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Resumen

La desnutricion y la obesidad cronica se han convertido en un enorme problema
de salud en el mundo. Para caracterizar de manera experimental las alteraciones
que provoca una inadecuada ingesta de alimento por las madres sobre la
descendencia, es necesario contar con un modelo animal que permita la
evaluacion del efecto que produce el consumo de dietas hipercaldricas y de
restriccion caldrica posdestete en individuos cuyas madres fueron sometidas a
los mismos problemas alimentarios. En este sentido, en la actualidad se cuenta
con una extensa variedad de estudios en donde se analiza el efecto de la
desnutricién u obesidad perinatal en ratas machos, pero existe muy poca
evidencia experimental acerca de las alteraciones producidas por las mismas
condiciones alimenticias perinatales en crias hembras de la rata. Por lo tanto, el
presente estudio pretende analizar el impacto de una dieta hipercaldrica (DHC)
y una con restriccion caldrica (DR) sometiendo a las madres por 4 semanas mas
3° dia de lactancia durante, sobre el consumo de alimento, ganancia de peso,
temperatura, glucemia en ayuno, tolerancia a la glucosa y adiposidad, asi como
sobre la actividad locomotora (prueba de campo abierto), ansiedad (laberinto en
cruz) y la memoriay aprendizaje en el laberinto de Barnes, durante el desarrollo
postnatal de la rata Wistar hembra (hasta los 6 meses de edad). Los resultados

muestran que el grupo DHC obtuvo una ganancia de peso corporal mayor a la



del grupo CONT, pero similar resistencia a la glucosa. Los animales del grupo
DHC presentaron ansiedad, memoria y aprendizaje similares a las del grupo
CONT; mientras que el grupo DR presentd menor peso corporal y menor
resistencia a la glucosa con respecto al grupo CONT. Con respecto a las
conductas analizadas, las ratas DR presentaron mayor ansiedad y mayor nimero
de errores en las pruebas de aprendizaje y memoria, asi como mayor actividad
locomotora. Nuestros resultados permiten sugerir que una dieta obesogénica
perinatal no provoca alteraciones conductuales de consideracion en la rata
hembra, mientras que la restriccion severa de alimento induce notorias
afectaciones conductuales, en las que se manifiestan mayor ansiedad y menor

nivel de aprendizaje y memoria.



Introduccion

En la actualidad se presenta una enorme cantidad y variedad de problemas
nutricionales que se manifiestan tanto en poblaciones humanas con importantes
limitaciones econdmicas, asi como en poblaciones con capacidad econémica
relativamente alta. Por un lado, existen grupos de personas que viven en
regiones marginales, en donde las condiciones econdmicas obligan a que la
gente se alimente con dietas extremadamente bajas en cantidad y/o calidad
nutricional, provocandoles desnutricion y por otra parte, existen areas
poblacionales (predominantemente ciudades) en donde se presenta una mayor
capacidad adquisitiva y existe una predominancia de dietas hipercaloricas,
basadas principalmente en alimentos procesados, ricos en grasas Yy
carbohidratos, induciendo el sobrepeso u obesidad a las personas que los
consumen. Cabe resaltar que dichos trastornos se encuentran asociados entre el

consumo Y el gasto energético.

Balance energético

El mantenimiento adecuado de las funciones organicas depende directamente
del metabolismo energético, el cual es parte del metabolismo celular destinado
a almacenar y consumir energia para cubrir constantemente las necesidades
energéticas del organismo (Mataix, 2008). Asimismo, se encuentra la
regulacion organica de la ingesta energética que constituye un proceso esencial
para el adecuado funcionamiento celular, posibilitando el equilibrio necesario
entre la cantidad de energia almacenada en forma de grasa corporal y el
catabolismo de la misma (Gonzélez-Jiménez y Schmidt, 2012). El constante
suministro de energia esta asociado al mantenimiento del balance energético, el

