individuos sin necesidad de una dieta especifica, siendo méas severa en las hembras
(Carmona, 1994; Diego, 1999; Estrada, 1978), lo que puede resultar ventajoso como

modelo bioldgico de obesidad relacionado con el género.

Por lo anterior, la importancia de este trabajo radica en estudiar si las deficiencias
observadas en otras especies de roedores obesos, mediante la prueba de laberinto acuatico
(LAM) es similar en el raton de los volcanes, lo que fortaleceria diversos estudios
enfocados al efecto de la obesidad sobre la neurofisiologia del aprendizaje y los ritmos

circadianos en mamiferos (Stranahan y Mattson, 2008).
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5. HIPOTESIS

Si la obesidad afecta a la memoria de acontecimientos (explicita, declarativa y episddica),
entonces las hembras obesas de N. alstoni mostrardn bajo desempefio en pruebas de
memoria hipocampo-dependientes mediante la prueba de LAM; de tal forma que las obesas
tendrdn mayor latencia en la situaciéon de plataforma oculta y pasardn menor tiempo de
nado en el cuadrante objetivo en comparacion con las hembras no obesas. Asimismo, el
desempefio en la prueba de LAM sera diferencial en ambos grupos en funcion a la hora del
dia (fase nictemeral) en que presenten la prueba, mostrando un mejor desempefio a mitad

de la escotofase debido a que son animales de habitos nocturnos.
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6. OBJETIVO GENERAL

Mediante la prueba de laberinto acuético de Morris (LAM), evaluar si la condicion de
obesidad en hembras Neotomodon alstoni tiene efectos diferenciales sobre el aprendizaje y

la memoria espacial a dos fases opuestas del dia.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar un estudio comparativo en el LAM entre hembras controles y obesas para
evaluar:
a) Memoria espacial, considerando tiempo de latencia con plataforma oculta.
b) Consolidacion de la memoria espacial.
2.  Determinar si el momento en que la prueba es desarrollada, a mitad de la fotofase y
de la escotofase, tiene alguna influencia en el desempefio de los animales.
3. Evaluar si existe alguna correlacion entre niveles elevados de glucosa y TG con la

eficiencia en el desempefio de la prueba.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1. OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Se emplearon 29 hembras adultas Neotomodon alstoni, de las cuales 14 fueron individuos
silvestres (controles de 47.57+2.32 g) colectados en la Sierra del VVolcan Ajusco, ubicada
entre los kilometros 48-51 de la Carretera Federal México-Cuernavaca en un intervalo
altitudinal de 2440 a 2500 m s.n.m. Los animales se capturaron mediante trampas tipo
Sherman para roedores, empleando como cebo hojuelas de avena y se transportaron al
Bioterio de la Facultad de Ciencias (BFC) donde fueron desparasitados. Las 15 hembras
restantes fueron donadas por el BFC y corresponden a adultos obesos (86.31+2.36 @),

quienes adquirieron ese peso sin hacer uso de una dieta distinta.

Todos los animales se mantuvieron en cajas individuales (27 X 18 X 15 c¢cm) dentro del
BFC, con un periodo de aclimatacion de 20 dias, bajo condiciones de temperatura ambiente
(~23°C), fotoperiodo LO 12:12, alimentados con nutricubos (Rodent Laboratory Chow,

purina) y agua ad libitum.

Para identificar que los controles (silvestres) fueran adultos, se consideraron caracteristicas
fenotipicas, como el color de pelo y la longitud naso anal. De acuerdo con Estrada (1978)
los ratones adultos poseen un pelaje de coloracion gris negruzca en el dorso oscureciéndose
hacia el ano, en los costados presenta color amarillo ocraceo y blanco en la regién ventral,
asimismo, las hembras adultas llegan a medir 21.12 cm de longitud total y 11.89 cm de

longitud naso-anal, con un peso promedio de 53.2 g.
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Los animales se dividieron en 2 grupos:

Grupo 1: 8 hembras N. alstoni (50.08+3.24 g) como lote control capturadas en el mes de

junio del 2009 y 10 hembras obesas (90+£2.52 g entre 11y 12 meses de edad).

Grupo 2: 6 controles (43.4+2.46 g), capturadas en su habitat en el mes de noviembre del

2009 y 5 hembras obesas (78.94£3.05 g entre 12-15 meses de edad).
8.2. PRUEBA DE LABERINTO ACUATICO DE MORRIS (LAM)

La prueba de laberinto acuatico de Morris (LAM) se realizé en dos horas del dia: a mitad
de la fotofase (mediodia) y a mitad de la escotofase (medianoche). Con la finalidad de
evaluar la eficiencia de las ratonas N. alstoni se emplearon 2 grupos de animales distintos.
El grupo 1 inici6 la prueba a mitad de la fotofase seguido de la prueba a mitad de la
escotofase, mientras que el grupo 2 lo ejecutd a la inversa, ambos grupos con un intervalo
de un mes entre cada fase. De esta manera descartamos el posible aprendizaje de la prueba
para la segunda fase y se evalUa si realmente existe un mejor desempefio de acuerdo a la

hora del dia en que los animales realizan la tarea del LAM.

