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RESUMEN

El cerebro es un 6rgano especialmente sensible a las modificaciones en el
aporte nutricional, por lo que un deterioro nutricional puede causar modificaciones
en la micro y la macroarquitectura cerebral, afectando el desarrollo intelectual. Por
otra parte, el uso de dietas especificas para mejorar habilidades cognitivas en
personas con problemas de neurodesarrollo ha tenido cierto éxito. Se demostro
que el consumo del complemento alimenticio T-2 en personas con sindrome de
Down mejoré aspectos cognitivos como la memoria, la atencion y redujo los
niveles de ansiedad; no obstante, se desconocen los mecanismos celulares y
moleculares a través de los cuales el T-2 induce estas mejoras.

Este trabajo tuvo como objetivo conocer el efecto del consumo del T-2
sobre diversas pruebas conductuales y en la formacion de espinas dendriticas en
ratones. Ratones de la cepa C57BL/6 consumieron el T-2 durante sesenta dias,
periodo en el que fueron expuestos a las tareas de memoria: reconocimiento de
objetos novedosos, laberinto acuatico en “Y”; asi como a una prueba para medir
ansiedad: laberinto en cruz elevado. Los ratones fueron sacrificados y los cerebros
procesados para tincion rapida de Golgi, a fin de conocer el efecto del T-2 sobre
las espinas dendriticas.

Los resultados mostraron que los ratones que consumieron el T-2 no
presentaron cambios en la ejecucion de las tareas conductuales, pero se observo
un aumento en la densidad de espinas dendriticas. Estos resultados sugirieron
que los efectos del T-2 podrian estar asociados con la formacion de espinas

dendriticas.
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ABSTRACT

The brain is especially sensitive to modification in nutritional contribution;
nutritional deficits cause modifications in the brain micro and macroarchitecture
and affect the intellectual development. On the other hand, the improvement of
cognitive abilities in developmental disorders using specific diets has had some
success. It has been proved that intake of supplement T-2 by persons with Down
syndrome; improve cognitive aspect, such as memory, attention, and also reduced
anxiety levels. However the cellular and molecular mechanisms by which T-2
induces this improvements are unknown.

The aim of this work was knew the effect of T-2 over different behavioral test
and dendritic spines formation. To which, C57BL6 mice consume T-2 during sixty
days, in this period the animals was expose to memory task: novel object
recognition test and aquatic “Y” maze; and to an anxiety test: plus elevated maze.
Also, the mice were sacrificed and the brain processed to rapid Golgi staining, in
order to known the effect over dendritic spines of T-2.

The results shown that mice that intake T-2 had not improvement on
behavioral test execution, however was observed an increase of dendritic spines
density. The results suggest that effect of T-2 could be associated to the dendritic

spines formation.



1. INTRODUCCION
La nutricién es un factor clave para el desarrollo y funcionamiento adecuado del

sistema nervioso central (Benton, 2010a). Un deterioro en el suministro de nutrientes
puede afectar el desarrollo cognitivo de las personas y favorecer el retraso mental
(Benton, 2010b). Las deficiencias nutricionales afectan procesos como la migracion y la
diferenciacion celulares (Morgane et al., 1993), el desarrollo de las sinapsis y los
arboles dendriticos (Andrade, Castanheira-Vale, Paz-Dias, Madeira & Paula-Barbosa,
1996); y la sintesis de neurotransmisores (Blanquet, 2000). Particularmente, los
cambios en la composicion de las dietas alteran el desarrollo y mantenimiento de las
espinas dendriticas (Benitez-Bribiesca, De la Rosa-Alvarez & Mansilla-Olivares, 1999;
Cintra, Diaz-Cintra, Galvan, Kemper & Morgane, 1990; Gundappa & Desiraju, 1988), lo
gue sugiere gque existe una alta sensibilidad de las espinas dendriticas a los
componentes de una dieta.

Las espinas dendriticas, descritas por Santiago Ramén y Cajal a finales del siglo
XX, son pegueias protuberancias que emergen de las dendritas de la neurona y son
consideradas los principales sitios de sinapsis excitatorias (Garcia-Lépez, Garcia-Marin
& Freire, 2007). Las anormalidades en el nimero y la morfologia de las espinas, se
asocian al retraso mental en la desnutricion (Benitez-Bribiesca et al., 1999; Diaz-Cintra,
Garcia-Ruiz, Corkidi, & Cintra, 1994; Kemper, Pasquier, & Drazen, 1978), y diversos
sindromes de origen genético como: sindrome de Down (Benavides-Piccione et al.,
2004); sindrome de Rett (Chapleau et al., 2009); sindrome del X fragil (Comery et al.,
1997; Cruz-Martin, Crespo & Portera-Cailliau, 2010); sindrome de Williams (Galaburda,
Wang, Bellugi, & Rossen, 1994; Meng et al., 2002) y el retraso mental causado por

anomalias metabdlicas como la fenilcetonuria (Kaufmann & Moser, 2000). La evidencia



sefala que las alteraciones en las espinas pueden modificar los circuitos neuronales
involucrados en los procesos cognitivos y producir una disfuncion intelectual (Dierssen
& Ramakers, 2006; Kaufmann & Moser, 2000).

El sindrome de Down, es una de las alteraciones méas comunes del
neurodesarrollo y la principal causa de discapacidad intelectual (Pulsifer, 1996; Stoll,
Alembik, Dott & Roth, 1990). Dentro de la neuropatologia del sindrome de Down, se
reporta una hipocelularidad en estructuras cerebrales como el cerebelo (Schmidt-Sidor,
Wisniewski, Shepard & Sersen, 1990), el hipocampo (Jernigan, Bellugi, Sowell,
Doherty, & Hesselink, 1993; Kesslak, Nagata, Lott & Nalcioglu, 1994) y la corteza
prefrontal (Légdberg & Brun, 1993). Estas alteraciones estan relacionadas con un
déficit en la ejecucion de tareas cognitivas y motoras. Particularmente, se observa que
el hipocampo de personas con sindrome de Down tiene alteraciones en la morfologia y
densidad de las espinas dendriticas, especialmente en la region CAl (Dierssen &
Ramakers, 2006), hipocelularidad granular y sinaptogénesis anormal (Rachubinski,
Crowley, Sladek, Maclean, & Bjugstad, 2012). Estas alteraciones en el hipocampo se
han ligado con un mal desempefio en tareas asociadas a memoria espacial (Mangan,
1992), problemas en la consolidacion de la informacién y la produccion de mapas
espaciales sobre todo en lo referente a memoria de largo plazo (Pennington, Moon,
Edgin, Stedron & Nadel, 2003). Estas observaciones han sido confirmadas en modelos
de raton de sindrome de Down, como el Ts65Dn, donde anormalidades anatomicas en
el hipocampo producen alteraciones en la produccién de potenciacion a largo plazo
(LTP por sus siglas en inglés) y depresién a largo plazo (LTD por sus siglas en inglés),

deficiencias en la resolucion de pruebas conductuales asociadas a memoria vy



aprendizaje, como en el laberinto de agua de Morris, el laberinto radial y la prueba de
aprendizaje de discriminacion de contexto (Hyde, Hoplight, & Denenberg, 1998).

El sindrome de Down cursa con niveles altos de estrés oxidativo (Helguera et al.,
2013), estudios in vitro han reportado que este nivel alterado de estrés oxidativo
conducen a apoptosis (Cramer & Galdzicki, 2012; Jovanovic, Clements, & MacLeod,
1998). Ademas, como consecuencia de las anormalidades cromosomicas del
sindrome, se reportan alteraciones en la absorcion y metabolismo de ciertos nutrientes
(Pueschel, 1992). Por ejemplo, pacientes con sindrome de Down muestran deficiencias
en Vitamina A, debido a un decremento drastico en su absorcion; también presentan
bajos niveles de zinc en plasma (Pueschel, 1992). La insercion de antioxidantes, como
la vitamina E (Parisotto et al., 2014); o de nutrientes faltantes como el zinc (Chiricolo,
Musa, Monti, Zannoti, & Franceschi, 1993), han permitido reducir el estrés oxidativo y
mantener la integridad del DNA. Los datos anteriores sugieren que las intervenciones
nutrimentales pueden ayudar a la homeostasis y mejorar la calidad de vida de los
pacientes con sindrome de Down.

Diversos tratamientos farmacoldgicos se han utilizado para incrementar el
estado de salud de las personas con sindrome de Down. Entre los tratamientos
farmacolégicos probados en modelos animales, se ha administrado el péptido
vasoactivo intestinal (VIP pos sus siglas en inglés), el cual estimula la liberacion de
factores neurotroficos; y la memantina que mejora los déficits de aprendizaje e
incrementa los niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas
en inglés); también se han administrado inhibidores selectivos de la recaptura de

serotonina (ISRS), que incrementan la proliferacion y supervivencia de neuronas del



giro dentado (GD) (Ruparelia, Pearn & Mobley, 2012). Sin embargo, los tratamientos
farmacoldgicos pueden no tener el impacto deseado y producir efectos secundarios
adversos, por ejemplo: la administracion de pentilenetetrazolona (PTZ), en el modelo
Ts65Dn (Rueda, Florez, & Martinez-Cué, 2008) mejora la memoria espacial, pero
genera convulsiones (Buckley & Sacks, 2007); por lo que el desarrollo de terapias no
farmacoldgicas se presenta como una buena alternativa para los pacientes con
sindrome de Down.

Dentro de las terapias no farmacoldgicas utilizadas en personas con sindrome
de Down destacan, la estimulacion fisica, programas de educacion especial y dietas
especificas (de la Torre & Dierssen, 2012). Particularmente se ha observado que dietas
basadas en el consumo de antioxidantes y acido félico en nifios con sindrome de Down
pueden disminuir algunos de los déficits cognitivos de estos pacientes (Ellis, Woodley-
Zanthos & Dulaney, 1989). En modelos animales de sindrome de Down que han sido
suplementados con dietas a base de colina y antioxidantes, se optimizan la resolucién
en tareas de atencion y memoria (Moon et al., 2010), por otro lado la memoria espacial
mejora en animales de la cepa Ts65Dn con dietas ricas en antioxidantes y acido félico
(Lockrow et al., 2009; Shichiri et al., 2011).

En otros trastornos del desarrollo también se utilizan dietas especificas como
terapia no farmacolégico, en el autismo (Mulloy et al., 2010; Reichelt, Ekrem, & Scott,
1990) dietas estrictas libres de gluten y caseina, incrementaron el uso del lenguaje y
comunicaciéon, la atencion, la coordinacidbn motora y reducen las conductas auto

lesivas, las conductas estereotipadas y la hiperactividad (Whiteley et al., 2012).



Por lo anterior, resulta pertinente explorar el uso de dietas particulares para
tratar de reducir alteraciones cognoscitivas asociadas a trastornos del desarrollo, como
en el caso del sindrome de Down.

Recientemente se desarroll6 el complemento alimenticio T-2 (T-2). El T-2 esta
compuesto de diversos azUcares como: isomaltosa, eritritol, fructo-oligosacaridos,
inulina, antioxidantes contenidos en la linaza (Omega 3, Omega 6 y Omega 9); vitamina
B6 (hidrocloruro de piridoxina); complejo de calcio, suero de leche y compuestos de
origen vegetal como stevia, cocoa y Luo Han Guo. Estudios piloto demuestran que el
consumo del T-2 por pacientes con sindrome de Down disminuye los niveles de
ansiedad y agresividad, mejora su desarrollo motor, atencién y calidad de suefio.
Resultados preliminares de nuestro grupo de investigacion sugieren que las mejorias
observada en los pacientes, puede asociarse a cambios en los niveles de las aminas
biogénicas, los acidos grasos y un aumento en la microbiota intestinal. No obstante, se
desconocen los mecanismos celulares que subyacen a las mejorarias descritas, asi
como su efecto sobre otras conductas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
conocer el efecto del T-2 en paradigmas conductuales asociados a memoria y ansiedad

y determinar si su consumo produce cambios en las espinas dendriticas.



2. ANTECEDENTES.
2.1.La nutricién y el cerebro

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en
inglés), la nutricion se define como: la ingesta de alimentos con relacion a las
necesidades dietéticas del organismo (WHO, 2014). Sin embargo, la deficiencia del
consumo de alimentos genera dos tipos de patologias: malnutricion y desnutricién.

La malnutricién, se produce por una dieta con deficiencias nutricionales
especificas (anemia) o por un exceso en la utilizacion de nutrientes especificos. Por su
parte la desnutricion, es causada por una ingesta inadecuada en la cantidad de
nutrientes que proporcionan energia (Saunders, Smith, & Stroud, 2011). Una alta
prevalencia de malnutricion y desnutricion es reportada en la poblacién mundial; siendo
esta Ultima, la causa de un tercio de muertes infantiles (Nandy, Irving, Gordon,
Subramanian, & Smith, 2005). Particularmente los nifios, ancianos y personas con
discapacidades fisicas y/o intelectuales son méas vulnerables a estos déficits,
incrementando factores de riesgo fisiolégico como: mala absorcién de micronutrientes y
minerales, reduccién en la velocidad metabdlica, disminucion de apetito, entre otros
(Paus, 2010).