cual estd determinado por la ingesta y el gasto de energia. Este balance, se



consigue a través de mecanismos e interacciones complejas que conducen a
respuestas que modulan la ingesta y el gasto energético. No obstante, cuando
existe una perturbacion constante o un estado patoldgico en donde por ejemplo
la la ingesta supera el gasto de energia (balance energético positivo) como es el
caso del sobrepeso u obesidad o el gasto es mayor a la ingesta (balance
energético negativo) como la desnutricion. El organismo desarrolla “ajustes”
que le permitan continuar por algun tiempo en un estado de equilibrio tanto
funcional, metabolico como conductual. Tales ajustes pueden tener la capacidad
necesaria para restablecer totalmente el balance perturbado, generando asi,
cambios en la sefializacién hormonal, termogeénesis, adiposidad, glucemia y
finalmente en el peso y talla corporal que se asocian a diferentes enfermedades
cronicas (Mataix, 2008). El sistema nervioso central recibe la informacién del
estado energético en el que se encuentra el organismo, y en consecuencia envia
sefiales hacia los diversos Organos y sistemas para alcanzar el balance
energetico del individuo, ya sea a largo o a corto plazo (Hita et al, 2006). Siendo
el hipotalamo, la principal estructura nerviosa involucrada en el control del
gasto energetico, participando en una multitud de acciones entre las que se
encuentran: regulacion del medio interno, mantenimiento de la homeostasis
general del organismo y la regulacién de la temperatura corporal (Toni et al,
2004).

Problemas de salud publica relacionados con la nutricion

La salud es un estado de bienestar tanto fisico, psiquico y social al que se aspira
llegar, constituyendo un derecho para todos los habitantes del planeta (Muzzo,
2002). Dicho esto, se aprecia que la dieta es de gran importancia para
contrarrestar los problemas de salud, por lo que se le considera un factor

determinante para la sobrevivencia de los organismos. El consumo adecuado de
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nutrientes, a lo largo de las distintas etapas perinatales y postnatales, ejerce un
fuerte impacto en el desarrollo estructural y funcional de los sistemas que
conforman a los organismos (Ji, 2015; Hoeijmakers, 2015). Se ha considerado
que la dieta de los individuos influye de manera relevante en la salud mental, y
cardiovascular, y particularmente en riesgos de cancer, longevidad e
innegablemente sobre la memoria y el aprendizaje, no s6lo durante el desarrollo
temprano sino hasta la edad adulta, esto debido muchas veces a cuatro distinto
elementos, como lo son la ingesta de calorias, la frecuencia de alimentacion, el
contenido de la comida y la textura de la comida; esto es de notal importancia
principalmete en el Hipocampo puesto que es de las regiones mas importantes
de neuronas especificamente en el giro dentado como se muestra en la figura 1
(Zainuddin y Thuret, 2012).

Fig.1 Visén general de los cuatro diferentes niveles influyen en la neurogénesis adulta hipocamapal. Los puntos
grises representan nuevas neuronas en el giro dentado (Zainuddin y Thuret, 2012)

Malnutricion

Se define como las carencias, los excesos o los desequilibrios de la ingesta de
energia y/o nutrientes de una persona. Este término abarca dos grupos amplios
de afecciones. Uno es la desnutricion caracterizada por el retraso del
crecimiento, emaciacion, insuficiencia ponderal y carencias o insuficiencias de

micronutrientes. Mientras que el otro se refiere al sobrepeso, la obesidad y



enfermedades no transmisibles relacionadas con el régimen alimentario (WHO,
2016). Estas afecciones llegan a provocar una paradoja puesto que ambas son
caras de una misma moneda, que tienen que ver, en altima instancia con el
concepto de seguridad alimentaria (Borda-Pérez, 2007). La malnutricion
temprana llega a causar el impedimento del desarrollo, reduciendo la capacidad
de aprendizaje y memoria, modificando la conducta (Jacome et al, 2017); dicho
esto es necesario contar con una adecuada alimentacién durante la edad prenatal
y preescolar, puesto que la etapa infantil es el momento en el que se desarrollan
los factores de riesgo que podrian desencadenar enfermedades relacionadas con

la alimentacion en edades adultas (Muquinche y Valencia, 2019).