La prueba se realiz6 en una tina de metal circular (diametro: 90 cm, altura: 39 cm) pintada
con esmalte blanco. Se llend de agua 30 cm de profundidad y se opacé con pintura blanca
no toxica (Vinci témpera), con el fin de que una plataforma de acrilico blanco (didmetro:
13.5 X 11 cm, altura: 14 cm y se mantuvo sumergida a 1.5 cm por debajo de la superficie
del agua) fuera invisible para los animales. La plataforma fue situada al centro del

cuadrante norte denominado “P” a 14 cm del borde de la tina.
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La tina contenia referencias visuales (cuadrado, tridngulo y lineas horizontal y vertical)
situadas en el borde expuesto por encima de la superficie del agua. Ademas se mantuvieron
fijas otras referencias visuales como los muebles de la habitacion. Las observaciones fueron
registradas mediante el uso de una cdmara de video con control remoto, ubicada en la parte

superior de la tina a aproximadamente a 2 m de altura (figura 6).

La evaluacion de cada prueba fue realizada posteriormente con las grabaciones obtenidas.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

La figura 5 muestra la secuencia del protocolo experimental que a continuacion se describe:

4 Grupo 1 A Control fotoperiddico, LO 12:12. Grupo 2
: Obtencion del peso corporal y registro G
8 hembras control del de ali i 6 hembras control
(40-54 g) €l consumo ae alimento por semana. (36-55 Q)
10 hembras obesas 5 hembras obesas
\ (84-104 g) / l (70-80 )
Dias 1-4: Inicia prueba de laberinto acuético.
T Prueba de plataforma oculta: T
) T 4 pruebas por dia durante 4 dias consecutivos. <)) L
0w QD 0 o)}
D % D %
ok '] = S
m b m !
o g’l e i N > g’l
® - Dia 5: Prueba de plataforma ausente: B -
3 S 4 pruebas en 1 dia. = S
-+ o -+ o
> 3 > g =l oy
2 3 a3 2 2
e B R
Dia 15: Prueba de plataforma ausente:
4 pruebas en un dia.
N J
Prueba de plataforma visible:
4 pruebas en un dia.
Obtencidn de plasma sanguineo para conocer Analisis estadisticos
las concentraciones de glucosa y triglicéridos - t de Student, ANDEVA y prueba
por método enzimatico. posthoc de Scheffé.

Figura 5. Diagrama de flujo del disefio experimental.
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8.2.1. Prueba de plataforma oculta

A cada ratona se le realizaron 4 pruebas de adquisicion por dia durante cuatro dias
consecutivos (Jurdak, et al., 2008). Cada dia el animal se liberaba con la vista dirigida hacia
el borde desde un cuadrante diferente de la tina (P, W, E y O) donde P, hace referencia al
cuadrante donde se encontraba la plataforma, O, al cuadrante opuesto, E y W al este y oeste

respectivamente. La figura 6 ilustra la prueba de plataforma oculta.

PRUEBA DE LABERINTO ACUATICO
DE MORRIS (LAM)

y:

SENALES VISUALES

o 90 cm —K—
PLATAFORMA

EXPERIEMENTO EN TINA IMAGEN

Figura 6. lustra la prueba de laberinto de Morris (P= cuadrante objetivo, E y W= cuadrantes este y
oeste respectivamente y O= cuadrante opuesto).

Para cada prueba, el raton se colocaba en nado libre durante 60 segundos para encontrar la
plataforma. Si ésta era encontrada, el raton se dejaba 30 segundos sobre la misma, en caso
de transcurrir los 60 segundos y no encontrar la plataforma, se guiaba al animal hasta ésta y

28



se mantenia ahi durante 30 segundos. Si la ratona saltaba de la plataforma, se reiniciaba la
cuenta de los 30 segundos con el animal nuevamente sobre la plataforma. Esto asegurd que
cada ratona tuviera el mismo tiempo para observar las pistas espaciales. El intervalo de

tiempo entre cada prueba fue de 15 minutos (Buccafusco, 2009; Carillo, et al., 2009).

8.2.2. Prueba de plataforma ausente

En el dia 5 después del inicio de la prueba (24 horas después de la ultima prueba de
adquisicién o plataforma oculta), se realizé una prueba conductual en donde se retird la
plataforma de la tina, con el objetivo de medir el tiempo de nado promedio en el cuadrante
objetivo (P), cuadrantes este y oeste (E y W) y cuadrante opuesto al objetivo (O). Esta
prueba nos da una estimacién de la fuerza (retencién) y consolidacion de la memoria en

localizar la plataforma (Jurdak, et al., 2008; Buccafusco, 2009).

Se realizaron 4 pruebas liberando al animal desde diferentes cuadrantes de la tina por un
lapso de 60 segundos, con el objetivo de asegurar que la ratona se guiara por sefiales

visuales.

8.2.3. Prueba de memoria y aprendizaje a largo plazo con plataforma ausente: dia 15

Después de completar los 5 dias de la prueba de LAM, se esperaron 10 dias antes de
realizar el procedimiento idéntico al que se describio en la prueba de plataforma ausente,
con el objeto de medir el aprendizaje y la memoria a largo plazo. Con esta prueba podemos
conocer qué tanto persiste la memoria del sitio donde estuvo la plataforma (Jurdak, et al.,

2008).
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8.2.4. Prueba de plataforma visible

Después del ultimo dia de prueba (posterior a la de aprendizaje y memoria a largo plazo), al
dia siguiente se realiz0 la prueba de plataforma visible sin pintar el agua y con la
plataforma por arriba de la superficie del agua, con el objetivo de observar alguna
alteracion en la vision de los animales (Buccafusco, 2009). Este protocolo se sigui6 con el
fin de descartar en las ratonas obesas, alguna deficiencia visual respecto a los controles, de
ser el caso, el desempefio por parte de las obesas seria azaroso a la hora de encontrar la

plataforma.