La desnutricion y la malnutricibn afectan directamente el desarrollo y
funcionamiento del sistema nervioso central (Benton, 2010a). Durante el primer
trimestre de gestacion y los primeros dos afios de vida, las deficiencias nutricionales
pueden producir en humanos: 1) reduccion en el nimero de neuronas (Dobbing &
Smart, 1974); 2) alteracién en los procesos de migracion y diferenciacion celular

(Morgane et al., 1993); y 3) problemas en la formacién del tubo neural (Pitkin, 2007); en



modelos animales se ha demostrado que causan: 1) menor peso del cerebro al nacer
(Smart, Dobbing, Adlard, Lynch, & Sands, 1973); 2) alteracion en el desarrollo de las
sinapsis y los arboles dendriticos (Andrade et al., 1996; Benitez-Bribiesca et al., 1999)
y 3) déficits en la sintesis de neurotransmisores (Blanquet, 2000; Wurtman et al., 2006).
Adicionalmente, existe una relacién entre la desnutricion y ciertos tipos de retraso
mental (Altman, Das, & Sudarshan, 1970; Martin, 1973), sugiriendo la alta
vulnerabilidad del cerebro a las alteraciones de la dieta. En investigaciones con ratas,
se ha probado que los cambios en la composicion de la dieta, causan alteraciones en el
desarrollo y mantenimiento de las espinas dendriticas (Cintra et al., 1990; Gundappa &
Desiraju, 1988). Estas observaciones concuerdan con un estudio realizado con nifios
mexicanos que murieron por desnutricion, donde se observé una disminucién en la
densidad de las espinas dendriticas y alteraciones en la morfologia de estas
estructuras en la quinta capa de la corteza cerebral (Benitez-Bribiesca et al., 1999),
reflejando una alta susceptibilidad de las espinas a los componentes de la dieta. Por
otro lado, diversas investigaciones apuntan a que la administracion de dietas
especificas o balanceo de las mismas, revierten deficiencias nutricionales; en humanos
mejoran las deficiencias cognitivas (Benton, 2010b), por su parte en ratas se observa
gue este tipo de intervenciones son mas eficientes si se administran durante los
primeras etapas del desarrollo postnatal (José P Andrade, Lukoyanov, & Paula-
Barbosa, 2002; Diaz-Cintra et al., 1994), lo cual apunta a que el uso de dietas favorece

un mejor desarrollo intelectual, asi como a la formacién de espinas dendriticas.



2.2.Las espinas dendriticas en problemas de neurodesarrollo
Las espinas dendriticas descritas por Santiago Ramon y Cajal a finales del siglo
XX (Garcia-Lépez et al.,, 2007), son pequefias protuberancias que emergen de las
dendritas de una neurona. Anatémicamente, una espina se compone de una cabeza
qgue se une a la dendrita a través de un tallo o cuello (Salas et al., 2008) (Fig. 1). Las
espinas se clasifican de acuerdo a su morfologia en espinas redondas, delgadas, en
forma de hongo vy filipodios y todas las formas pueden estar en la misma dendrita

(Hering & Sheng, 2001).

A Flllpodic /';J B

Redonda

Figura 1. Caracteristicas de las espinas dendriticas. Se muestra un esquema donde se puede
observar los diferentes tipos de espinas dendriticas (A) que pueden existir en una dendrita (B).
(Tomado y modificado de Nicoll & Schmitz, 2005; Rochefort & Konnerth, 2012).



La cabeza de las espinas esta marcada por un conjunto de proteinas
denominado densidad postsinaptica (PSD por sus siglas en inglés) (Li & Sheng, 2003;
Sheng & Hoogenraad, 2007); son estructuras dinAmicas que cambian su forma y
volumen continuamente, ademas contiene gran cantidad de receptores NMDA y AMPA
y diversas proteinas ancladas al citoesqueleto (Yasumatsu, Matsuzaki, Miyazaki,
Noguchi, & Kasai, 2008).

Las espinas dendriticas son el principal sitio de comunicacién entre las
neuronas a través de la sinapsis. Un cambio en la densidad y morfologia de las
espinas dendriticas, causa alteraciones en la fisiologia sinaptica y modifica la
actividad de los circuitos neuronales involucrados en funciones cognoscitivas, ello
puede generar diversos grados de retraso mental (Chechlacz & Gleeson, 2003;
Dierssen & Ramakers, 2006; Martin, 1973). En este sentido, anormalidades en el
namero y morfologia de las espinas dendriticas y sinapsis se asocia al retraso
mental (Fig. 2B) reportado en el sindrome de Down (Fig. 2C) (Benavides-Piccione
et al., 2004), sindrome de Rett (Chapleau et al., 2009), sindrome del X fragil (Fig.
2D) (Comery et al., 1997; Cruz-Martin et al., 2010), sindrome de Williams
(Galaburda et al., 1994; Meng et al., 2002) asi como al retraso mental causado por
anomalias metabolicas como la fenilcetonuria (Kaufmann & Moser, 2000) y
desnutricion (Fig. 2E) (Benitez-Bribiesca et al., 1999; Diaz-Cintra et al., 1994;

Kemper et al., 1978).
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Figura 2. Espinas dendriticas en diferentes trastornos del desarrollo que presentan retraso
mental. Imagen que muestra espinas dendriticas en diferentes condiciones del desarrollo A)
Sujeto normal (Purpura, 1974); B) Retraso mental de causa no genética (Purpura, 1974); C)
sindrome de Down (Marin-Padilla, 1976); D) sindrome de X fragil (Comery et al., 1997) y E)

Desnutricion (Benitez-Bribiesca et al., 1999).

2.3.Las espinas dendriticas y la desnutricion
Durante el periodo prenatal, las deficiencias nutricionales afectan la migracion y
diferenciacion neuronal, el desarrollo de espinas dendriticas y sinapsis (Blanquet,
2000). Durante la vida postnatal, estas deficiencias nutricionales, generan una pobre

mielinizacion y arborizacion dendritica (Benitez-Bribiesca et al., 1999). Por lo que las
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deficiencias nutricionales durante el periodo pre y postnatal tienen un efecto directo en
el desarrollo y maduracion del sistema nervioso central (Benitez-Bribiesca et al., 1999).

En el cerebro, los efectos de la desnutricion fueron estudiados ampliamente a
partir de los afos setentas del siglo pasado, tanto en modelos animales como en
humanos. En ratas, la deprivacion de alimentos disminuye el nimero de espinas en las
células piramidales de la capa 5 de la corteza frontal y occipital presentando una
morfologia delgada (Salas, Diaz, & Nieto, 1974).También se observa pérdida de
espinas en las neuronas piramidales de la corteza somatosensorial, motora, visual y
una gran densidad de espinas delgadas (Fiala, Spacek, & Harris, 2002). En modelos
animales de malnutricién crénica durante 30 y 90 dias, se observa que una reduccién
en el diametro y cabeza de las espinas (Garcia-Ruiz, Diaz-Cintra, Cintra, & Corkidi,
1993). Se ha reportado que la desnutricibn por la deficiencia de tiamina en ratas,
causada por el consumo crénico de alcohol, produce una reduccién en el niumero de
espinas; sin embargo, las espinas sobrevivientes estaban alargadas 3-4 veces mas de
lo normal (Tavares, Paula-Barbosa & Gray, 1983). Ratas con malnutricion inducida por
una dieta alta en caseina y baja en calorias muestran un incremento en las espinas
dendriticas en regiones las frontal, parietal y entorrinal (Brock & Prasad, 1992).

Por su parte, Benitez-Bibriesca et al. (1999), reportd en tejido cerebral de nifios
desnutridos dendritas apicales cortas y una menor densidad de espinas dendriticas, las
cuales tenian una morfologia displastica muy parecida a los filipodios. También se ha
observado en humanos que la deficiencia de hormona tiroidea causada por niveles
bajos de yodo, puede conducir a la pérdida neuronal y a la perdida de las espinas

dendriticas (Fiala et al., 2002). Todos estos datos en su conjunto sugieren, que las
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dietas y/o la deficiencia de nutrientes tienen un efecto directo en la modulacion de las

espinas dendriticas.

2.4.Las espinas dendriticas y el sindrome de Down

El sindrome de Down, es una de las alteraciones méas comunes del
neurodesarrollo y la principal causa de retraso mental (Pulsifer, 1996; Stoll et al., 1990).
El sindrome de Down es el resultado de un cromosoma extra en el par 21 y se ha
asociado con un gran numero cambios fenotipicos que incluyen defectos
craneofaciales, cardiacos, susceptibilidad a la leucemia, entre otros (Cramer &
Galdzicki, 2012).

Dentro de la neuropatologia del sindrome de Down, las regiones mas afectas
debido a la perdida en el nimero de neuronas son la corteza prefrontal (Logdberg &
Brun, 1993), el cerebelo (Schmidt-Sidor et al., 1990) y el hipocampo (Jernigan et al.,
1993; Kesslak et al., 1994). Estas alteraciones se relacionan con el mal desempefio en
tareas cognitivas y motoras. En las regiones antes mencionadas, se observan defectos
en la corticoneogénesis, reduccion en el tamafio del arbol dendritico en neuronas
piramidales y un tamafio reducido en las células del giro dentado en el hipocampo
(Benavides-Piccione et al.,, 2004). Los cerebros adultos con sindrome de Down
presentan una reduccién en el nimero de células granulares, asi como un incremento
de astrocitos y neurodegeneracion de los sistemas noradrenérgicos y colinérgicos (Lott
& Dierssen, 2010). A partir de los 35 afios, los pacientes con sindrome de Down cursan

con cambios degenerativos como la acumulacion de placas seniles y ovillos
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neurofibrilares (Dierssen & Ramakers, 2006), por lo cual la mayor comorbilidad del
sindrome de Down son las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer (Lott & Dierssen, 2010). Se reporta que las personas con sindrome de Down
gue desarrollan enfermedad de Alzheimer tienen una reduccion adicional en el nimero
de espinas dendriticas (Ferrer & Gullotta, 1990)

La alteracion en la densidad y morfologia de espinas dendriticas, asociada a una
disminucién en el numero de sinapsis afecta la conectividad neuronal y repercute en el
grado de discapacidad intelectual presente en individuos con sindrome de Down
(Dierssen & Ramakers, 2006; Kaufmann & Moser, 2000). Especialmente, las
alteraciones en el hipocampo se relacionan con un mal desempefio en tareas
asociadas a memoria espacial (Ellis et al., 1989; Mangan, 1992), las cuales también se

reportan en modelos animales de sindrome de Down (Hyde & Crnic, 2001).

2.5.El hipocampo

Una de las estructuras mas estudiadas en el sistema nervioso central es el
hipocampo, estructura que los miembros de la escuela de Alejandria nombraron como
Cornu ammonis, por la similitud con los cuernos de Ra. Fue hasta 1564 que Guilo
Cesare lo llam6 hipocampo por su similitud con el pez tropical (Anderson, Morris,
Amaral, Bliss & O’Keefe, 2007). A grandes rasgos, en roedores el hipocampo se puede
dividir en hipocampo dorsal y lateral; el hipocampo presenta areas bien definidas las
cuales son el giro dentado (GD) y los cuernos de Amonis (CA), este Ultimo se

subdividen en regiones (CA1-CA3) (Fig. 3). El hipocampo es una estructura trilaminar
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gue se compone por el stratum oriens, el estrato piramidal y el estrato molecular
(Anderson et al., 2007).

El desarrollo del hipocampo se completa durante el periodo posnhatal, presenta
una gran cantidad sinaptogénesis en la edad adulta y es sumamente sensible a las
experiencias, por lo que es una estructura que permite evaluar la eficacia de
intervenciones en diferentes periodos y su impacto en el desarrollo cognitivo (Anderson

et al., 2007).

Figura 3. Hipocampo Se muestra dibujo del hipocampo donde se observan las diferentes
regiones del hipocampo: GD Giro dentado; CA Cuernos de Amonis, dividido en CAl, CA2 y CA3;

Sub subiculo; CE corteza entorrinal (modifciacién de Nicoll & Schmitz, 2005).

El hipocampo se ha asociado a procesos mnémicos particulares como son la
memoria de corto plazo, la memoria de reconocimiento (Winters BD, Saksida LM, 2006)
y la memoria espacial (Morris, 1984). La memoria de reconocimiento se considera
como parte de la memoria declarativa episodica que se define como una memoria

consciente de eventos (memoria de eventos personales) (Squire & Zola, 1998). Este
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tipo de memoria, puede ser estudiada a través de pruebas conductuales como es la
igualacion demorada de la muestra y el reconocimiento de objetos novedosos.

Mientras que la memoria espacial se define como la codificacion de la
orientacién espacial del sujeto. O’Keefe & Dostrovsky (1971), proponen que células
piramidales de las regiones CAl1 y CA3, conocidas como neuronas de lugar son las

responsables de codificar la memoria espacial.

2.5.1. El hipocampo y las dietas

El hipocampo es una estructura sensible a los componentes de la dieta; ejemplo
de ello, es que ratas desnutridas pre y postnatalmente presentan pérdida de neuronas
hipocampales (Lister et al., 2005). La desnutricion por periodos prolongados afecta la
arborizacion en las colaterales de Schaffer (Garcia-Ruiz et al., 1993), y genera una
reduccion en el tamafio del soma de las neuronas y en la densidad de espinas
dendriticas en la region piramidal CA3 (J P Andrade et al., 1996; Garcia-Ruiz et al.,
1993). El efecto de estos dafios es dependiente del tiempo que los animales
permanecen desnutridos.
Por otro lado, la administracién de dietas liquidas o suaves, produce cambios en el
hipocampo, ratas con una dieta liquida balanceada desde el destete hasta la edad
adulta tienen una reduccion en la proliferacion de células en el hipocampo (Patten,
Moller, Graham, Gil-Mohapel, & Christie, 2013). Estas evidencias sugieren la alta

sensibilidad del hipocampo a los componentes de una dieta.
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2.5.2. El hipocampo y el sindrome de Down

Pacientes con sindrome de Down tienen dafios hipocampales notables que
incluyen una hipercelularidad granular y sinaptogénesis anormal (Rachubinski et al.,
2012), por lo cual presentan problemas en la consolidacion de la informacion y en la
produccion de mapas espaciales, sobre todo en lo referente a memoria de largo plazo
(Pennington et al., 2003). A través de imagenologia se observa una reduccion del
volumen hipocampal, que se incrementa conforme avance la edad de los pacientes
(Cramer & Galdzicki, 2012). Estas observaciones han sido confirmadas en modelos de
raton de sindrome de Down como el Ts65Dn, donde ademas se observa una reduccion
en el numero de neuronas y deficiencias en la produccion de potenciacion y depresion
a largo plazo (Cramer & Galdzicki, 2012); asi como deficiencias en la ejecucion del
laberinto de agua de Morris, laberinto radial y la prueba de aprendizaje de

discriminacion de contexto (Hyde & Crnic, 2001).