Desnutricion

Se le denomina desnutricion a la inadecuada asimilacion de alimentos por el
organismo, lo que conduce a un estado patoldgico de distintos grados de
seriedad y con diversas manifestaciones clinicas, ademéas de sefialar a toda
pérdida anormal de peso del organismo, desde la mas ligera hasta la mas grave;
lo que llega a generar padecimientos clinicos de consideracion, tales como la
hipotrepsia (estado de debilitamiento debido a la desnutricion en la primera
infancia; manifestada por la desaparicion del paniculo adiposo), la atrepsia
(estado de decaimiento profundo del organismo, que constituye la fase final de
la desnutricion), hipotrofia (desarrollo inferior al normal de tejidos, 6rganos o
individuos, sin alteracion de la estructura), entre otros (Gomez, 2003). Segun la
FAO (2012), la desnutricion comprende un retraso de crecimiento (estatura
inferior a la que corresponde a la edad), una deficiencia de vitaminas y
minerales, emaciacion (peso inferior al que corresponde a la estatura del
individuo), e insuficiencia ponderal (peso inferior al que corresponde a la edad).

El impacto de la desnutricion materna altera el crecimiento prenatal, el cual se
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observa a partir del segundo o tercer trimestre de la gestacion y al nacimiento,
los infantes presentan menor peso y talla corporal (Stein et al, 2004). También
disminuye la sobrevivencia neonatal, y promueve alteraciones en la funcion
neuroldgica, habilidades de aprendizaje y salud de los infantes (Wu et al, 2012).
Por lo anterior, en el humano debe ponerse especial atencién a la dieta materna
ya que ésta, como se ha descrito, es de capital importancia para el adecuado
desarrollo prenatal del sistema nervioso central (SNC). Es importante sefialar
que, a partir de la tercera semana de gestacion, en el humano se comienza a
formar el tubo neural, mientras que en la rata de la cepa Wistar se comienza a
formar en el dia 18 el cual requiere para su adecuado desarrollo de un aporte
apropiado de nutrientes por parte de la madre (Valenzuela y Nieto, 2003;
Latorre, 2015). La desnutricion grave, durante el periodo critico de desarrollo
del SNC llega a producir alteraciones estructurales que llevan a la disminucién
de las funciones intelectuales, los patrones de comportamiento y el retraso
psicomotor (Avila y Barreto, 2015). De igual manera se encuentra altamente
relacionada con el aporte caldrico parental y enteral durante las primeras cuatro
semanas de nacido, lo cual llega a causar riesgos como retinopatia del
prematuro, por lo que el aporte caldrico por parte de ambos (madre y cria) ayuda
con la prevencion de la mencionada patologia (Saénz, 2017). La desnutricion
durante el desarrollo llega a inducir cambios morfologicos generales e
irreversibles en el sistema nervioso central de la rata, en particular en la
memoria y otras funciones atribuidas a la generacion de neuronas en el
hipocampo (Valenzuela-Peraza et al, 2004). Debido a lo anteriormente
mencionado, se considera a la desnutricion tanto materna como perinatal un

problema con un alto grado de severidad en todo el mundo.