8.3. ANALISIS DE LA VELOCIDAD DE NADO

Mediante la formula v = d/t [m/s]

Donde v= velocidad; d= distancia (m) y t= tiempo (s), se calculd la velocidad de nado tanto
para los animales obesos como para los controles, de un segmento discreto de cada registro.
Con el fin de descartar que la velocidad de nado fuera la responsable de posibles

diferencias observadas.

8.4. PESO CORPORAL

Para asegurar la condicion de obesidad de las ratonas obesas se registrd el peso corporal
con una bascula digital (Velab LG 501?) y el consumo de alimento cada semana a partir del
primer dia de aclimatacion hasta el ultimo dia de prueba. Todos los animales que se

mantuvieron en el rango de peso para cada categoria, fueron usados en las observaciones.
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8.5. OBTENCION DE PLASMA SANGUINEO

Con la finalidad de observar diferencias en las concentraciones plasmaticas de glucosa y
TG, a mitad de la fotofase y sin previo ayuno, se tomaron muestras de sangre de los
animales correspondientes al grupo 2 (6 controles y 5 obesos). Las muestras fueron
tomadas del seno retro orbital en tubos capilares con heparina, en animales bajo anestesia
con isofluorano. Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos y se
extrajeron por duplicado 200 pl de plasma. La concentracion de glucosa y TG en mg/dl se
determiné por método enzimatico colorimétrico con un espectrofotémetro (Spectra Max
190), para lo cual se requirieron 250 pl de reactivo Spinreact Triglycerides-LQ (estandar de

200 mg/dl) y Spinreact Glucose-LQ (estandar de 100 mg/dl) mas 3 pl de plasma.

8.6. ANALISIS DE DATOS

De cada grabacién para cada individuo, se evaluaron los siguientes parametros: tiempo de
latencia para encontrar la plataforma oculta y tiempo de nado en cada cuadrante. Asimismo
se calculé la velocidad de nado, las concentraciones de glucosa y TG y el consumo de

alimento.

Los resultados obtenidos, fueron analizados y graficados mediante los programas de
computo Microsoft Excel y STATISTICA 6.0. Se usaron las pruebas estadisticas de t de
Student y ANDEVA para comparar los valores de latencia obtenidos en cada uno de los
cuatro dias de prueba entre controles y obesas, asi como las diferencias del tiempo de nado
entre ambos grupos en las pruebas de plataforma ausente y plataforma visible.
Adicionalmente se compard el peso corporal inicial con el obtenido al finalizar las pruebas

de laberinto acuatico.
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Con el anélisis de ANDEVA se evalu6 la diferencia del tiempo total de nado en los 4
cuadrantes en la prueba de plataforma ausente, tanto para el dia 5 y dia 15. Las
comparaciones que resultaron significativas fueron contrastadas con una prueba posthoc de

Scheffé.

Los promedios que se muestran en las graficas del presente estudio se acompafian de su

error estandar correspondiente.
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9. RESULTADOS

9.1. Prueba con plataforma oculta

La figura 7 y la tabla 1, muestran la latencia en la prueba de laberinto acuatico y compara
los resultados obtenidos para animales controles y obesas a dos horas del dia: en fotofase

(en azul) y escotofase (en rojo) en ambos grupos con su respectivo error estandar.

En todos los casos se observa que en el cuarto dia de adquisicién, no hay diferencias

estadisticas significativas, ambos grupos y lotes de animales exhiben igual ejecucion.

Controles: Al realizar la prueba de t de Student en el grupo 1, (figura 7A) los animales
control mostraron diferencia significativa en los dias 1, 2 y 3 de la adquisicion (p<0.01),
mejorando el desempefio durante la escotofase (en la media noche disminuy6 la latencia,
tabla 1). En los controles del grupo 2 (figura 7B) Unicamente se observa diferencia en el
segundo dia de prueba (p<0.01) y el mejor desempefio a diferencia del grupo 1 es durante la
fotofase (medio dia), es decir, durante la fase dos de prueba realizan mejor la tarea de

memoria y aprendizaje.

Obesas: En las ratonas obesas del grupo 1 la unica diferencia significativa en la latencia fue
en el dia 1 y ésta es mayor durante la fotofase (p<0.05, figura 7C). En ambos grupos hay
una tendencia a disminuir la latencia en ambas fases, no obstante, se traslapan posterior al
segundo dia de ensayo. Esto muestra que la pendiente no es tan pronunciada como en el
caso de los animales control (figura 7A y B), es decir, no hay una fase dominante en la cual

realicen mejor la prueba de adquisicion (tabla 1).
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PRUEBA CON PLATAFORMA OCULTA
B Fotofase O Escotofase
A GRUPO 1 GRUPO 2 B
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Figura 7. Promedio de latencia + ee por dia de prueba con plataforma oculta en animales control y

obesas durante la fotofase (en azul) y la escotofase (en rojo) (*=p < 0.05).