2.6.Los tratamientos farmacoldgicos en el sindrome de Down
Debido a la alta incidencia de la enfermedad de Alzheimer en pacientes con
sindrome de Down, muchos de los medicamentos se han orientado a actuar sobre los
sistemas de neurotransmision alterados en la enfermedad de Alzheimer (de la Torre &
Dierssen, 2012). Por ejemplo la utilizacion en humanos de inhibidores selectivos de la
acetilcolinoesterasa, como el Donepezil (Aricept ®), producen mejorias notables en sub
test cognitivos, escalas conductuales, que también son apreciadas por los cuidadores

(Spiridigliozzi et al., 2007 citado en de la Torre & Dierssen, 2012). También, ha sido
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administrada nicotina para contrarrestar los déficits colinérgicos y estimular la ejecucién
cognitiva, no obstante las mejorias en el procesamiento de la informacién y atencién
solo se han reportado en algunos sujetos (Bernert et al., 2001; Seidl et al., 2000 citado
en de la Torre & Dierssen, 2012).

En modelos de ratones trisémicos la utilizacibn de antagonistas del receptor
GABAA ha demostrado que mejora los procesos cognitivos y la depresion a largo plazo
(Fernandez & Garner, 2008), por su parte la administracion en ratones parcialmente
trisdbmicos del antagonista de los receptores NMDA, memantina, normaliza diferentes
dafios fenotipicos y déficits cognitivos (Rueda, C., Llorens-Martin, M., Florez, J.,
Valdizan, E., Banerjee, P., Trejo, J. L.; Martinez-Cué, 2010). Sin embargo, parece no
existir efecto de la memantina en pacientes humanos (Hanney al., 2012 citado en de la
Torre & Dierssen, 2012). No obstante, los tratamientos farmacoldgicos pueden tener
efectos adversos, por ejemplo, la administracion de pentilenetetrazolona (PTZ) en el
ratén trisomico Ts65Dn, aun cuando produce mejorias en la memoria espacial, genera
convulsiones (Buckley & Sacks, 2007); por lo que el desarrollo de terapias no
farmacoldgica abre un nuevo campo de investigacion para mejorar la calidad vida de
los individuos con sindrome de Down.

Dentro de las terapias no farmacoldgicas, en personas con sindrome de Down
han sido probadas: la estimulacién fisica, programas de educacién especial (Uyanik,
Bumin, & Kayihan, 2003) y dietas especificas, obteniendo diferentes resultados. Debido
al incremento en la actividad de las enzimas superéxido dismutasa cobre/zinc (SOD-1),
por la triplicacién del cromosoma 21, existe un mal funcionamiento de la cistationina [3-

sintetasa, el cual tiene como resultado una deficiencia en la captacion de acido félico y
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un incremento en la formacion de radicales libres, que puede ser disminuido por la
administracion de vitamina E (Lockrow et al., 2009).

Los pacientes con sindrome de Down pueden cursar con enfermedad célica
(Castellvi et al., 2008), esta patologia también se presentan frecuentemente en los
pacientes con autismo (Whiteley et al., 2012). En los pacientes con autismo, se han
utilizado dietas estrictas libres de gluten y caseina, para contrarrestar alteraciones
conductuales como las conductas autolesivas, la estereotipia, el mejoramiento de

coordinacion motora y uso del lenguaje (Reichelt et al., 1990; Whiteley et al., 2012).

2.7. Tratamientos no farmacoldgicos en el sindrome de Down

Debido a las deficiencias en la absorcion de nutrientes y a la alta produccién de
radicales libres en las personas con sindrome de Down, se han utilizado complementos
alimenticios ricos en vitaminas y minerales. Sin embargo, el reducido nimero de
estudios no ha permitido tener una conclusion clara sobre este tipo de intervencién. En
un estudio realizado en pacientes con sindrome de Down por Ellis et al. (2008), se
concluy6 que la utilizacion de antioxidantes y acido folico, no mejoraba el desarrollo
psicomotor o de lenguaje en nifios con sindrome de Down. De igual forma, los
metabolitos derivados de la carnitina como el Acetil-L-carnitina (Pueschel, 2006), tiene
una actividad antioxidante e incrementa la utilizaciéon de glucosa, sin embargo cuando
es administrada en pacientes con sindrome de Down no mejora el funcionamiento

cerebral. En contraposicion a estos resultados, en un estudio realizado por De Falco et
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al., 1994 (citado en de la Torre & Dierssen, 2012), se reportan mejorias significativas en
la memoria visual y atencion.

En modelos de ratones parcialmente trisémicos, la utilizacién del antioxidante
SGS-111, reduce la hiperactividad (Rueda, Flérez, & Martinez-Cué, 2008); mientras
que la administracion de a-Tocoperol, presentan mejorias en tareas relacionadas a
memoria espacial y niveles normales de ansiedad (Shichiri et al., 2011).

En modelos animales que sobreexpresan el gen DyrklA, el cual es un gen
involucrado durante el desarrollo con el control del volumen cerebral y densidad celular,
un modelo murino de sindrome de Down, la administracién del antioxidante galato de
epigalocatecina (EGCG), contenido en el té verde, ha sido utilizado para mejorar las
alteraciones neuromorfolégicos. Ademas de normalizar los niveles de BDNF, mejora la
ejecucion en paradigmas asociados a memoria de largo plazo como en el
reconocimiento de objetos novedosos (Guedj et al., 2009); ademas restablece la
sintesis de ATP sin presentar un aumento de radicales libres (Valenti et al., 2013).

Finalmente en el raton Ts65Dn, se han utilizado dietas a base de colina para
prevenir la degeneracion colinérgica propia del sindrome de Down, mejorando la
resolucion en tareas de atencion y memoria (Moon et al., 2010).

Estos trabajos en su conjunto sugieren que el uso de dietas o suplementos
vitaminicos pueden ayudar en aspectos cognitivos relacionados a memoria, atencion y
reducir los niveles altos de estrés oxidativo, tanto en personas como en modelos

animales con sindrome de Down.
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2.8.El complemento alimenticio T-2 (T-2)

En el afio 2011 como parte del proyecto “Neuroalimentacion como apoyo al
desempeiio fisioldgico y en las habilidades cognitivas en personas con trisomia 21", se
desarroll6 un complemento alimenticio denominado T-2. El proyecto consistié en dotar
a las personas con trisomia 21 de una dieta controlada con la finalidad de evitar el
sobrepeso y la obesidad en esta poblacion, aunado a ello se buscaba un complemento
gue permitiera a las personas con sindrome de Down mantener una nutricion adecuada
ante los cambios de dieta. El T-2 fue desarrollado a partir de compuestos naturales,
azucares y elementos traza. EI complemento solo ha sido administrado en poblacién

humana.

2.8.1. Ingredientes del T-2
El T-2 es una férmula alimenticia con una presentacién en polvo que debe ser
diluido en agua, saborizado a chocolate. Se sugiere que sea consumido 2 veces al dia.
El T-2 contiene isomaltosa, eritritol, fructo-oligosacaridos, inulina, Stevia, linaza,

vitamina B6, Luo Han Guo, cocoa y suero de leche.

e |somaltosa.
Es un disacarido reducido, es un constituyente natural de la miel del extracto de
cafia de azucar. Su formula quimica es Ci,H2,01:H,0. Su capacidad endulzante es
similar a la de la sacarosa. Es hidrolizada a glucosa y fructuosa a través de las a-

glucosidasas. Produce un menor aumento de la insulina en sangre comparado con la
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fructuosa y sacarosa, ademas de tener un tiempo de absorcion mas lento (O’'Brien,
2001).
e Eritritol

Es un alcohol polihidrico, un azucar pequefio de cuatro carbonos. Se encuentra
en frutas tales como uvas, peras y melones, también en hongos y productos
fermentados como la salsa de soya y vinos. Su potencial endulzante es 65% mayor que
el de la sacarosa. Es facilmente absorbido por el intestino delgado, no es metabolizado
y es rapidamente excretado por la orina (O’Brien, 2001), no afecta la cantidad de
glucosa o insulina en plasma (Bern, et al, 1996). El eritritol es resistente al ataque de
las bacterias fecales, aun cuando esté en contacto con ellas por 24 horas, por
consiguiente, la contribucion de energia diaria a través de la fermentacion por bacterias
del intestino en los humanos es nula (Arrigoni, Brouns, & Amado, 2007).
Se ha demostrado en estudios in vitro que es un buen atrapador de radicales OH. En
estudios con ratas diabéticas se demostr6 que tiene una buena biodisponibilidad.
También se ha probado su capacidad en la prevencién del dafio oxidativo en las
membranas del tejido endotelial (den Hartog et al.,, 2010). Experimentos con ratas
diabéticas muestran que el consumo de eritritol disminuye los niveles de glucosa en
plasma y dafios en tejido hepético y renal (Yokozawa, Kim, & Cho, 2002). Parte de los

efectos adversos son dolor abdominal, diarrea y flatulencia (O’Brien, 2001).

e Fructo-oligosacaridos.
Los fructo-oligosacaridos (FOS), son oligo-sacaridos lineales formados por 10-20

monomeros de fructuosa, se encuentran en frutas y vegetales como cebolla, platano,
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ajo, esparrago, y en granos como la cebada y el trigo (Campbell et al., 1997). Pueden
ser considerados fibra dietética con un bajo aporte caldrico y actian como sustrato de
la microflora intestinal (O’Brien, 2001). Se ha descrito que la ingesta de fructo-
oligosacéridos incrementa la absorciéon de Ca** y Mg®", asi como la excrecién de
nitrégeno (van den Heuvel, Muys, van Dokkum & Schaafsma, 1999). La fermentacion
de los FOS por las bifidobacterias produce cadenas cortas de acidos grasos, por lo cual
la adicion de FOS en una dieta rica en carbohidratos reduce la producciéon de novo de
acidos grasos en el higado (Kaur & Gupta, 2002). Dentro de los FOS se encuentra la

inulina, la cual también es parte de los ingredientes del T-2.

e Inulina

Es un fructano constituido por 10-60 unidades de fructuosa (Sherman et al.,
2009), se considera parte de la fibra dietética y un prebidtico (Kaur & Gupta, 2002). Las
bacterias del intestino grueso la degradan en grandes proporciones produciendo acidos
grasos de cadena corta, CO, y metano; reduce la gluconeogénesis hepatica y no
aumenta rapidamente las concentraciones de insulina; no obstante, puede incrementar
la reserva de adipocitos (Kaur & Gupta, 2002). En un estudio realizado por Closa-
Monasterolo, Gispert-Llaurado, Luque, Ferre & Rubio-Torrents, (2013), se describieron
los beneficios de ingerir una formula lactea durante cuatro meses en nifios recién
nacidos suplementada con una combinacion de FOS e inulina de cadena larga, con la
cual se presentd un aumento de las Bifidobacterium, sin que ello produjera diarrea y
niveles bajos de hidratacién. Por otro lado, este tipo de suplementacién no tuvo ningin

efecto en los patrones de crecimiento, incluyendo la ganancia de peso, incremento de
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la longitud y la circunferencia craneal, tampoco repercutié en mayores concentraciones
plasmaticas de colesterol. Ademas dietas ricas en inulina y oligofructuosa, producen
una modulacién inmune, incrementan la actividad de células natural killers (NK por sus
siglas en ingles) y una mayor actividad de fagocitos (Kelly-Quagliana, Nelson, &

Buddington, 2003).

e Stevia

Stevia rebaudiana es una planta herbacea perenne perteneciente a la familia de
las Asteraceas, que crece como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y Paraguay, es
rica en glucidos de diterpeno, llamados estevidsidos (Jarma O., Combatt C., & Claves
L., 2010), que son de 110 a 270 veces mas dulces que el azucar (Liu, Li, & Tang,
2010), no eleva los niveles de glucosa en sangre, no aporta calorias, es antiacido,
cardiotonico y no produce caries al no ser sintetizado por las bacterias bucales. En
estudios realizados en humanos se han reportados propiedades anti-rotavirus y como
tratamiento en la diabetes tipo 2 al estimular la secrecion de insulina (Abudula,
Jeppesen, Rolfsen, Xiao, & Hermansen, 2004; Gregersen, Jeppesen, Holst &

Hermansen, 2004).

e Linaza
La linaza es la semilla de la planta Linum usitatissium, es nativa de la region que
va desde el Mediterraneo hasta la India. De la semilla se extrae aceite, que es rico en
Omega 3, Omega 6 y Omega 9 (McKevith, 2005). Los omegas contenidos en el aceite,

se relacionan con una mejora cognitiva tanto en condiciones patolégicas como la
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enfermedad de Alzheimer como en sujetos normales (Gomez-Pinilla, 2010). El omega
3, provee al organismo de acidos grasos con 22 carbonos y 6 dobles enlaces
conocidos como acido docosahexaendico (DHA). Un decremento en los niveles de
acido docosahexaendico durante el desarrollo del cerebro, impedimenta un buen
metabolismo de neurotransmisores, altera el aprendizaje y la funcién visual (Innis,

2008).

e Vitamina B6
Es una vitamina hidrosoluble que se encuentra en huevos, pescado, legumbres,
nueces y alimentos ricos en granos integrales. La vitamina B6 interviene en la sintesis
de hemoglobina y anticuerpos; asi como en la sintesis de ADN y ARN; adicionalmente
funciona como coenzima que favorece a la liberacion de glucogeno. En el sistema
nervioso central interviene en los procesos de mielinizacion. Las deficiencias de
Vitamina B6 tienen efectos neuroldgicos, sobre todo en deficiencia intelectual y dolor

periférico (Nelson & Cox, 2013).

e Luo Han Guo
Es una fuente natural de azucares, compuesto por mogrosidos, los cuales son
triterpenos glucosidos, es 300 veces mas dulce que el azicar, no se han reportado
efectos toxicos por su consumo. Ademas tiene efectos en el sistema inmunoldgico,
originalmente se utiliza como tratamiento del resfriado y la neumonia. Por otro lado no

tiene propiedades glicemicas o caldricas (Qin et al., 2006).
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Estudios piloto observacionales han demostrado que el consumo del T-2 por pacientes
con sindrome de Down disminuye ciertos niveles de ansiedad y agresividad, mejora su
desarrollo motor y la atencién; por otro lado, a través de electroencefalograma, se ha
detectado un aumento en el suefio REM. Resultados preliminares de nuestro grupo de
investigacion sugieren que la mejoria observada en los pacientes podria estar asociada
al restablecimiento de niveles de neurotransmisores y al aumento en la microbiota
intestinal. Sin embargo, los mecanismos celulares que subyacen a las mejorarias

descritas, no se conocen totalmente.