Obesidad

El sobrepeso y la obesidad se definen como el incremento del peso corporal a
expensa de la acumulacion de triglicéridos en el tejido adiposo. Estos
desordenes alimenticios inducen diversas enfermedades, entre las que destacan
las cardiopatias, accidentes cerebrovasculares, diabetes y cancer (WHO, 2016).
Estas enfermedades son reconocidas actualmente como uno de los retos mas
importantes de salud puablica en el mundo, por su magnitud, rapidez de su
incremento y el efecto negativo que ejerce sobre la salud de la poblacion que lo
padece (Neisy et al, 2018); actualmente hay bastantes investigaciones donde
sugieren que el aumento del peso corporal y del tejido adiposo, es debido al
sobreconsumo de dietas altas en grasas, y estan altamente relacionados con
algunos patrones conductuales como lo llega a ser la saciedad alimenticia por
parte de ratas que consumen alimento altos en calorias (Diaz-Urbina et al,
2018). La obesidad y el sobrepeso en la mujer embarazada incrementan el riesgo
de que sus hijos adquieran alteraciones graves de salud, tales como restriccion
del crecimiento intrauterino (RCUI) e incremento en el riesgo de la mortalidad
y morbilidad neonatal (Ovesen et al, 2011). La obesidad no solo afecta a los
bebés en etapas gestacionales, sino también afecta a la salud materna, en las que
se presenta resistencia de insulina, hemorragias maternas e hiperglicemia
(Mcknight et al, 2011). Las mujeres obesas en cualquier periodo de gestacion
experimentan sindrome metabolico, que se caracteriza por incrementos
importante en la glucosa sanguinea, hiperinsulinemia, hiperlipidemia,
hipertension y resistencia a la insulina (Satterfield et al, 2011). La obesidad
materna induce que la descendencia presente ansiedad, particularmente en la
etapa de adulto joven, ademas de existir otros reportes que hablan de la forma
en que la obesidad materna afecta la funcion cognitiva de la descendencia,

reflejando riesgos de desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Contu y
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Hawkes, 2017). Otro factor a notar es que la obesidad en el infante se encuentra
altamente relacionada con el déficit de atencion y trastorno de hiperactividad
(Nigg et al, 2016). Ademés de que dentro de otros efectos causantes por la
obesidad se encuentran en los mecanismos de muchas adversidades resultantes
que llegan a ser influencia en la salud de la mujer reproductiva, incluyendo la
reduccion de la fecundidad y fertilidad, hipertensién, problemas del suefio y

algunos tipos de canceres (Siega-Riz y Gray, 2013).

Situacion en el mundo

En el mundo en desarrollo refiriendose la WTO como paises menos
adelantados, la obesidad es considerada como resultado de una serie de
alteraciones graves de la alimentacion, provocada generalmente por una
inadecuada actividad fisica y el tener una salud pobre. Debido a que en las zonas
urbanas se ofrece una mayor variedad de opciones alimentarias (por lo general
a precios mas bajos que en las rurales) se presentan mayores indices de obesidad
(FAO, 2005). Sin embargo, conviene mencionar que la alimentacién humana
no solo afecta el aspecto biologico del ser humano, sino también conlleva
determinantes culturales y sociales, que configuran un escenario de
valoraciones, significados y relaciones sociales (Bolivar, 2019). Los cambios
alimenticios han provocado una obesidad epidémica en la mayoria de los nifios
de paises latinoamericanos; ello debido a habitos de consumo de alimentos
basados en dietas con mayor cantidad de calorias, proteinas y grasas, las cuales
se pasan de padres a hijos (Corvalan et al, 2017). De 1975 al 2016 se triplicé el
numero de individuos con obesidad, habiendo mas de 1900 millones de adultos,
de 18 0 més afios con sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones son obesos
(WHO, 2018).



Por otra parte, y contrastando con la obesidad, la desnutricion es uno de los
problemas alimenticios mas alarmantes en el mundo, donde la FAQO en el 2010
reporto que 925 millones de personas, incluyendo una gran cantidad de mujeres
en etapa reproductiva padecieron hambre, las que por lo general presentaban
desnutricion. Asimismo, la desnutricidn es la causa de la muerte de un tercio de
nifios a nivel mundial, de los cuales el 83% fue por una desnutricion moderada,
en comparacion con la desnutricion grave (Baxter et al, 2018). La mayoria de
las personas con desnutricion se encuentran en paises en desarrollo, donde se
estima que un 14.9 por ciento de la poblacion presenta tal condicion alimenticia
(FAO, 2011; FAO 2012).