Promedio de latencia de los 4 dias con plataforma oculta (s)

GRUPO | LOTE FOTOFASE ESCOTOFASE
1 CTL 36.02 + 8.69° 14.45 + 4.88°
OB 43.64 + 8.6 42.43 +2.29
2 CTL 21.96 +4.32° 35.16 + 7.46%
OB 52.01+1.28 45 +7.86

Tabla 1. Promedio de latencia + ee de los 4 dias de adquisicién en animales control (CTL) y obesas (OB)
durante la fotofase y la escotofase (a vs b p<0.05).
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En la figura 8 se muestra la latencia durante dos horas del dia (fotofase y escotofase),
comparando los resultados de ratonas obesas (en rojo) y controles (en azul) de ambos

grupos.

La latencia de los controles fue significativamente menor que en las obesas durante los dias
intermedios de la prueba con plataforma oculta (p<0.05; figura 8A, B y C), esto indica que
las ratonas control son mas rapidas en encontrar la plataforma. Cabe mencionar que en
ambos grupos se presenta una tendencia similar a disminuir la latencia conforme
transcurren los dias de prueba e intersectar en el cuarto dia de ensayo, donde controles y
obesas se desempefian al mismo nivel a excepcién del grupo 1 durante la escotofase

(p<0.01; controles= 8.2 £ 1.6 s, obesas= 36 + 8.6 s, figura 8B).
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PRUEBA DE PLATAFORMA OCULTA
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Figura 8. Promedio de latencia + ee por dia de prueba con plataforma oculta durante la fotofase y la
escotofase en animales control (en azul) y obesas (en rojo) (*p < 0.05).

9.1.1. Porcentaje de animales que encuentran o no la plataforma

En la tabla 2 se presentan los porcentajes de animales que encontraron y no encontraron la
plataforma oculta de ambos grupos. Es evidente que en los dos grupos, los controles
localizan con mayor frecuencia la plataforma. Del grupo 1, el mejor desempefio se presenta
durante la escotofase, siendo el 100% de los animales control y el 78% de las obesas
exitosas en encontrar la plataforma, asimismo, se descartaron los animales control que
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subieron por arriba de 60 g para la segunda fase de prueba (n=3). Con relacion al grupo 2,

el mejor desempefio de los controles fue durante la fotofase; mientras que las obesas

manifestaron la misma conducta en ambas fases.

FOTOFASE

ESCOTOFASE

Encontraron plataforma

escondida (%)

Encontraron plataforma
escondida (%0)

GRUPO LOTE
Si NO Si NO
Controles 87.5 125 100 0
1 n=7 n=1 n=5
Obesos 60 40 78 22
n=6 n=4 n=7 n=2
Controles 100 0 83.3 16.6
2 n=5 n=5 n=1
Obesos 40 60 40 60
n=2 n=3 n=2 n=3

Tabla 2. Porcentaje del niUmero de animales que encontraron y no la plataforma durante la prueba de

plataforma oculta.

9.2. Prueba de plataforma ausente, 50 dia de prueba

Se compararon las diferencias de tiempo de nado en el cuadrante objetivo (P) con respecto

a los tres cuadrantes restantes (W, E, O) mediante una prueba de ANDEVA tanto en

animales control como en las obesas (figuras 9 y 10).

En los graficos A, B y C de la figura 9, el tiempo de nado de las ratonas control disminuye

en los cuadrantes conforme éstos estan mas lejos del cuadrante P, de tal manera que el

cuadrante O posee el menor tiempo de nado de ambos grupos. Asimismo, hay una

preferencia por nadar mas tiempo en el cuadrante P durante la escotofase.
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La figura 9A muestra una sola diferencia significativa entre el cuadrante P y el cuadrante O
durante el mediodia (fotofase) (controles F= 4.140, p<0.05), mientras que en la escotofase
hay diferencias con los tres cuadrantes restantes (controles F= 30.410, p<0.01; obesas F=
5.191, p<0.05) (figura 9B), esto indica que nadan méas tiempo en el cuadrante P. Por otro
lado, en el grupo 2 no hay diferencias durante la fotofase mientras que en la escotofase hay

un decremento en el tiempo de nado en cuadrantes Wy O (F= 9.282; p<0.05, figura 9D).
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Figura 9. Tiempo de nado en cuadrante objetivo (P), vecinos (W y E) y cuadrante opuesto (O) con
plataforma ausente + ee en el 5to dia de prueba en animales control durante la fotofase (izquierda
barras en azul) y escotofase (derecha barras en rojo). Los asteriscos indican las diferencias entre el
cuadrante objetivo con los tres cuadrantes restantes (ANDEVA; p<0.05).



En los animales obesos (figura 10), Gnicamente el grupo 1 presenta diferencias durante la

fotofase, particularmente en los cuadrantes W y O (F= 12.80, p<0.05), y durante la

escotofase en los cuadrantes E 'y O (F=5.19, p<0.05).
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Figura 10. Tiempo de nado en el cuadrante objetivo (P), vecinos (W y E) y cuadrante opuesto con
plataforma ausente + ee en el 5to dia de prueba en animales obesos durante la fotofase (izquierda
barras en azul) y escotofase (derecha barras en rojo). Los asteriscos indican las diferencias entre el
cuadrante objetivo con los tres cuadrantes restantes (ANDEVA; p<0.05).