2.9.Pruebas conductuales asociadas a memoria

El aprendizaje es un mecanismo adaptativo que sirve a los animales para poder
desplazarse en su medio de manera eficaz, al aprender y recordar aspectos como la
ubicacion de refugios, fuentes de alimentos y depredadores. Se puede definir al
aprendizaje como un cambio perdurable en las respuestas a una situacion particular
como resultado de las experiencias. Para hacer uso del aprendizaje los organismos
necesitan de una memoria que lo evoque. (Domjan, 2003).

La memoria se puede dividir en términos temporales como memoria de corto y
largo plazo. La memoria de corto plazo, también conocida como memoria de trabajo,
guarda elementos que son transitorios y que controlaran la conducta en un intervalo
muy corto (Jeneson & Squire, 2012). Dentro de la memoria de largo plazo se encuentra
la memoria implicita, la cual no se recuerda conscientemente y se atribuye
generalmente a planes motores (Smith & Kosslyn, 2008; Saunders et al., 2011); y la

memoria declarativa, que codifica hechos, ideas y acontecimiento; esta memoria
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incluye la memoria semantica, de reconocimiento y la episédica. La memoria episédica
se define como los conocimientos de datos temporales, localizados espacialmente,
experimentados personalmente y que tienen un contexto especifico (Tulving,
Donaldson, & Bower, 1972). La memoria declarativa esta fuertemente asociada a
estructuras temporales mediales como el hipocampo (Winters, Saksida, & Bussey,
2008)

La memoria cuenta con pasos especificos para su codificaciéon, que son:
adquisiciéon, retencion y evocacion. La adquisiciobn es cuando los organismos son
expuestos a cierto tipo de informacioén; la retencién, es la fase donde se almacena la
informacion y por ultimo la evocacion, es el proceso en que se recupera la informacién
adquirida. La mayoria de los estudios de memoria se centran en la fase de evocaciéon y
en la variacion de los intervalos de retencién (Wright, 2007).

Existen pruebas a través de las cuales se pueden medir diferentes tipos de
memoria, tales como la prueba de reconocimiento de objetos novedosos, igualaciéon
demorada de la muestras, el condicionamiento de preferencia de lugar y los

paradigmas que miden conductas de evitacion (Buccafusco, 2001).

2.9.1. Reconocimiento de Objetos Novedosos
Dentro de los modelos mas utilizados para medir memoria declarativa se
encuentra la prueba de Reconocimiento de objetos novedosos, en donde se mide la
novedad, definida como el cambio en la expectativa ligado a un evento basada en la
informacion previa. Esta prueba fue utilizada por primera vez por Ennaceur y Delacour

en 1988. La tarea de reconocimiento de objetos novedosos ha sido propuesta como
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una aproximacion sencilla que aprovecha la capacidad innata de exploracion de los
roedores en ausencia de reglas externas o reforzamiento. No requiere de motivacion
externa o castigo; sin embargo, la memoria que es formada de la tarea es mucho mas
labil que la basada en repeticiones (Antunes & Biala, 2012). Esta prueba es utilizada
para estudiar memoria de corto plazo. El intervalo de retencion es facilmente
manipulable (Taglialatela, Hogan, Zhang, & Dineley, 2009). Cuando esta prueba se
presenta en modalidades visuales, se encuentra relacionada con la corteza perirrinal
(Hammond, 2004 citado en Antunes & Biala, 2012).

El procedimiento estandar de la tarea de reconocimiento de objetos novedosos,
consiste en habituar a un campo abierto a los roedores, después de lo cual son
colocados dos objetos idénticos para generar una fase de adquisicibn o de
entrenamiento. Se cuenta con un intervalo de retencion, durante el cual los roedores
permanecen en su caja habitacién y, finalmente, una fase de evocacién o de prueba,
donde uno de los objetos es cambiado por un objeto novedoso (Fig. 4). En esta tarea,
la memoria es medida con un indice de discriminacion (Ennaceur, 2010).

A B

Figura 4. Reconocimiento de objetos Novedosos. Se muestra el procedimiento estandar para la
prueba: A) Fase de entrenamiento, se permite al animal explorar dos objetos idénticos; B) Fase de

prueba, se permite al animal explorar un objeto conocido y un objeto novedoso.



28

2.9.2. Laberintos

Otras de las pruebas mas utilizadas para evaluar el aprendizaje y la memoria en
modelos animales son los laberintos, como el laberinto radial, el laberinto de Barnes y
laberinto en “T” 0 “Y”. En estos laberintos se aprovecha la tendencia natural de los
roedores para explorar espacios cerrados y pequefios, asi como la evitacion de
espacios abiertos y elevados; por su parte los laberinto acuaticos se sirven de la
aversion natural al agua (Montgomery, 1958 citado en Pellow, Chopin, File & Briley,
1985). En 1948, Tolman; propuso que después de un periodo de entrenamiento, los
animales pueden establecer estrategias para resolver los laberintos y son capaces de
elaborar mapas mentales (Tolman, 1948, citado en Domjan, 2003).

Uno de los laberintos mas ampliamente utilizados para medir la habilidad de
aprender, recordar y dirigirse a un lugar en un espacio definido es el laberinto de agua
de Morris (Buccafusco, 2001; de Bruin, Swinkels, & de Brabander 1997; Miyoshi et al.,
2012; Paul, Magda, & Abel, 2009), para resolver este laberinto la participacién del
hipocampo dorsal es fundamental (Morris, et al, 1982). En este laberinto el pardmetro
de evocacion de memoria mas utilizado es la latencia de llegada a la plataforma de
escape (Morris, 1984)

Otro procedimiento ampliamente usado es el laberinto en “Y” (Chen et al., 2010;
Paul et al., 2009; Pioli et al., 2013; Stanford, 2014). Este laberinto se ha empleado para
medir memoria de reconocimiento espacial a través de un paradigma de alternancia
(Zhang, 2008). La version terrestre de este laberinto presenta una serie de problemas,
como la gran variabilidad en los estados motivacionales al utilizar comida como

reforzador; ademas puede ser resulto a través de estrategias no espaciales (presencia
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de aroma de otros animales, guia de aroma de comida); (Shukitt-Hale, McEwen,
Szprengiel, & Joseph, 2004). Una modificacion a este laberinto es la presencia de
agua, con la cual no se necesita de un reforzador externo y necesita de estrategias
espaciales para poder resolverse. Por ello se han planteado versiones acuaticas de
diversos laberintos, como el laberinto radial de 8 brazos (Buresova, Bures, Oitzl, &
Zahélka, 1985). Autores como Nelson, Lebessi, Sowinski, & Hodges (1997) y Shukitt-
Hale et al. (2004) demostraron en rata, que el laberinto radial acuatico podria ser util
para evaluar memoria de espacial; no obstante, en un estudio realizado por Hyde et al.
(1998) en diferentes cepas de ratén, se reporta que estos roedores pueden llegar a
tener problemas de navegacion y no aprender la tarea. El modelo de laberinto radial de
Buresova et al. (1985), también presenta problemas debido a la gran automatizacion
del aparato que es necesaria. Tomando en cuenta los antecedentes mencionados, es
necesario contar con un laberinto que combine las bondades de laberintos acuaticos,
pero gue no necesiten de una demanda cognitiva que no pueda ser alcanzada por los
animales. El laberinto acuatico en “Y” se ha utilizado en trabajos de isquemia cerebral,
donde se encontrd que funciona como un modelo adecuado para medir el aprendizaje
espacial (Hernandez-Aguilar, 2013), sin embargo, no se han hecho estudios con otro

tipo de condiciones experimentales ni para medir memoria.

2.10. Pruebas conductuales asociadas a ansiedad
La ansiedad es un proceso basico de supervivencia que emerge en situaciones
estresantes, prepara al organismo para el escape o la lucha. No obstante, si el estadio

de ansiedad es demasiado prolongado o0 exagerado, produce conductas
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maladaptativos, como el miedo excesivo a situaciones u objetos inofensivos, pobre
concentracion, rumiacién, entre otras(Leuner & Shors, 2013). El miedo y la ansiedad
son parte de un grupo de respuestas adaptativas hacia estimulos amenazantes (Davis,
2000). Existen diversos paradigmas experimentales que nos permiten conocer los
niveles de ansiedad, esto gracias a la identificacion de conductas especificas
asociadas a ansiedad (Biedenkapp & Rudy, 2009) como: Laberinto en Cruz Elevado
(Pellow et al.,, 1985), la prueba de Campo Abierto (Noemi Rueda et al., 2008),
Enterramiento Defensivo y Conductas de Evasion Condicionada (Buccafusco, 2001).

El laberinto en cruz elevado, es un modelo clasico para medir ansiedad no
condicionada (Pellow et al., 1985). El laberinto en cruz elevado esta formado por dos
brazos cerrados y dos brazos abiertos (Fig. 5). Debido a una tendencia natural, los
roedores prefieren pasar mas tiempo en lugares cerrados y oscuros, y presentan
conductas de evasion a espacios abiertos o altos, acompafiado de conductas de

defecacion y congelamiento(Pellow et al., 1985)..

Figura 5. Laberinto en cruz elevado (LEC). Esta
compuesto por 4 brazos: dos abiertos, dos cerrados,

unidos por un cuadrado.

En el presente trabajo se administré el T-2 a ratones con el objetivo de conocer el
efecto del consumo del T-2 en la habilidad de los ratones para resolver paradigmas

conductuales asociados a memoria y ansiedad; y en el numero de espinas dendriticas.
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3. JUSTIFICACION

El suministr6 adecuado de nutrientes es un factor clave para el buen funcionamiento
y desarrollo del individuo (Benton, 2010a), especialmente, el cerebro es sensible a
cambios en la alimentacién, sobre todo durante las primeras fases del desarrollo
(Benton, 2010b). Deficiencias en la dieta afectan el desarrollo de las neuronas y
espinas dendriticas generando ciertos tipos de discapacidad intelectual (Diaz-Cintra et
al., 1994), que mejoran con el consumo de dietas o nutrientes especificos (Morley,
2010). Por otro lado, se han utilizado intervenciones nutricionales en trastornos del
desarrollo como el sindrome de Down y el autismo, teniendo resultados favorables (J.
M. Ellis et al., 2008; Whiteley et al., 2012).

Estudios preliminares sefialan que los pacientes con sindrome de Down que
consumieron el T-2, tuvieron un mejor desarrollo psicomotor y calidad de suefio, asi
como reduccién en la ansiedad. Sin embargo, su efecto sobre personas regulares, asi
como sobre otras conductas y los mecanismos involucrados en estos procesos son
desconocidos. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo establecer el
efecto del consumo de T-2 en la eficiencia de ratones sin ninguna patologia, para
resolver paradigmas conductuales asociados a memoria y conductas asociadas a la
ansiedad, como una probable analogia de lo que puede suceder en humanos regulares
y tratar de dilucidar algunos de los posibles mecanismos celulares implicados en este
proceso. Adicionalmente este trabajo buscé aportar evidencia experimental que valide
0 no el consumo del T-2 en la poblacion en general y particularmente en personas con

sindrome de Down.
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4. OBJETIVO

4.1.0bjetivo general.

Conocer el efecto del consumo del T-2 en ratones en la resolucién de pruebas

conductuales y si estos cambios se asocian a modificaciones en las espinas

dendriticas.

4.2.0Objetivos especificos

a)

b)

d)

Establecer si la ingesta del T-2 modifica el desempefio de los animales para
resolver paradigmas experimentales asociados a memoria.

Establecer si la ingesta del T-2 modifica el desempefio de los animales para
resolver paradigmas experimentales asociados a ansiedad.