Situacion en México

En América, la prevalencia del sindrome metabdlico relacionado con la
obesidad es de 24.9 %, siendo un poco mas frecuente en mujeres. México se
encuentra junto con Estados Unidos en los primeros lugares de prevalencia
adulta (30 %). En México, de 1980 al 2013 se han triplicado los nimeros de
gente adulta con sobrepeso u obesidad (Barrera-Cruz et al, 2013), llegando a
ocupar el segundo lugar en prevalencia mundial de obesidad en la poblacion
adulta. En el 2006 se realizd una encuesta sobre el sobrepeso y obesidad por
género donde se encontrd que los hombres son quienes poseen mayor sobrepeso
teniendo un 42.5%, mientras que las mujeres poseen 37.4%; aungue las mujeres
con respecto a la obesidad ocupan un mayor porcentaje siendo 34.5% vy los
hombres 24.2% (Davila-Torres et al, 2015). Con respecto a la etiologia de la
obesidad en México, se observa en los pacientes obesos un decremento
importante en la concentracion sérica de la hormona leptina, ello debido a que

ésta participa en el control de la ingesta de alimentos (Juarez y de la Paz, 2010).
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Otra enfermedad grave a resaltar que afecta a México es la desnutricion, la cual
afecta el crecimiento, desarrollo y salud de una buena parte de los individuos,
especialmente en nifios menores de cinco afos y mujeres embarazadas, quienes
entre 1988 y 2012 presentaron una reduccion de 8 y 13.3% en los indicadores
de peso y talla (Ramirez-Jaspeado et al, 2018). Mientras que entre el 2006 y el
2012, la desnutricion fue muy alta elevada habiendo 2.8 millones de personas
con desnutricion cronica dentro de los pueblos indigenas (Rivera-Dommarco et
al 2013), en donde ademaés de causar problemas metabolicos graves, fue una de
las principales causas para contraer tuberculosis (Rashak et al, 2019).

A lo largo del tiempo, la desnutricién cronica en México ha ido reduciéndose
gradualmente, pero en cambio se presenta un incremento notorio de exceso de
peso entre la poblacion, lo que resulta de un alto consumo de alimentos ricos en
carbohidratos y grasas (Calzada, 2019). Lo anterior muestra que la
globalizacion ha tenido un fuerte efecto en la dieta del mexicano, aumentando
la comida procesada e industrializada que contiene altos contenidos de

carbohidratos y azlcares.

Nutricion y programacion fetal

Como consecuencia de la desnutricion o la sobrenutricion de las madres
embarazadas, en las crias se presentan desbalances importantes de nutrientes,
asi como desordenes metabolicos y endocrinos, estrés oxidativo, deterioro del
crecimiento placentario, defectos al nacer y problemas de salud adversos, los
cuales pueden permanecer hasta la edad adulta (Wu et al, 2012). Ademas de las
alteraciones relacionadas con la malnutricion, en cantidad y/o calidad, se
presenta en las crias un proceso denominado programacion fetal, el cual
dependiendo de las condiciones del ambiente intrauterino, se puede presentar el

encendido y/o apagado de genes fetales, que participan en la expresion de una
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gran cantidad de moléculas que se encuentran involucradas en una extensa
variedad de procesos metabolicos, bioquimicos, estructurales y fisiologicos, y
cuya alteracidn podria tener consecuencias a todo lo largo de la vida de los
individuos. Por lo anterior se considera a la programacion fetal como el origen
fetal de las enfermedades que se presenta en la adultez (Barker et al, 1997).
Dicho proceso es consecuencia de cambios epigenéticos, en donde alteraciones
en la nutricion fetal y/o enddcrino, conducen a cambios permanentes en la
estructura, fisiologia y metabolismo de la descendencia, por lo que de este modo
ocurre la predisposicion individual hacia  enfermedades metabolicas,
endocrinas y cardiovasculares en la vida adulta (Wang et al, 2012);
describiéndose como el proceso por el cual el feto siente, recibe, y responde al
ambiente intrauterino (Lindsay et al, 2018), éste desarrollo es dependiente de la
nutricibn materna, asi como de procesos hormonales y metabolicos; ésta
nutricién perinatal afecta a la susceptibilidad a desarrollar enfermedades
cronicas relacionadas con la dieta en la vida adulta (Castro, 2019). Los cambios
fisioldgicos observados en la descendencia se atribuyen con frecuencia a las
importantes deficiencias de calorias y micronutrientes que experimentan las
crias durante estadios criticos de la etapa fetal (Barret et al, 2017). En la figura
1 (Duran, 2004) se esquematiza el proceso por el cual una mala nutricién en el
espacio intrauterino materno puede provocar distintos tipos de problemas de
salud, llegando incluso a enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas

tales como la memoria, el aprendizaje, la ansiedad entre otras.
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Fig. 2 Marco conceptual de la teoria de Barker. Efectos de la programacion fetal sobre el desarrollo en algunos
sistemas