Al comparar controles vs obesas Unicamente en el cuadrante objetivo (P) (figura 11), se

obtuvo diferencia significativa en el grupo 1 durante la escotofase, presentando mayor
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tiempo de nado en el cuadrante P en las ratonas control. Ambos grupos muestran una

tendencia de nado por el cuadrante P durante la escotofase (figura 11B y D).

PLATAFORMA AUSENTE EN DIA 5
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Figura 11. Tiempo de nado en cuadrante objetivo (P) + ee en animales control y obesas durante el 5to
dia de prueba con plataforma ausente. Los asteriscos indican diferencias de acuerdo a la prueba de t de
Student (*p= < 0.05).

9.3. Prueba de memoria y aprendizaje a largo plazo con plataforma ausente: dia 15

Las figuras 12 y 13 indican el promedio del tiempo de nado en el cuadrante P, W, Ey O

con plataforma ausente, en el dia 15 de la prueba.
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En la figura 12 se grafica el tiempo de nado de los animales control durante la fotofase y la
escotofase. Los asteriscos indican las diferencias respecto al cuadrante P. En el grupo 2 el
cuadrante O es significativamente diferente al P (F= 5.22, p<0.05 y F=5.84, p<0.01, figura
12C y D) en ambas fases. Asi como sucede con los controles, el tiempo de nado disminuye

conforme se aleja del cuadrante P.
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Figura 12. Tiempo de nado en el cuadrante objetivo (P), vecinos (W y E) y cuadrante opuesto (O) con
plataforma ausente + ee al dia 15 en animales control durante la fotofase (izquierda barras en azul) y
escotofase (derecha barras en rojo). Los asteriscos indican las diferencias entre el cuadrante objetivo
con los tres cuadrantes restantes (ANDEVA,; p<0.05).
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Los animales obesos muestran una conducta distinta a la observada en la figura 10. En la
figura 13, el tiempo de nado no disminuye necesariamente conforme el animal se acerca al
cuadrante O. Cabe sefialar que sélo hay una diferencia en el grupo 1, durante la escotofase,

la cual se presenta en el cuadrante O (F=5.67 y p<0.01, figura 13B).
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Figura 13. Tiempo de nado en el cuadrante objetivo (P), vecinos (W y E) y cuadrante opuesto (O) con
plataforma ausente + ee al dia 15 en animales obesos durante la fotofase (izquierda barras en azul) y
escotofase (derecha barras en rojo). Los asteriscos indican las diferencias entre el cuadrante objetivo
con los tres cuadrantes restantes (ANDEVA; p<0.05).

No se encontrd ninguna diferencia al comparar el tiempo de nado en el cuadrante P entre

los controles contra las obesas, sin embargo, todos los animales control pasaron mas tiempo
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en el cuadrante P con respecto a las obesas, exceptuando el grupo 2 durante la escotofase,

que expresa lo inverso sin mostrar significancia.

9.4. Prueba de plataforma visible

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre controles y obesas a la
hora de localizar la plataforma visible en el grupo 1, obteniéndose los siguientes promedios
+ ee: controles= 10.51+3.80 s (n=5), obesos= 20.16£9.73 s (n=7). En el grupo 2 los
promedios fueron: controles= 6.05+£0.78 s (n=5), obesos= 22.75+ 6.96 s (n=2) y no pudo

ser evaluado estadisticamente.

9.5. Velocidad de nado

No se encontraron diferencias significativas en la velocidad de nado entre controles y

obesas del mismo grupo, los datos promedio con su error estandar se muestran en la tabla 3.

GRUPO 1 GRUPO 2

Controles Obesas Controles Obesas

Velocidad de
nado (m/s) 0.035 +0.003 0.035 +.001 0.051 + 0.002 0.041 +0.004

Distancia
cuantificada 0.26 £ 0.08 0.19 + 0.07 0.31+0.08 0.47 +0.37

(m)

Tabla 3. Promedio de la velocidad de nado y distancia + ee durante los ensayos que resultaron
significativamente diferentes entre controles y obesas por grupo.
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9.6. Andlisis de triglicéridos y glucosa

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de observar alguna correlacion entre el desempefio
de la prueba y los niveles de glucosa 'y TG en el plasma sanguineo (Unicamente en el grupo
2, tabla 4). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre animales control y obesas,
conjuntamente, no existe correlacion entre el peso y la concentracion de glucosa y TG.
Finalmente, no se observo relacion entre la concentracion de glucosa y TG vs la latencia

para encontrar la plataforma oculta.

ENCONTRARON
LOTE LA GLUCOSA TRIGLICERIDOS
PLATAFROMA (mg/dl) (mg/dl)
119.82 58.46
76.76 42.72
i 110.91 107.96
CONTROLES Si 95 29 61.08
146.10 53.21
) 116.85 59.11
Si 132.30 111.24
OBESAS 118.57 61.08
NO 104.43 82.06
116.02 58.79

Tabla 4. Concentracién plasmatica de TG y glucosa en ratonas de los volcanes (Neotomodon alstoni).
Las muestras corresponden al grupo 2 a mitad de su fotofase.