Explorar si la ingesta de T-2 modifica la formacion de espinas dendriticas.
Determinar si existe una relacion entre los cambios conductuales y cambios

en las espinas dendriticas.
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HIPOTESIS

e Laingesta del T-2 mejora la eficiencia de los animales para resolver paradigmas
experimentales asociados a memoria.

e EIl consumo oral del T-2 mejora el desempeiio de los animales para resolver
paradigmas experimentales asociados a ansiedad.

e Laingesta de T-2 incrementa el nimero de espinas dendriticas.

e Existe una relacion entre el consumo oral del T-2 en la eficiencia de los ratones
para resolver tareas conductuales y el incremento el nimero de espinas

dendriticas.
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6. METODO
6.1. Sujetos

Se utilizaron ratones macho (n=31) de la cepa C57BL6/J, de 21 dias posnatales
procedentes de la Facultad de Psicologia de la UNAM. Los ratones se mantuvieron a
un temperatura de 20+2°C, con un ciclo luz-oscuridad de 12-12 hr (7:00 -19:00 hr) y
fueron alojados en cajas de policarbonato en grupos de tres. La manipulacion y cuidado
de los ratones siguieron las reglas establecidas en el Reglamento de la Ley General en
Materia de ética experimental establecida en el Reglamento de la Ley General en
Materia de Investigacion para la Salud en México (NOM-062-ZO0-199,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales del

laboratorio; Secretaria de Salud Publica, 1999).

6.1.1. Consumo del T-2

El T-2 fue preparado diariamente en 20 ml de agua a una dosis de 80 mg/ml.

6.1.2. Determinaciones fisiologicas

El peso de los ratones se midié con una balanza (Ohaus), la talla de los ratones
se cuantifico de la nariz del raton a la base de la cola con un calibrador de precision
manual (Vernier), Estas mediciones se realizaron una vez por semana durante los
sesenta dias de experimentacion para observar posibles cambios debido al consumo

del T-2.
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6.1.3. Grupos experimentales

En el dia 1 experimental, se dividio a los animales en un grupo control (n=16)
gue consumié agua dos veces al dia (7:00 y 18:30 hrs) durante 30 min y un grupo T-2
(n=15) que fue expuesto al T-2 dos veces al dia (7:00 y 18:30 hrs) durante 30 min,
siendo el T-2 el unico liquido al que tuvieron acceso. El consumo de agua y T-2 se
obtuvo diariamente restando el volumen no consumido del volumen inicial.

Con el fin de aislar los efectos de las diferentes condiciones experimentales, el

grupo control y T-2 fueron divididos de la siguiente manera.

1. Administracién de agua (Control n=2) o T-2 (T-2 n=2) durante 30 dias

2. Administracién de agua (Control n=2) o T-2 (T-2 n=2) durante 60 dias sin
manipulacion conductual.

3. Administracion de agua (Control n=5) o T-2 (T-2 n=4) durante 60 dias
sometidos a la tarea reconocimiento de objetos novedosos, prueba asociada
a la memoria de reconocimiento.

4. Administracion de agua (Control n=5) o T-2 (T-2 n=5) durante 60 dias
sometidos al laberinto acuatico en “Y”, prueba asociada a la memoria
espacial.

5. Administracion de agua (Control n=2) o T-2 (T-2 n=2) durante 60 dias
sometidos al laberinto en cruz elevado, prueba asociada a ansiedad.

Todas las pruebas conductuales fueron registradas con una video camara

SAMSUNG (Mod. HMX-F80) y los analisis conductuales analizados off-line.
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Durante los sesenta dias que duraron los experimentos el alimento solido se

restringio a 10 g por sujeto experimental. EI consumo de alimento se cuantifico todos

los dias, pesando la cantidad de pellet consumido durante el dia anterior.

Después de treinta y sesenta dias de experimentacién los cerebros de los

ratones se extrajeron y procesaron para tincién rapida de Golgi (ver mas adelante)
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Figura 6. Disefio experimental utilizado en esta tesis. Se muestra el

tiempo en el cual se realizaron las manipulaciones experimentales.
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6.2. Anélisis conductual
6.2.1. Reconocimiento de objetos novedosos

La tarea de reconocimiento de objetos novedosos se utilizd para medir el
aprendizaje y la memoria de reconocimiento de corto plazo (Fernandez & Garner,
2008). El protocolo para esta tarea se baso en el propuesto por Myskiw et al.(2008),
con breves modificaciones propuestas por Morice et al. (2008). Concluidos 30 dias de
ingesta del T-2, los ratones de los grupos control y T-2 fueron sometidos a dos ensayos
de este paradigma conductual, con intervalos de 7 dias entre ensayo. Se utiliz6 un
campo abierto como base para la tarea reconocimiento de objetos novedosos. El
campo consistié en una caja de policarbonato (40x40x30 cm), con paredes oscurecidas
(Fig. 7) y diversos objetos de madera y plastico no porosos, con diferentes formas y
patrones de colores, pero con tamafo similar entre ellos. Cada ensayo consistio en 3

fases: habituacion, entrenamiento y prueba.

e Habituacion
Los ratones fueron habituados en el campo abierto durante 10 minutos por tres
dias, en esta fase no existié ningun objeto. Concluidos los 10 minutos, el campo abierto

se limpid con alcohol al 70% para retirar cualquier pista olfativa.

e Entrenamiento
Durante la fase de entrenamiento se colocaron 2 objetos idénticos (objetos
familiares) (Fig. 7A), que fueron fijjados en el campo abierto. Los ratones podian

explorar estos objetos durante 10 minutos. Después de este tiempo los objetos y el
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campo abierto fueron limpiados como se describié previamente. Cada ensayo tuvo un

grupo de objetos distintos colocados en una ubicacion distinta.

A) B)

Figura 7. Reconocimiento de objetos novedosos. A) Fase de entrenamiento. Se
muestra el campo abierto, mientras un ratén explora los objetos idénticos (familiares). B) Fase
de Prueba. Se muestra el campo abierto con un objeto familiar y un objeto novedoso. Después
de 10 minutos, pasado el entrenamiento, se permitié que el ratdon explorara durante 10 minutos
esta nueva composicion de objetos.

e Prueba

Se permiti6 a los ratones descansar de la fase de entrenamiento durante 10
minutos, después de los cuales los roedores se colocaron nuevamente en el campo
abierto. Durante esta fase se conservd uno de los objetos familiares y se colocd un
objeto novedoso (Fig. 7B). Se permitié que el animal explorara durante 10 minutos los
objetos. La capacidad de reconocer un objeto novedoso fue determinada a través del

indice de discriminacion, la medida operacional de memoria de reconocimiento a corto

plazo. El indice de discriminacion (Fernandez & Garner, 2008) es definido como:

(Tiempo de exploracién del objeto novedoso) — (Tiempo de exploracion del objeto familiar) X 100
Tiempo total de exploracién
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6.2.2. Laberinto Acuatico en “Y”

Aun cuando existen diversos trabajos de utilizacion de laberintos terrestre en “Y”
para la mediciébn de memoria espacial (Ma, Chen, He, Zeng, & Wang, 2007; Pioli et al.,
2013; Ross, Bartness, Mielke & Parent, 2009), solo se ha reportado un trabajo con
laberinto acuatico en “Y” (Hernandez-Aguilar, 2013). El laberinto acuatico en “Y”
requiere de un menor esfuerzo motor (Hernandez-Aguilar, 2013), facilitando la
resolucién de la tarea para evaluar la memoria espacial (Fig. 8). El laberinto consta de
una estructura de policarbonato blanco de tres brazos de 8X30X17 cm, con un angulo
de 120° entre cada brazo (estructura basada en Zhang, 2008). Brevemente después de
30 dias del consumo del T-2 los ratones del grupo control y T-2, fueron expuestos a 2
ensayos de laberinto acuatico en “Y”, con intervalos de 7 dias entre cada ensayo. La

tarea consistié en dos fases: entrenamiento y recuperacion.

-

Figura 8. Laberinto acuatico en “Y”. Compuesto por 3 brazos, cada uno con un angulo

de 120° de separacion, cada brazo mide 8X30 X17.

e Entrenamiento
En esta fase el aparato fue cubierto con agua a temperatura ambiente, opacada con

leche en polvo (Nido). En el brazo derecho se colocé una plataforma de escape
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cubierta por 2 cm de agua. Se permitié al raton nadar libremente hasta encontrar la
plataforma durante 60 s, si no era encontrada se dirigié al animal a ella y se mantuvo
sobre esta durante 15 s (Morris, 1984). Esta fase consistid en 2 ensayos durante seis
dias consecutivos. Se cuantifico la latencia de llegada a la plataforma, durante los seis

dias de entrenamiento.

e Prueba
En la fase de prueba se conservaron todas las especificaciones del aparato,
temperatura y coloracion del agua; pero se eliminé la plataforma de escape. El raton
solo tuvo 1 ensayo y se contabilizé el porcentaje de tiempo que permanecio en el brazo
donde se encontraba la plataforma (brazo correcto), como indicador de evocacion de

memoria espacial.

6.2.3. Laberinto en cruz elevado

La tarea de laberinto en cruz elevado, se empledé para medir conductas
asociadas a ansiedad, con el protocolo estdndar de la tarea propuesto por Pellow
(1985). Para ello se utilizé un laberinto en cruz elevado que consiste en 4 brazos (dos
brazos abiertos de color blanco, dos brazos cerrados de color negro, con paredes de
15 cm de alto), con 30 cm de largo por 5 cm de ancho, los brazos estan unidos por un
cuadro central de 5X5 cm; la distancia entre el piso y los brazos fue de 40 cm (Fig. 9).

Para la realizacion del laberinto en cruz elevado, se expuso a los animales una

sola vez al laberinto. Se colocé a los animales en el cuadro central, permitiendo que
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exploraran el laberinto por 5 minutos, pasados los cuales se regresaron a su caja
habitacién. Se midieron los siguientes indicadores de ansiedad: tiempo de permanencia
en cada uno de los brazos y frecuencia de asomar la cabeza en el brazo abierto. Se
consideré que el animal entraba al brazo después de dar 4 pasos dentro del brazo

(linea roja en Fig. 9) Se realizo la prueba durante el dia 60 experimental.

Figura 9. Laberinto en cruz elevado. Esta compuesto
por 4 brazos, cada uno tiene un angulo de 90° de

separacion, cada brazo mide 5X30 X15.

6.5Analisis histoldgico
6.5.1 Tincién rapida de Golgi

Después de 60 dias de administracion del T-2, los ratones del grupo control y T-
2, fueron sacrificados bajo anestesia profunda y perfundidos transcardialmente con 150
ml de solucién salina al 0.9% para drenar la sangre de los tejidos seguido por una
solucion de paraformaldehido (PFA) (Sigma-Aldrich) al 4% en buffer de fosfatos (PBS)
(0.1 M, pH de 7.4). Los cerebros se extrajeron y fijaron por tres horas adicionales con
PFA al 4% (4°C).

Al término del periodo de post-fijacion, los cerebros se sumergieron en una

solucion de osmio (Tetraéxido de osmio 0.3%) (Electron Microscopy Science) y
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dicromato de potasio al 3% (Electron Microscopy Science) durante 7 dias.
Posteriormente, se lavaron los cerebros 2 veces con agua desionizada y se
sumergieron por 24 hrs en una solucion de nitrato de plata al 0.75% (Electron
Microscopy Science). Los cerebros fueron encastrados en parafina y cortados en
rebanadas de 90 um de grosor con un micrétomo (American Optical Company). Las
rebanadas fueron deshidratadas en alcohol al 96° (J.T.Baker), seguido por dos lavados
con alcohol absoluto (J.T.Baker), 10 minutos por cada lavado y sumergidas en esencia
de clavo concentrado para clarear el tejido por 10 minutos. Inmediatamente los
cerebros fueron lavados con xilol (J.T.Baker), durante 10 minutos. Finalmente los
cortes se montaron en portaobjetos cubiertos con resina Entellan (Merk Millipore

International).

6.5.2 Analisis de espinas dendriticas

Para el andlisis de espinas fueron capturadas al menos 5 neuronas piramidales
de la regién CA1l en el hipocampo dorsal por animal, con una camara C-MEX de 5.0
pixeles (Euromex), conectada a un microscopio Optico (US Micro Optic Solutions),
estas fotografias se utilizaron para el andlisis cuantitativo, el cual fue realizado con el
programa Image Focus (Euromex). Solo las neuronas que mostraron una impregnacion
completa del &rbol dendritico y que estaban relativamente aisladas de las neuronas
vecinas se seleccionaron para el andlisis, se cuantific6 el nidmero de espinas
dendriticas en 10 pum de largo, a partir de 10-15 pm de la bifurcacion en las dendritas

secundarias.
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Adicionalmente fueron hechos dibujos ilustrativos de las diferentes condiciones
experimentales a través de una camara lucida (Olympus). Los dibujos fueron obtenidos
con una lente de 100X de inmersién, ampliados y coloreados. Los dibujos representan

segmentos mayores a los utilizados para el andlisis estadistico.

6.6 Analisis estadistico

Una prueba de andlisis de poder fue realizada previamente para calcular el tamafio
minimo de la muestra y detectar diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales, evitando el uso excesivo de animales. Los datos obtenidos de
los diferentes parametros registrados fueron analizados con una prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnof. La mayoria de los datos obtenidos presentaron una distribucién
normal.

Para las mediciones de consumo de liquido, consumo de alimento sélido, peso y
talla de los ratones se utiliz6 una prueba ANOVA de dos vias para medidas repetidas
con un poshoc de Bonferroni.

En cuanto a las pruebas conductuales, los datos obtenidos en la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos se analizaron con una prueba t de Student. Por
su parte, los datos de latencia a la plataforma obtenidos en el laberinto acuético en “Y”
no cumplieron con el supuesto de igualdad de varianza, por lo que se analizaron con
una prueba ANOVA de dos vias para medidas repetidas con un poshoc para varianzas

no iguales T3 de Dunnet; adicionalmente, los datos obtenidos en la fase de
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recuperacion del laberinto acuatico en “Y” no presentaron una distribucion normal, para
su andlisis se utilizé un prueba U de Mann Withney. Asi mismo, se analizaron los datos
obtenidos en el laberinto en cruz elevado con una prueba t de Student.