Justificacion

La desnutricion y la obesidad crdonica se han convertido en un enorme problema
de salud en el mundo. Por lo anterior, en el humano debe ponerse especial
atencion a la dieta materna ya que ésta, como se ha descrito, es de capital
importancia para el adecuado desarrollo prenatal de una gran variedad de
procesos bioquimicos, fisioldgicos y estructurales, asi como afectaciones en el
desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC); ello debido a cambios en la
programacion fetal, lo que afecta el desempefio funcional y metabdlico de las
crias al momento de nacer.

Para caracterizar de manera experimental las alteraciones que provoca una

inadecuada ingesta de alimento por las madres sobre la descendencia, es
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necesario contar con un modelo animal que permita la evaluacion del efecto que
produce el consumo de dietas hipercaloricas o de restriccion caldrica en
individuos cuyas madres fueron sometidas a los mismos problemas
alimentarios. En este sentido, en la actualidad se cuenta con una extensa
variedad de estudios en donde se analiza el efecto de la desnutricion u obesidad
perinatal en ratas machos, pero existe poca evidencia experimental acerca de las
alteraciones producidas por las mismas condiciones alimenticias perinatales en
crias hembras de la rata. Por lo tanto, el presente estudio pretende analizar el
impacto de una dieta hipercaldrica y de una con restriccion calérica (-50%) pre-
y posdestete, sobre el metabolismo energético (mediante la evaluacion de las
siguientes variables: consumo de alimento, ganancia de peso, temperatura,
glucemia en ayuno, tolerancia a la glucosa y adiposidad), asi como en distintas
conductas (actividad locomotora, ansiedad, memoria y aprendizaje) durante el

desarrollo posnatal de la rata Wistar hembra (6 meses).

Hipotesis

Al someterse a ratas del sexo femenino a dietas tanto como hipercaloricas y de
restriccion caldrica, se espera que suceda algo similar a lo ocurrido en la
literatura, en donde se trabajan con ratas machos; en los parametros

morfoldgicos (talla, peso), metabolicos (tolerancia a la glucosa), y conductuales

(actividad motora, ansiedad, memoria y aprendizaje); entre otros
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Objetivos

e Objetivo general:

- Determinar las alteraciones que provoca la desnutricion o la obesidad

sobre el metabolismo y la conducta de crias hembras de la rata.
e Objetivos particulares:

- Determinar las caracteristicas morfométricas (peso Yy talla corporales)
de crias hembras adultas sometidas pre- y post-natalmente a distintas
condiciones alimenticias (grupos: control, desnutrida y obesas) hasta
la edad adulta.

- Comparar el efecto de los distintos tipos de dietas empleadas sobre las
caracteristicas morfometricas y del metabolismo energético de los
grupos de ratas control y experimentales adultas.

- Establecer si la conducta (ansiedad, actividad locomotora, memoria 'y
aprendizaje) presenta modificaciones, al final del tratamiento

alimenticio de las ratas hembras.

Materiales y Métodos

Como se muestra en la Figura 3 se utilizaron 15 ratas hembras adultas de la cepa
Wistar con un peso entre 260 y 300 g (9 semanas de edad), las cuales sirvieron
como madres de los grupos de crias control y experimentales. Estas ratas fueron
mantenidas en jaulas individuales en un cuarto de bioterio con temperatura
regulada (23° = 17 C), con un ciclo de iluminacion 12:12 h (luz: obscuridad) y
agua y alimento comercial ad libitum (RodentFormulabChows, LabDiet5008,
Agribrands Purina, E.U.A.).
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Fig. 3. Caracterizacion de los modelos de obesidad y desnutricion prenatal.