9.7. Consumo de alimento

En la figura 14A se observa que el consumo de alimento en los animales control (cuadros
cerrados) es mayor respecto al de las obesas (cuadros abiertos), con variaciones durante los

dias de transicion, posterior a ello se vuelve a estabilizar el consumo. En la figura 14B se
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muestra la variacion del peso corporal, siendo importante mencionar que las obesas pesan

el doble que los controles.
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Figura 14 A. Consumo de alimento (mg) por peso del animal (g) a lo largo de la prueba experimental.
B. Peso del animal (g) respecto al tiempo. Todos los datos corresponden exclusivamente al grupo 2.

10. DISCUSION

En los experimentos realizados en este trabajo con el raton de los volcanes, Neotomodon
alstoni, se encontré que la obesidad va acompafiada con déficits cognitivos evaluados

mediante la prueba de laberinto acuatico (LAM).

Lo anterior es consistente con resultados de otros trabajos (Jurdak, et al., 2008 y Farr, et al.,
2008 y Ross et al., 2009) realizados con machos Long-Evans, ratones CD-1 y Sprague-
Dowley, donde se reporta que los animales obesos presentan deficiencias de aprendizaje y

memoria a corto y largo plazo respecto a los animales sin sobrepeso.
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Ademaés la evaluacion de la velocidad de nado permite concluir que el peso corporal, la
condicion fisica y la edad no tuvieron influencia sobre las habilidades de nado (tabla 3). Lo
anterior sugiere la posibilidad de excluir dicho pardmetro dentro de este estudio y de esta

manera poder comparar controles vs obesas.

10.1. Prueba de aprendizaje y memoria a corto plazo (adquisicion)

La condicién de obesidad en N. alstoni disminuye el aprendizaje y la memoria a corto plazo
evaluado en la prueba de LAM (figura 8). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Jurdak et al. (2008) y Farr et al. (2008), en donde dietas con suplemento en acidos grasos o
azUcares proporcionados a los animales para inducir la condicion de obesidad, condujeron a

un menor desempefio de los animales en la prueba de laberinto acuético.

Para la segunda fase (de noche para el grupo 1, de dia para el grupo 2; figura 7A y B, tabla
1) los animales del lote control mejoraron su desempefio en la prueba de laberinto de
Morris al disminuir el tiempo de latencia y aumentar el numero de individuos que
encuentran la plataforma oculta (tabla 2), mientras que en las obesas, el desempefio es el
mismo sin importar la fase en que ejecuten la prueba; es posible que esto se debiera a que
en las ratonas obesas N. alstoni, cuatro dias de adquisicion no fueron suficientes para el
aprendizaje de la prueba. Tal como sefiala Jurdak et al. (2008), la adquisicion se define y
sustenta en el hecho de que los animales deben localizar la plataforma en un lapso menor a
10 segundos en tres pruebas consecutivas. De acuerdo a las referencias, en la prueba de
laberinto acuatico, los dias de adquisicion varian de 3 a 4 dias con 4 a 8 ensayos por dia.
Por lo general para las ratas la adquisicion dura 4 dias (Jurdak, et al., 2008), caso contrario

a ratones, a quienes se les aplican méas dias de adquisicion (Farr, et al., 2008). En el
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presente trabajo se observO que cuatro ensayos por dia, son suficientes para valorar la
memoria y aprendizaje espacial en N. alstoni en condicidn control, mientras que no es
suficiente para hembras obesas. Lo que contribuye con un dato importante para la especie

como potencial modelo de estudio.

Asimismo, la aplicacion de la prueba a mediodia o a medianoche no influye en la latencia,
en contraste, se observo mejor rendimiento en los controles durante la segunda fase (figura
7), lo que sugiere un aprendizaje a largo plazo dependiente de un “reforzamiento” en la
adquisicién, es decir, la recuperacion de la informacion espacial almacenada es mas
eficiente en las hembras sin sobrepeso, esto supone que las ratonas obesas no tuvieron las

pruebas suficientes para aprender la localizacion de la plataforma.

Para eliminar la posibilidad de diferencias en el desempefio de la prueba atribuida a la
calidad en la vision, el dia siguiente al fin del experimento se realiz6 la prueba donde la
plataforma era visible para todos los animales. Las ratonas no difieren en la cantidad de
tiempo que nadan por lo que se descarta la posibilidad de que las diferencias observadas

sean debidas a un déficit visual en las obesas.

10.2. Consolidacion de la memoria

La consolidacion y retencion de la memoria se evalud al quinto dia con plataforma ausente,
obteniendo en ambos grupos la preferencia por nadar en el cuadrante P (sitio donde se
localizaba la plataforma; figuras 9 y 10), esto indica que los controles y las obesas tienen
retencion en las 24 horas posteriores a la adquisicién de la prueba, desempefiandose mejor
durante su hora de actividad (escotofase), lo cual hace suponer la presencia de un ritmo en

la consolidacion de la memoria con una tendencia a realizar mejor esta tarea durante la
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medianoche. Si bien lo anterior indica una diferencia, posiblemente relacionada con la fase
diaria de actividad, seria interesante averiguar si se mantiene en animales estudiados en su
noche y dias subjetivos (fase activa y de reposo, pero en condiciones constantes,

respectivamente) para definir si se trata de un rasgo dependiente de un oscilador circadiano.