Finalmente, se analizaron los datos histoldgicos por condicidn experimental con una
prueba t de Student. Ademas se realiz6 una prueba “ANOVA” de una via, con poshoc
de Tukey, para hacer una comparacion de las diferentes condiciones de los grupos en
el analisis de tincion de Golgi.

Los datos se presentan como la media + el error estandar, la significancia

estadistica de los analisis fue considerada con una p<0.05.
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1. RESULTADOS
7.1.Cambios alimenticios

7.1.1. El consumo del T-2 produce un aumento en el consumo de liquido

Con el fin de conocer el efecto del consumo de T-2 en los patrones de ingesta
de liquido, el volumen (ml) de agua o T-2 del grupo control y T-2, se contabilizé dos
veces al dia, durante los sesenta dias de experimentacion. Existi6 un efecto
significativo del tiempo (F (8,160)=1.864, p < 0.05) y del grupo al que pertenecian (F
(1,20)=13.35, p = 0.05). No existio una interaccion significativa entre el tiempo y el
grupo al que pertenecian. En el analisis poshoc se observd que a partir de la semana 4
hasta el final del tratamiento, el grupo T-2 consumié una mayor cantidad de liquido:
semana 4 (t=2.891, gl=180, p < 0.05), semana 5 (t= 3.041, gl=180, p < 0.05), semana 6
(t= 3.294, gl=180, p < 0.05), semana 7(t= 3.152, gl=180, p < 0.05), semana 8 (t= 3.178,
gl=180, p < 0.05) y semana 9 (t=2.958, gl=180, p < 0.05) (Fig. 10). Estos resultados
sugieren que los ratones que consumen el T-2 modifican su ingesta de liquido, lo cual

podria deberse al sabor palatable del T-2.
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Figura 10. El consumo de T-2 modifica la ingesta de liquido. El consumo de T-2 fue medido
dos veces al dia durante toda la fase experimental. La grafica muestra el promedio del consumo
de liquido por semana + error estandar. Los ratones del grupo control son representados por
circulos abiertos, mientras el grupo T-2 con cuadrados sélidos Una prueba ANOVA de dos vias

para medidas repetidas fue utilizada para conocer si existian diferencias entre los grupos.
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7.1.2. El consumo del T-2 produce una disminucion en el consumo de alimento
solido

Para conocer si el consumo del T-2 modificé los patrones de conducta de
ingesta, se contabiliz6 la cantidad de alimento sélido (pellet), que consumieron los
ratones de los dos grupos durante toda la fase experimental. Las mediciones de pellet
(9) se realizaron diariamente por las mafianas. El andlisis de las mediciones arrojé un
efecto significativo del tiempo (F (8,160)=4.165, p < 0.05) y del grupo al que
pertenecian los animales (F (1.20)=6.802, p < 0.05). Existié una interaccién significativa
entre el factor tiempo y grupo (F (20,160)=4.924, p < 0.05). El analisis poshoc mostré
gue durante las semana 2 y 3, el grupo T-2 disminuyd su consumo de pellet semana 2
(t=4.822, gl=180, p < 0.05), semana 3 (t= 3.393, gl=180, p < 0.05). Sin embargo a partir
de la semana 4 no se observé ninguna diferencia significativa en la ingesta de pellet
(Fig. 11). Estos resultados sugieren que el consumo de T-2 durante las primeras

semanas sacia rapidamente a los ratones y por tanto disminuyen el consumo de pellet.



Pellet (g)

Figura 11. El T-2 disminuye el consumo de pellet. Los cambios en el
consumo de Pellet fueron observados durante dos meses de tratamiento. Los ratones
del grupo control son representados por circulos abiertos, mientras que el grupo T-2 con
cuadrados solidos. La grafica muestra el promedio del consumo por semana * error
estandar. Los datos se analizaron con una prueba ANOVA de dos vias para medidas
repetidas.

48
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7.2.Variables Fisiolégicas

7.2.1. El consumo del T-2 produce un incremento en el peso de los ratones

Para conocer el efecto del consumo de T-2 en el peso (g) de los ratones, fue
medido con una balanza digital una vez por semana durante sesenta dias. El analisis
estadistico muestra un efecto significativo del tiempo (F (8,160)=166.8, p < 0.05) y del
grupo (F (1,20)=17.99, p < 0.05). No existié una interaccion significativa entre el tiempo
y el grupo al que pertenecian. A partir del andlisis poshoc se comprobd que los
animales del grupo T-2 incrementaron su peso desde la semana 4 hasta la semana 6 y
esta tendencia se recupera en las Ultimas dos semanas se experimentacion (Fig. 12):
semana 4 (t=3.200, gl=180, p < 0.05), semana 5 (t= 3.420, gl=180, p < 0.05), semana 6
(t= 3.426, glI=180, p < 0.05), semana 8 (t= 3.788, gl=180, p < 0.05) y semana 9 (t=
2.934, gl=180, p < 0.05). Estos resultados muestran que el incremento de peso de los
ratones que consumieron el T-2 se presenta en un periodo muy temprano de la

intervencion dietética y se mantiene constante en el tiempo (Fig. 12).



Peso (g)

Figura 12. El consumo del T-2 incrementa el peso en los ratones. El peso de
los ratones fue comparado entre los grupos control y T-2 con una prueba ANOVA de dos
vias para medidas repetidas. Los ratones del grupo control son representados por
circulos abiertos, mientras el grupo T-2 con cuadrados sélidos. La grafica muestra el

promedio del peso por semana + error estandar.
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7.2.2. El consumo de T-2 produce cambios en la talla de los ratones

Para conocer si el consumo del T-2 produce cambios en la talla (cm) de los
ratones, el grupo control y T-2 fue medido semanalmente desde la nariz hasta la base
de la cola con un calibrador. El analisis estadistico mostré un efecto significativo del
tiempo (F (8,160)=156.9, p < 0.05) y del grupo al que pertenecian (F (1,20)=15.18, p <
0.05). No existi6 una interaccién significativa entre el tiempo y el grupo al que
pertenecian. Los resultados de la prueba poshoc mostraron que durante la semana 2 y
3 los ratones que consumieron el T-2 tuvieron una mayor longitud (Fig. 13): semana 2
(t= 3.383, gl=180, p < 0.05) y semana 3 (t=3.089, gl=180, p < 0.05) Estos resultados
sugieren que el consumo del T-2 produce un aumento inicial en la talla de los

organismos, sin embargo, este efecto no es constante en el tiempo.

Talla(cm)

Figura 13. El consumo del T-2 incrementa la talla en los ratones. Después
de 2 meses de tratamiento se comparo el tamafio de los ratones entre los grupo control y
T-2 con una prueba ANOVA de dos vias para medidas repetidas. Los ratones del grupo
control son representados por circulos abiertos, mientras el grupo T-2 con cuadrados

solidos. La grafica muestra el promedio de la talla por semana * error estandar.
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7.3.Efectos conductuales
7.3.1. El consumo de T-2 no produce cambios en la prueba de reconocimiento
de objetos novedosos

Con el propdsito de conocer el efecto del T-2 en la memoria de reconocimiento a corto
plazo, los ratones del grupo control y T-2 fueron sometidos a la tarea de reconocimiento
de objetos novedosos durante la semana de experimentacioén 4 (dia 30 experimental).
Los resultados muestran que los roedores del grupo T-2 tienen un mayor indice de
discriminacion en la tarea de reconocimiento de objetos novedosos; sin embargo, este
incremento no es estadisticamente significativo. El incremento en el indice de
discriminacion se ve reducido durante la semana 6 (dia 44 experimental) y no difiere
significativamente de la media de indice de discriminacion del grupo control (Fig. 14).
Estos resultados sugieren que el consumo del T-2 no produce una mejor ejecucion en

tareas de evocacion de la memoria de reconocimiento.
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Figura 14. El consumo de T-2 no produce cambios en la memoria de reconocimiento. Fue
obtenido el indice de discriminacion en la tarea reconocimiento de objetos novedosos durante la
semana 4 y 6. Las barras blancas representan a los ratones control y las barras rayas al grupo T-
2. Se realizé una prueba “t de Student” para muestras independientes. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas. La grafica muestra el promedio de indice de

discriminacién + error estandar.

7.3.2. El consumo del T-2 no produce cambios en la ejecucion de una tarea de
memoria espacial
A efecto de determinar si el consumo de T-2 mejoraba la habilidad de los
ratones para adquirir informacioén espacial, los ratones fueron sometidos al laberinto
acuatico en “Y”. La latencia de llegada a la plataforma de escape (seg) fue analizada
con una ANOVA de dos vias para medidas repetidas con un ajuste de grados de
libertad de Huynh-Feldt, donde se observé un efecto significativo del tiempo (F
(2.967,16)=1.864, p < 0.05), pero no en el grupo al que pertenecian, ni en la interaccion

entre los factores tiempo y grupo al que pertenecian. El poshoc para varianzas no
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iguales T3 de Dunnet no mostré diferencias entre los grupos control y T-2, durante los
dos ensayos en la semana 4 (dia 30) (Fig. 15 A) y semana 6 de experimentacion (dia

44) (Fig. 15 B).

Figura 15. Latencia a la plataforma en el laberinto acuatico en “Y”. Se grafica el
promedio de latencia de llegada a la plataforma +* error estandar. Los ratones fueron entrenados
durante 6 dias, con 2 ensayos por dia durante la semana 4 (A) y 6 (B).del consumo del T-2. Los
datos se analizaron ANOVA de dos vias con un ajuste de ajuste de grados de libertad de Huynh-

Feldt. No se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Para poder evaluar la evocacion de la memoria antes adquirida, después de 6
dias de entrenamiento en la semana 4 y semana 6 de experimentacion, se retiro la
plataforma de escape y se contabilizé el tiempo que pasaban los roedores en el brazo
donde se encontraba la plataforma (brazo correcto). Los resultados muestran que los
ratones pertenecientes al grupo T-2 no tuvieron un cambo significativo en la evocacion
de la memoria con respecto al grupo control (Fig. 16). Estos resultados indican que la
tarea es facilmente recordada. Ademas sugieren que el consumo del T-2 no tiene
ningun efecto sobre el aprendizaje y la memoria espacial, la cual podria estar

relacionada a un procesamiento hipocampal.
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Figura 16. Porcentaje de tiempo en el brazo correcto. Se grafica el promedio del porcentaje
de tiempo que pasan los ratones en el brazo correcto (BC) + error estandar. Durante la fase de prueba se
cuantific6 el porcentaje de tiempo que los ratones pasaban en el brazo donde se encontraba la
plataforma. Las barras blancas representan a los ratones control y las barras rayas al grupo T-2. Los
datos obtenidos fueron analizados por una prueba t de Student de muestras independientes. No se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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7.3.3. Efecto del consumo del T-2 en las conductas asociadas a ansiedad

En estudios preliminares en personas con sindrome de Down se ha observado
gue el consumo del T-2 puede reducir los niveles de ansiedad. Con el fin de conocer el
efecto del consumo de T-2 en los roedores sobre este tipo de conducta, se realizé un
estudio exploratorio con la prueba de laberinto en cruz elevado. Los ratones fueron
sometidos al laberinto en cruz elevado durante 5 min., se contabilizé el tiempo que
pasaban en los brazos abiertos y cerrados, y el nimero de veces que asomaban la
cabeza en el brazo abierto. Los ratones que consumieron el T-2 pasan una mayor
proporcién de tiempo en los brazos abiertos (Fig. 17 A) y tienen una mayor frecuencia
de asomar la cabeza en los mismos (Fig. 17 B), que puede considerarse como una
tendencia de menor ansiedad, no obstante las diferencias no son estadisticamente

significativas.
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Figura 17. Laberinto en cruz elevado. Después de 6 semanas de consumo del T-2, los ratones
fueron puestos en un laberinto en cruz elevado por 5 min. El tiempo que permanecieron en los brazos
abiertos (A) y la frecuencia con la que los ratones asomaban la cabeza en los brazos abiertos (B) fue
cuantificado. Las barras blancas representan a los ratones control y las barras rayas al grupo T-2. Los
datos fueron analizados con una prueba “t de Student”. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas.
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7.4.El consumo del T-2 incrementa el numero de espinas dendriticas en el
hipocampo.

En la actividad conductual se han observado cambios asociados a la
conectividad neuronal (Anderson et al., 2007), adicionalmente una buena nutricion
favorece la formacion de las espinas dendriticas (Cintra et al., 1990). Con el fin de
determinar si las mejorias observadas en las pruebas conductuales estaban asociadas
a un incremento de espinas dendriticas, se realizé un estudio a través, de la tincion de
Golgi.

Después de un mes de consumo de T-2 los ratones no mostraron diferencias
notables en el numero de espinas dendriticas con respecto al grupo control (Fig. 18A).

Un analisis cuantitativo demostré que el numero de espines es el mismo (Fig. 18B).
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Figura 18. El consumo de T-2 no modifica la densidad de las espinas
después de 1 mes de tratamiento. La figura muestra dibujos obtenidos con camara
lucida de la regién CA1 (A). Los datos representan el promedio + error estandar en 10
um de dendrita (B). Las barras blancas representan a los ratones control y las barras
rayas al grupo T-2. Las medias fueron analizadas con una prueba “t de Student”. No se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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7.4.1. El consumo de T-2 incrementa la densidad de sinapsis
después de dos meses de consumo
Después de dos meses de consumo de T-2 los ratones muestran un incremento
en la densidad de espinas (Fig. 19A). Un analisis cuantitativo demostroé que la densidad
de espinas aumento 28.9% con respecto al grupo control (t= -3.34, gl= 52.95, p<0.05)

(Fig. 19B). Este resultado indica que el T-2 puede favorecer la formacion de espinas

dendriticas.
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Figura 19. El consumo de T-2 produce un aumento de la densidad de las
espinas después de 2 meses de tratamiento. En A se muestran dibujos obtenidos con
camara lucida de la regiéon CA1 en un animal control (izquierda) y en un animal que
consumid T-2 (derecha). La grafica representa el promedio del nimero de espinas *

error estandar en 10 ym de dendrita (B). Las medias fueron analizadas con una prueba

“t de Student”. * p<0.05.
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En una serie de experimentos independientes se tratd de explorar si los ratones que
consumieron el T-2 durante 2 meses y que fueron sometidos a la prueba
reconocimiento de objetos novedosos mostraban un incremento adicional en el numero
de espinas. Los resultados demuestran que los ratones que consumieron T-2 presenta
un aumento del 95.1% con respecto al grupo control (= -4.67, gl= 16.27, p<0.05) (Fig.
20). Sugiriendo que la mejora que se observa en la ejecucion de la tarea
reconocimiento de objetos novedosos, podria estar asociada a un aumento en el

numero de espinas.
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Figura 20. Efecto de T-2 en animales expuestos a reconocimiento de
objetos novedosos. La figura muestra dibujos obtenidos con camara lucida de la regién
CA1 (A) en un grupo control (izquierda) y en un grupo T-2 (derecha), sometidos. La
grafica representa el promedio de niumero de espinas + error estandar en 10 ym de
dendrita (B). Se conservan las acotaciones antes mencionadas. Las medias fueron

analizadas con una prueba “t de Student”. *p<0.05.
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Sin embargo, los animales que consumieron el T-2 y fueron sometidos al laberinto
acuatico en “Y” no mostraron diferencias estadisticamente significativas en el numero

de espinas dendriticas con respecto al grupo control (Fig. 21).
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Figura 21. Efecto de T-2 en animales expuestos al laberinto acuatico en
“Y”, La figura muestra dibujos obtenidos con camara lucida de la region CA1 (A) en un
grupo control (derecha) y en un grupo T-2 (izquierda), sometidos en dos ocasiones al
laberinto acuatico en “Y”. La grafica representa el promedio de nimero de espinas *
error estandar en 10 uym de dendrita (B). Se conservan las acotaciones antes
mencionadas. Las medias fueron analizadas con una prueba “t de Student’. No se

observaron diferencias estadisticamente significativas.

Un analisis de “ANOVA” de una via para comparar las diferentes condiciones
experimentales encontré que existieron diferencias en las medias de las espinas
dendriticas en las distintas condiciones experimentales (F (3,86)=10.79, p < 0.05), el
analisis poshoc mostr6 que durante el segundo mes de tratamiento, los ratones del

grupo T-2 que no fueron manipulados conductualmente (SMC) tenian un numero de
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espinas significativamente mayor que aquellos ratones del grupo T-2 sometidos a la
tarea de reconocimiento de objetos novedoso (NOR) (g= 4.127, gl= 86, p<0.05) y los
sometidos al laberinto acuético en “Y” (LAY) (g= 6.923, gl= 86, p<0.05) (Fig. 24); es
decir, el solo consumo del complemento aumenta el nimero de espinas. Con este
ultimo analisis se sugiere que el consumo del T-2 podria aumentar el nimero de

espinas y hacer mas eficiente la conectividad de la neurona.

Figura 22. Espinas durante el tratamiento. La grafica representa el promedio
de ndimero de espinas + error estandar en 10 um de dendrita por cada condicion
experimental: 1 mes de experimentacion (1 M), sin manipulacién conductual (SMC),
reconocimiento de objetos novedosos (NOR) y laberinto acuatico en “Y” (LAY). Se
conservan las acotaciones antes mencionadas. Las medias fueron analizadas con una

prueba “ANOVA” de una via con un poshoc de Tukey.
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8. DISCUSION

Diversas investigaciones han reportado la importancia de las dietas y sus
componentes nutricionales para mejorar diversos procesos cognitivos en la enfermedad
de Alzheimer (Stackman et al., 2003), en el autismo (Whiteley et al., 2012) y en el
sindrome de Down (Jovanovic, Clements, & MacLeod, 1998), sugiriendo un papel
importante de la alimentacion para contrarrestar alteraciones en el sistema nervioso
central. El objetivo de la presente investigacion fue conocer el efecto del T-2 sobre la
resolucién de pruebas conductuales y si estos cambios se asocian a modificaciones en
las espinas dendriticas. La ingesta del T-2 produjo un incremento en el consumo de
alimento sélido y de ingesta de liquido. Por otro lado incremento el peso y talla de los
ratones, que puede relacionarse con el incremento de la ingesta de calorias contenidas
en el T-2. En la resolucién de las pruebas conductuales el consumo de T-2, no produjo
cambios estadisticamente significativos en la resolucién de pruebas asociadas a la
memoria y a la ansiedad. Por otra parte, la ingesta de T-2 incrementd el nUmero de
espinas dendriticas basales secundarias en la region CAl del hipocampo dorsal,
después de haber sido consumido durante treinta y sesenta dias, sin que existiera una
manipulacion conductual; cuando se presentaba una manipulacion conductual, el

namero de espinas dendriticas del grupo T-2 era similar al del grupo control.
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8.1.El consumo de T-2 modifica patrones de ingesta.

Durante la semana de tratamiento 2 y 3, los ratones del grupo T-2 consumieron
una menor cantidad de pellet comparados al grupo control, este aumento puede
tratarse de un mecanismo compensatorio por la alta ingesta calorica que aporta el T-2 y
gue no se consume en alimento soélido. Durante las semanas restantes, la ingesta de
pellet se regulariza y es similar a la que presentan los controles, resultado de un efecto
de tolerancia a la dosis de carbohidratos presentes en el complemento. La fructuosa
contenida en el CT-2 podria contribuir a la regularizacién del consumo de pellet, debido
a que la ingesta de fructuosa no produce el mismo grado de saciedad que normalmente
ocurre con un alimento calérico similar que contiene glucosa (Nicole M Avena, Rada, &
Hoebel, 2008); este aumento de peso también se ha reportado en poblacién humana
con este tipo de dietas (Song et al., 2012). El efecto de tolerancia a los alimentos
dulces se presenta en pacientes con sobrepeso, los cuales reportan un gran deseo por
consumir alimentos dulces (Avena, Rada, Moise, & Hoebel, 2006). A diferencia de la
ingesta de pellet, la ingesta de liquidos es significativamente mayor en el grupo T-2 a
partir de la semana de tratamiento 4, explicable por la gran palatabilidad y aporte
caldrico del complemento. Resultados similares se han observado en la ingesta de otro
tipo de complementos saborizados como el “Ensure”, en donde se ha observado la
preferencia que tienen los animales a alimentos dulces (Téllez, Pérez, Simon, &

Gutiérrez, 2012).
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8.2.El consumo de T-2 tiene un efecto en variables fisioldgicas.

Los resultados muestran que los ratones que consumen el T-2 tienen un
aumento estadisticamente significativo del peso durante las semanas de
experimentacion 4 a 6 y 8 a 9. El incremento en el peso es explicable por el gran
volumen consumido de T-2, el cual aporta una gran cantidad de calorias a través de la
fructuosa contenida en los fructo-oligosacaridos y la inulina. En experimentos con
roedores, se ha reportado que el consumo de dietas altas en fructuosa, aumentan el
peso y son un factor importante en el desarrollo de la obesidad (Elliot, 2002). Este
aumento de peso debido a una dieta hipercal6rica, también se ha reportado en
poblacibn humana (Song et al.,, 2012). Este dato no debe perderse de vista al
considerar la viabilidad de administrar el T-2 a pacientes con sindrome de Down, ya
gue el aumento de peso es uno de los problemas mas frecuentes en esta poblacion;
por lo cual una dieta alta en carbohidratos podria contribuir a la ganancia de peso, de
hecho, en este tipo de pacientes, se recomienda una restriccion calérica para prevenir
obesidad, asi como promover la pérdida de peso para minimizar la tasa metabdlica
(Roizen, 2002). Aunado al aumento de peso, existe un incremento en la talla durante
las semanas 2-3, que puede corresponder a una compensacion del sistema en
respuesta al aumento de peso; sin embargo, no hay investigaciones que reporten el
efecto de una dieta hipercal6rica con respecto al cambio de talla.

Por otro lado, es importante contar con otro tipo de herramientas experimentales
para conocer a fondo los efectos del complemento, como es la utilizacion de cajas

metabdlicas que permitan conocer la excrecion de orina y poder medir concentraciones
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de azucar, ademas de contar con pruebas de resistencia a la insulina, pruebas de dafio

hepatico y medicion de grasa corporal.

8.3.El efecto del T-2 en la memoria de reconocimiento y espacial.

De acuerdo a los datos obtenidos, el consumo de T-2 no produce mejorias
estadisticamente significativas en la memoria de reconocimiento. En experimento
similares con ratas, a las que se administran grandes cantidades de sacarosa y son
sometidas a la prueba de reconocimiento de objetos novedosos, se observa un
porcentaje de exploracion igualitario entre el objeto novedoso y el familiar; este tipo de
dieta inflama el hipocampo y aumenta los niveles de estrés oxidativo lo que dafa la
formacion de la memoria de reconocimiento, (Beilharz, Maniam, & Morris, 2014), efecto
gue podria estarse observando en la presente investigacién. Los efectos de dietas
hipercal6ricas pueden ser mas robustos, en la obesidad inducida por glucosa en ratas
jovenes, se reporta un menor tiempo de exploracién del objeto novedoso, el cual se
correlaciona negativamente con los niveles de glucosa en sangre, en la curva dosis
respuesta se observa un peor desempefo de la tarea de reconocimiento de objetos
novedosos conforme se aumentan los niveles de glucosa en plasma, que pueden
deberse a un incremento en la actividad locomotora y a factores inflamatorios en el
hipocampo (Jurdak & Kanarek, 2009).

Los bajos indices de discriminacion observados en el grupo T-2, también podrian
relacionarse con una hiperactividad del sistema por la ingesta de grandes volimenes

de T-2. Popularmente se ha asociado la ingesta de azlcar a un aumento en la actividad
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locomotora, sin embargo los estudios no son concluyentes (White & Wolraich, 1995),
en un meta analisis realizado por Wolraich (1995), se reporta que no existe una
relacion entre el consumo de azucar y el incremento de la actividad locomotora. En
ratones, por su parte, se ha observado que la cepa C57BL6, cepa utilizada en el
presente trabajo, es muy sensible a las dietas altas en carbohidratos, aumentando
rapidamente el nimero de adipocitos y mayor actividad locomotora (Brownlow, Petro,
Feinglos, & Surwit, 1996); por su parte, Kendig (2014) reporta que al hacer
comparativos de diversos estudios, los resultados tampoco son concluyentes, sin
embargo la ingesta de azucar induce disfunciones cognitivas, sobre todo en tareas de
aprendizaje y memoria espacial.

Por otro lado, los indices de discriminacién bajos en el grupo control y T-2
durante la semana 6, pueden deberse a un factor de habituacion a la prueba. De
acuerdo con Antunes & Biala (2012), el tiempo de exploracién, asi como el indice de
discriminacion en la prueba de reconocimiento de objetos novedosos; en ocasiones
puede ser bajo o incoherente, lo cual se observa desde la primera exposicién y no
necesariamente refleja un problema en la memoria de reconocimiento. Por ultimo,
parece existir una tendencia a mejorar los indices de discriminacién durante la semana
de experimentacion 4, que debe ser comprobada con experimentos subsecuentes que
cuenten con una n experimental mas grande, y otro tipo de pruebas asociadas a la
memoria de reconocimiento.

De igual forma, en el laberinto acuatico en “Y”, que esta asociado con la
memoria espacial, no existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo

control y T-2, en este laberinto no se presentaron cambios en el tiempo de adquisicion
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ni en la evocacion de la memoria. Este tipo de laberinto acuatico solo ha sido utilizado
anteriormente en un trabajo (Hernandez-Aguilar, 2013). Hernandez- Aguilar, reporta
gue animales isquémicos, no presentan diferencias en el tiempo de adquisicion
comparado con ratones integros, lo cual concuerda con los resultado obtenidos en el
presente trabajo; no obstante en dicha investigacion no se evalla la evocacion de la
memoria, por o que no se cuenta con parametros de referencia para esta parte de la
prueba. En otro tipo de laberinto acuatico, como el laberinto de agua de Morris, se ha
reportado que dietas altas en grasa y azucar refinada, provocan una mayor latencia de
llegada a la plataforma de escape, a causa de disminuir las cantidades del RNA
mensajero que codifica BDNF en el hipocampo (Molteni, Barnard, Ying, Roberts &
Gbémez-Pinilla, 2002). También se ha demostrados que dietas al 60 % de fructuosa por
19 semanas, incrementan el tiempo de latencia de llegada a la plataforma y un menor
tiempo de acercamiento a la zona donde se encontraba la plataforma (Beilharz et al.,
2014). En la presente investigacién no se presentaron estos dafios en la consolidacion
y evocacion de la memoria espacial.