Es importante sefialar que las ratonas de obesidad extrema (grupo 1) nadan menor tiempo
en el cuadrante P respecto con las obesas moderadas (grupo 2), estos resultados apoyan los
estudios realizados por Ross et al. (2009), en donde la obesidad inducida por una dieta alta
de azucar afecta la memoria hipocampo-dependiente en la consolidacién de la prueba de
LAM, de acuerdo al mismo autor, una dieta alta en azlcar es analoga a una dieta alta en
grasas alterando vias metabdlicas y aumentando la circulacion de TG ocasionando
resistencia a la insulina en el hipocampo, afectando directamente la memoria, pardmetros

no evaluados en el presente estudio.

10.3. Memoria a largo plazo

En la prueba para evaluar la memoria a largo plazo (figuras 12 y 13), las hembras de N.
alstoni presentan una desorganizacion en la distribucién del tiempo de nado que pasan en
cada cuadrante, es decir, es muy similar en todos ellos. Esto sugiere que 10 dias es el
tiempo cerca del cual pueden encontrarse los limites de la memoria a largo plazo para la
especie. El protocolo aqui empleado se ha utilizado en experimentos desarrollados en ratas
especificamente Long-Evans y no en ratones. El hallazgo en esta prueba es que posterior al
“reforzamiento” (4 dias de adquisicidon), como se menciond anteriormente, parece indicar
que los animales pueden recordar lo aprendido, mejorando su desempefio para la segunda

fase de aprendizaje. Esto indica que los animales necesitan de un entrenamiento previo para
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recordar, y que un lapso de 10 dias posterior al Gltimo ensayo es demasiado para recuperar
la informacion almacenada. Es de suponer que, si se reduce el intervalo de memoria a largo
plazo, el animal vuelva a mostrar una conducta semejante o igual al dia 5, es decir, una

preferencia de nado en el cuadrante objetivo.

10.4. Analisis de triglicéridos y glucosa

Los analisis del contenido de glucosa y TG en sangre, fueron comparados en los animales
del grupo 2 que corresponden a obesas moderadas, no se observaron diferencias
significativas. Cabe indicar que los animales usados en el grupo 1 no fueron muestreados
para estos pardmetros puesto que ya no se contaba con dicha poblacién. Sin embargo en
otro estudio en desarrollo (Fuentes Granados, en preparacion) se ha observado que las
hembras de N. alstoni con un intervalo de peso equivalente al del grupo 1 (obesidad
extrema), si muestran altas concentraciones basales de TG, como se ha visto en otros

trabajos (Carmona, 2006; Diego 1999), situacién que no ocurre con la glucosa.

Si tomamos en consideracion que el peso promedio de las ratonas obesas del grupo 1 es
mayor que el del grupo 2, y que la mayor diferencia en la prueba de LAM se observa en el
grupo 1, no se descarta la posibilidad de que exista una correlacion entre los niveles altos

de glucosa y/o TG respecto al déficit de la memoria en la prueba.

Ademas, es importante mencionar que el grupo 1 tenia un mayor nimero de organismos,
por lo que las diferencias fueron mas robustas en el analisis estadistico de la poblacion,
asimismo, el grupo 1 present6 obesidad extrema e individuos méas jovenes (84-104 g entre

8-11 meses de edad) con relacién al grupo 2 (70-80 g entre 12-15 meses de edad), aunque
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de acuerdo a Bucci et al. (1995), no existen diferencias de género después de los 6 meses

de edad en ratas Long-Evans.

De acuerdo al consumo de alimento, las ratonas ingieren mas comida durante los dias en
que realizaron la prueba (figura 14A), es probable que el desgaste fisico y el estrés que les
ocasiona un nuevo ambiente repercutan en su ingesta calérica. Por otra parte es muy claro
el desajuste en la ingesta durante los dias transitorios, efecto del fotoperiodo sobre el
marcapaso (NSQ) que regula en gran parte las funciones metabdlicas. Adicionalmente, las
conductas alimentarias y su coordinacion con el ciclo suefio-vigilia son vitales para un
organismo, de tal forma que al alterar el fotoperiodo repercute en la alimentacion.
Finalmente podemos asegurar que el raton de los volcanes es un buen modelo para el
estudio de memoria espacial mediante la prueba de LAM, ya que se observa claramente una

mejora en el desempefio conforme transcurren los dias de ensayo.

En general, los resultados del presente trabajo apoyan la hipétesis de que la obesidad esta
relacionada con deterioro en la conducta cognitiva en ratones. Es posible que altas
concentraciones de TG sean causa importante en trastornos cognitivos, ya que afectan el
mantenimiento de la potenciacion sinaptica de largo plazo (PLP) dependiente de receptores
NMDA en el hipocampo, considerada como la plasticidad sinaptica especifica relacionada
con la neurofisiologia de la memoria y el aprendizaje (Farr, et al., 2010). Sin embargo, no
parecen ser indispensables las altas concentraciones de TG para que en una condicion de

obesidad moderada se observen diferencias.