Aun cuando no se obtuvieron diferencias entre los grupo, el laberinto acuético en
“Y” demostro ser un modelo conductual eficaz para medir memoria espacial, debido a
gue los animales rapidamente reducen su latencia de llegada a la plataforma, por lo
gue es facilmente aprendido y evocado. No obstante, durante la fase de recuperacion
se observan porcentajes de tiempo pequefios (por abajo del 50%), lo cual podria ser
indicativo de la necesidad de contar con parametros mas finos durante el proceso de
recuperacion en esta prueba, como es la contabilizacién de errores y la latencia de

llegada al sitio donde se encontraba la plataforma.
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Para poder conocer ampliamente los efectos del T-2, es necesario contar con otras
herramientas conductuales. Para lo cual, es conveniente realizar una evaluacion del
perfil neurofarmacol6gico como la propuesta por Irwin, (1962) en donde se pueda
evaluar, a través método observacional los diversos efectos del T-2 en diferentes dosis

y periodos de tiempo.

8.4.El efecto del T-2 en la ansiedad

El consumo de T-2 en ratones no reduce las conductas asociadas a ansiedad
evaluadas en el laberinto en cruz elevado, sin embargo el grupo evaluado presento una
gran variabilidad al ser una n experimental pequefa, por lo que podria existir una
tendencia de disminucién de este tipo de conductas cuando se evalle grupos mas
grandes. A diferencia de lo obtenido en este trabajo, la disminucién de las conductas de
ansiedad ha sido reportada en el consumo de dietas a base de miel (Chepulis, Starkey,
Waas, & Molan, 2009), asi como cuando son administrados extractos de origen vegetal
con efectos similares a los observados por una dosis estandar de BZD (Chatterjee et
al., 2013). Por otro lado, cambios en los componentes de la dieta también disminuyen
conductas asociadas a la ansiedad. Este fendbmeno se ha observado, en dietas altas en
triptéfano (Zeisel, 1986). Nakamura et al., (2010) reportd que la ingesta de caseina
hidrosilasa, derivada de la leche bovina, aumenta la actividad parasimpatica y reduce
los niveles de ansiedad.

Los pacientes con sindrome de Down exhiben trastornos afectivos, por ejemplo
existen conductas asociadas a hiperactividad y niveles basales de ansiedad alterados

(Pueschel, 1992), estas caracteristicas también se han observado en ratones
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parcialmente trisbmicos, Ts65Dn, (de la Torre & Dierssen, 2012; Escorihuela et al.,
1995). Por otro lado, en pacientes con sindrome de Down se ha observado que el bajo
metabolismo de glucosa correlaciona con una deficiente respuesta de los pacientes a
pruebas neuropsicoldgicas de habilidad visoespacial, lenguaje y memoria (Schapiro et
al., 1988). En cambio, la ingesta de glucosa en pacientes con sindrome de Down
mejora la ejecucion de pruebas de memoria a largo plazo y procesamiento auditivo,
gue puede deberse a una activacion global del sistema, y no a un efecto especifico en
el sistema nervioso central (Manning, Honn, Stone, Jane, & Gold, 1998). En trabajos
realizados por nuestro laboratorio, las personas con sindrome de Down que durante
seis meses consumen el T-2 aunado con una dieta libre de gluten y caseina,
incrementan los niveles de metabolitos de serotonina, los cuales se encontraban en
niveles bajos previos al tratamiento (Garcia, et al, en preparacion), estos cambios
podrian estar asociados a la sensacion de bienestar y disminucion de ansiedad
reportada subjetivamente por los cuidadores.

El posible efecto ansiolitico producido por el T-2 podria estar asociado a una mejor
eficiencia en la sintesis de neurotransmisores particularmente la serotonina,
aumentando la accion inhibitoria que ejerce la serotonina en regiones responsables de
la ansiedad como es la corteza orbitofrontal (Jufe, 2006). Adicionalmente la ingesta de
Omega 3, contenido en el T-2 a través de la linaza, reduce en un 20% los niveles de
ansiedad en humanos (Kiecolt-Glaser, Belury, Andridge, Malarkey, & Glaser, 2011),
sugiriendo que los componentes del T-2 pueden disminuir conductas asociados a la

ansiedad.
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No obstante, es importante recordar que el laberinto en cruz elevado es utilizado
para medir el control de la actividad locomotora (Holsboer & Strdler,2005); por lo que es
conveniente considerar la utilizacién de otro tipo de pruebas que permitan disgregar
factores de hiperactividad y de conductas relacionadas a la ansiedad, como el rotarod y
el campo abierto. En modelos parcialmente trisbmicos como el Ts65Dn se ha reportado
un aumento de motricidad durante la realizacion del laberinto en cruz elevado (Chen,
Y.; Mao, Y.; Zhou, D.; Hu, X.; Wang, 2010), ello se ha relacionado con la falta de
atencion a estimulos, propio del SD, ya que se presenta mayor actividad en el campo
abierto (Martinez-Cué et al., 2005). Cabe destacar que existen compuestos organicos,
como la Stachys lavandulifolia Vahl, que tienen un efecto ansiolitico pero no aumentan
la motricidad durante la exposicion al laberinto en cruz elevado (Rabbani, Sajjadi, &

Zarei, 2003).

8.5. El consumo de T-2 tiene efectos diferenciales en la formacion de espinas
dendriticas.

Junto con el analisis conductual se realiz6 un analisis histoldgico a través de la
tincion de Golgi, con el objetivo de determinar el efecto del T-2 en la formacién de
espinas dendriticas; particularmente en el hipocampo dorsal, el cual esta
considerablemente vinculado con la codificacién de la informacién espacial (Antunes &
Biala, 2012). De acuerdo a los resultados obtenidos el consumo de T-2 produce un
incremento en el numero de espinas dendriticas después de dos meses de tratamiento

aun cuando los animales no recibieron ningan estimulo adicional al complemento.
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El hipocampo y las espinas dendriticas son componentes altamente sensibles a
la dieta, ya que un desbalance en la cantidad de nutrientes ingerida, como en la
desnutricion, impacta en la densidad y morfologia de espinas dendriticas (Benitez-
Bribiesca, De la Rosa-Alvarez, & Mansilla-Olivares, 1999; Brock & Prasad, 1992; Diaz-
Cintra, Garcia-Ruiz, Corkidi, & Cintra, 1994).

Al ser las espinas el principal contacto de las sinapsis excitatorias, contienen la
magquinaria celular necesaria para la sintesis de neurotransmisores y la produccion de
energia. Adicionalmente, la despolarizacion repetida produce una redistribucién de las
espinas dentro de las dendritas que es dependiente de energia (Li, Okamoto, Hayashi,
& Sheng, 2004). Un incremento de metabolitos primarios y la elevacion en las reservas
de energia podria estimular la actividad mitocondrial y producir un aumento en la
densidad de espinas dendriticas (Killeen, Russell, & Sergeant, 2013).

En pacientes con sindrome de Down se ha reportado una actividad mitocondrial
adaptativa a la baja, que junto con la reducida secrecion de insulina ayuda a tener una
mejor eficiencia de actividad energética, contribuyendo a la homeostasis (Helguera et
al., 2013). En cambio una respuesta mitocondrial a la alta también da como respuesta
grandes cantidades de estrés oxidativo (Jovanovic et al., 1998), de hecho el
restablecimiento metabdlico y por tanto de las espinas dendriticas, aumenta los niveles
de estrés oxidativo y el dafio celular (Helguera et al., 2013).

Nuestros resultados muestran que el nimero de espinas después de uno y dos
meses de tratamiento, es mayor que el observado cuando se estimula
conductualmente a través de tareas de aprendizaje y memoria, aln cuando se ha

reportado que el aprendizaje de tareas espaciales produce un aumento en el nimero
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de espinas dendriticas en la region CAl del hipocampo (Moser, Trommald, &
Andersen, 1994; Segal & Andersen, 2000); por lo que no se observo un efecto
sinérgico del T-2 con la conducta. Esta discrepancia podria deberse a una refinamiento
del circuito a través de la eliminacion en el nimero de espinas producto del aprendizaje
(Aziz et al., 2014; Bourne & Harris, 2007). La eliminacion de espinas dendriticas
también conocida como pruning, se ha considerado un proceso que se presenta solo
durante el desarrollo; sin embargo, se reportd que la activacion repetida de receptores
NMDA durante los procesos de aprendizaje promueve la eliminaciéon de sinapsis,
eliminando aquellas que no son funcionales (Bock & Braun, 1999). Adicionalmente, se
ha observado que aunque el aprendizaje aumenta el nUmero de espinas dendriticas en
un primer momento, conforme se consolida la memoria a largo plazo, el nimero de
espinas se reduce (Aziz et al., 2014). Particularmente en el grupo control y T-2, que
fueron sometidos al laberinto acuatico en “Y”, se observé un decremento en el numero
de espinas dendriticas, que podrian atribuirse al mecanismo antes mencionado. Por
otro lado podria deberse a la temperatura del agua, ya que cambios en la temperatura
aumentan la respuesta de estrés y alteran los niveles de corticoesterona (Szuran,
Pliska, Pokorny, & Welzl, 2000), los niveles altos de estrés durante largos periodos de
tiempo disminuyen el numero de espinas dendriticas (Leuner & Shors, 2013).

Otros autores sugieren que un numero de espinas elevado no necesariamente
implicaria un cambio plastico favorable para el individuo (Fiala, Spacek, & Harris,
2002), lo cual podria elucidar porque no existi6 una mejor ejecucién en la tarea de
reconocimiento de objetos novedosos. Un ejemplo claro es el caso del autismo, donde

al analizar en tejido cerebral humano se ha reportado que existe un gran nimero de
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espinas dendriticas en regiones pequefias y focalizadas provocando circuitos
reverberantes, sobre todo en regiones corticales, pero en regiones cerebrales alejadas
se reporta un decremento de las espinas, por lo que en el autismo existe una
hiperconectividad local, que podria ser responsable de conductas repetitivas, ademas
ofrece una explicaciéon a la alta incidencia de epilepsia en estos pacientes (Penzes,
Cabhill, Jones, VanLeeuwen, & Woolfrey, 2011).

Ademas del analisis de espinas dendriticas, es necesario conocer la
funcionalidad de las mismas, que puede observarse a través de inmunofluorecencias.
También, es preciso tener marcadores celulares que nos permitan elucidar si el T-2

altera el metabolismo celular, lo cual aumenta los niveles de estrés oxidativo.

8.6.El T-2 y su interaccidn con la microbiota intestinal.

En los estudios piloto realizados por nuestro grupo de investigacion se ha
observado una mejoria en aspectos cognitivos y reduccion en la ansiedad, asi como un
mejor ciclo de suefio en los pacientes con sindrome de Down que consumen el T-2.
Los efectos observados en los pacientes pueden ser explicados debido a que muchos
de los compuestos contenidos en el T-2 ayudan al incremento de la microbiota
intestinal. Los cambios en la microbiota intestinal favorecen el crecimiento de bacterias
benéficas que mejoran la absorcion intestinal. Recientemente se ha demostrado que la
microbiota intestinal puede modular conductas asociadas a la ansiedad (Hsiao et al.,
2013) y pueden aumentar la concentracion de serotonina (Clarke et al., 2013)
sugiriendo una interaccion bidireccional entre el intestino y el cerebro (Milena-Marques,

T.; Cryan, J.F.;Shanahan, F.; Fitzgerald, G. F. and Ross, 2013). Experimentos en
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progreso son dirigidos a conocer si el T-2 produce cambios en la microbiota intestinal
en ratones.

Con la informacién compilada se puede concluir que ratones que consumieron
T-2 durante dos meses tienen un aumento de peso significativo desde etapas muy
tempranas de la intervencion, al igual que presentan un aumento de la talla, que puede
deberse al importante consumo de T-2 que contiene una alta cantidad de azlcares.
Ademas esta gran cantidad de azucares, podria ser la responsable de los cambios en
los patrones de ingesta de liquido por su sabor palatable y la compensacion en el
consumo de alimento sélido. Asimismo, el CT-2 no produce cambios en pruebas
asociadas a memoria y ansiedad. Por otra parte, el T-2 produce efectos diferenciados a
lo largo del tiempo en las espinas dendriticas, las cuales se ven aumentadas
importantemente cuando el T-2 es administrado durante dos meses sin la presencia de
ningun otro estimulo. Cabe destacar que el T-2 podria no solo estar aumentado los
niveles de energia disponible, sino ademéas mejorar la calidad de la microbiota intestinal
y algunos de sus efectos podrian ser causados por este fenémeno.

Es importante sefialar que el presente estudio fue un acercamiento exploratorio,
cuya importancia reside en tener un panorama general de los posibles efectos del T-2;
no obstante, parte de las limitaciones fue contar con una “n” pequefia, que causa una
gran variabilidad de los datos. Por otro lado los resultados fueron obtenidos en una
cepa de ratén sin ninguna alteracion genética, por lo cual se hipotetiza que en modelos
como el Ts65Dn los efectos del CT-2 llegarian a tener otro tipo de alcances. A si mismo
es necesario contar con ensayos clinicos controlados y sensibles a las necesidades de

los pacientes.
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9. CONCLUSIONES

La ingesta de T-2 produce cambios en los patrones del consumo de alimento
sélido durante las primeras semanas de tratamiento, asi como un aumento del
consumo de liquido desde la tercera semana de tratamiento hasta el final del
experimento.

La ingesta de T-2 produce un aumento de peso en ratones C57BL/6 a partir de
la segunda semana de tratamiento.

La ingesta de T-2 produce un aumento de talla durante las primeras dos
semanas de tratamiento.

La ingesta de T-2 durante dos meses no modifica la ejecucién de la tarea de
memoria de reconocimiento

La ingesta de T-2 no tiene un efecto en la memoria espacial.

El consumo de T-2 no reduce las conductas asociadas a ansiedad.

El consumo de T-2 aumenta el nimero de espinas dendriticas en el hipocampo
después de dos meses de tratamiento comparado con los ratones controles, aun

cuando estos eran sometidos a una prueba conductual.
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