El estudio realizado en hembras resulta importante ya que la mayoria de las pruebas de

memoria y de aprendizaje se realizan en machos. Estudios alternos (Coluccia, 2004),
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sefialan que es importante considerar la fase del ciclo hormonal en el que se encuentre la
hembra durante la prueba y que bajos niveles de estrdgeno mejoran significativamente la

ejecucion espacial, sin embargo, en este trabajo no se evalud al ciclo estral como variable.

Auln queda por dilucidar las causas especificas que intervienen en el menor desempefio por
parte de las obesas, entre ellas evaluar las concentraciones de TG, glucosa, leptina,
resistencia a la insulina y conocer especificamente la edad de los animales silvestres méas
alla de guiarse por parametros fisicos, la presencia de alguna enfermedad degenerativa

asociada con la memoria o la diabetes también podria alterar los resultados.

Estos estudios son importantes ya que se pueden proyectar a la problematica actual en
humanos, méas aun con el incremento en el desarrollo de obesidad en nifios, jovenes y
adultos. Del mismo modo, la poblacién femenina en México es de 100 mujeres por cada 97
hombres (INEGI, 2009), de acuerdo con la Federacion Mexicana de Diabetes (2006), la
prevalencia de obesidad en mujeres fue de 34.5% y en hombres de 24.2%. Por lo tanto, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad a nivel nacional fue de 71.9% en mujeres mayores de

20 afios y 66.7% en hombres mayores de 20 afios.
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11. CONCLUSIONES

e La condicion de obesidad en Neotomodon alstoni disminuye el aprendizaje y la
memoria a corto plazo evaluado en la prueba de LAM.

e La hora del dia en que se realizé la prueba no afecta el rendimiento del raton de los
volcanes durante la adquisicién, sin embargo hay una tendencia a realizar mejor la
tarea de consolidacion de la memoria y el aprendizaje durante la escotofase.

e N. alstoni controles y obesas tienen retencion en las 24 horas posteriores a la
adquisicion de la prueba, desempefidndose mejor durante su hora de actividad
(escotofase).

¢ Durante la segunda fase, todos las ratonas control logran recordar la ubicacion de la
plataforma y presentan mejor desempefio en la adquisicion, sugiriendo un
aprendizaje de la prueba posterior a un “reforzamiento”.

e Diez dias son suficientes para que N. alstoni refleje déficits en la memoria a largo
plazo.

¢ En la condicion de obesidad moderada, no se encontr6 correlacion entre la latencia y
los niveles de glucosay TG.

e El ratdn de los volcanes es un buen modelo bioldgico para el estudio de la memoria

espacial mediante la prueba de LAM.
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12. GLOSARIO

Almacenamiento: Comprende el mecanismo y los lugares por los que la memoria se
conserva a lo largo del tiempo. Una de las manifestaciones destacables del almacenamiento

a largo plazo es que parece tener una capacidad casi ilimitada.

Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF): Pertenece a la familia de las
neurotrofinas que estan relacionados con el fenomeno de diferenciacion en areas
especificas del sistema nervioso central asi como en la regulacion de la conectividad
neuronal y plasticidad sinaptica. Puede ser regulado por estimulacion eléctrica y juega un

papel importante en la potenciacién prolongada.

Codificacion: Proceso por el que se elabora el primer encuentro de la nueva informacion

aprendida.

Consolidacion: Incluye los procesos que alteran la informacion recientemente almacenada,
aun labil, para hacerla méas estable con miras al almacenamiento a largo plazo. Implica la
expresion de los genes y la sintesis de nuevas proteinas, induciendo cambios estructurales

que almacenan la memoria de manera estable a lo largo del tiempo.

Latencia: Tiempo que transcurre entre un estimulo y la respuesta que produce.

Nictemeral: Ritmo que se produce en un ser vivo diariamente como resultado de los

cambios entre el dia y la noche.

Plasticidad sinaptica: Eficacia de las sinapsis quimicas que se pueden modificar durante

periodos cortos y largos. Esta controlada por dos tipos de procesos: 1) procesos en el
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interior de la neurona que se deben a cambios en el potencial de reposo o en los potenciales
de accidn, y 2) procesos extrinsecos, como la sefial de entrada sinéptica, procedente de
otras neuronas. Capacidad del sistema nervioso para modificarse con la experiencia.
Ejemplos comunes de la plasticidad son el aprendizaje y el desarrollo de las habilidades

motoras y los habitos.

Potenciacion a largo plazo (PLP): Incremento de la eficiencia sinéptica que se produce
debido a una estimulacion sinaptica sostenida y que perdura durante un periodo

relativamente largo, incluso dias, semanas 0 meses.

Potencial postsinaptico excitatorio (PPSE): Cambio en el potencial de membrana de una
célula postsinaptica que incrementa la probabilidad de que se genere un potencial de accién

en la célula.

Recuperacion: Procesos que permiten la utilizacion de la informacion almacenada.

Sindrome metabdlico: Patologia constituida por la asociacion de un grupo de
anormalidades metabolicas que pueden conllevar al desarrollo de Diabetes mellitus
inmunodependiente y enfermedades cardiovasculares. La manifestacion de la resistencia a
la insulina es una de sus caracteristicas principales, también se puede desarrollar obesidad,

hiperinsulinemia, deterioro de la tolerancia a la glucosa, hipertension, entre otras.
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