Después de tres semanas de adaptacion a dichas condiciones, las ratas hembras
se dividieron de manera aleatoria en tres grupos (n=5): a) Grupo control: madres
y crias alimentadas ad-libitum, b) Grupo dieta restringida: madres sometidas a
restriccion de alimento correspondiente al 50% del consumido por las ratas
control desde la gestacion hasta el destete y las crias continuaron con la
restriccion alimenticia hasta los 6 meses de edad, y c¢) Grupo hipercaldrico:
Madres y crias alimentadas con una dieta hipercaldrica, compuesta por 23%

proteina, 30% grasa saturada de origen animal y 40% de carbohidratos. El
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apareamiento de las ratas madre de cada grupo de crias se llevo a cabo, después
de 3 semanas con su respectiva dieta. Previo al apareamiento se determind la
etapa del ciclo estral en que se encontraban receptivas las hembras mediante
frotis vaginales (fases de Proestro y Estro), para después ser colocadas con un
macho durante 5 dias en proporcion 1:1. Las hembras prefiadas,
correspondientes a cada grupo, se mantuvieron en jaulas individuales y se
alimentaron con su respectiva dieta durante el periodo de gestacién y lactancia.
Después del nacimiento de las crias, se ajustd el nimero de la camada en 4
machos y 4 hembras. A partir del dia 4 post natal (4dPN), las crias fueron
pesadas y se les midi¢ la talla corporal por semana. Las crias al llegar a la edad
de 30dPN se separaron de la madre y se colocaron en cajas individuales. Para
caracterizar el impacto de la dieta hiper-calorica y la dieta con restriccion
caldrica sobre algunas caracteristicas morfométricas y en el metabolismo
energetico, se les midio el peso corporal, la ganancia de peso, talla, ingesta de
alimento y temperatura (la cual se determind con un termémetro Meter digital,
WOK-TYPE) por semana hasta los 6 meses de edad posnatal. Al final de ese
tiempo, se les midio la circunferencia abdominal y se determin0 la tolerancia a
la glucosa aplicandoles a cada una cria una dosis de 2 g/Kg de peso, con una
solucion de glucosa al 35%, y a los 0, 15, 30, 60, 120 180 minutos se tomo una
muestra de sangre a la que se le midio la concentracion de glucosa mediante un
glucometro comercial (One Touch Ultra).

Para determinar el efecto de la obesidad (inducida por una dieta hipercalorica)
y de la desnutricion cronica (inducida por la reduccion de alimento al 50%)
sobre la conducta y funcion del hipocampo, las crias hembras fueron sometidas,
dos semanas antes de llegar a la edad de 6 meses (n=15), a las siguientes pruebas

conductuales: Prueba de actividad locomotora (campo abierto), prueba de
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ansiedad (Laberinto elevado en cruz) y finalmente, a una prueba de aprendizaje

y memoria (laberinto de Barnes).

Las pruebas de campo abierto y laberinto elevado en cruz se realizaron con el
objetivo de establecer si la desnutricion u la obesidad inducen cambios en la
actividad locomotora o en el grado de motivacion de las ratas para desplazarse,
asi como cambios en el grado de ansiedad asociados con alteraciones en el area
ventral del hipocampo. La prueba de laberinto de Barnes se realiz6 para evaluar
el aprendizaje y la memoria, dependiente del hipocampo de las ratas bajo

prueba.

- Prueba de actividad locomotora (campo abierto).
Las ratas fueron sometidas a una prueba de campo abierto para evaluar la
actividad locomotora. Para ello se utiliz6 una arena de 100x100x80 cm de color
negro y un dispositivo digital de grabacion colocado sobre la arena. Las ratas se
sometieron de manera individual a un ensayo. Cada rata fue colocada en el
centro de laarenay se le dejé explorar el campo durante 5 minutos, en los cuales
se registraron las siguientes variables: 1) tiempo de movimientos ambulatorios
(tiempo en que la rata se desplaza a través de los cuadrantes); 2) tiempo de
movimientos no ambulatorios (tiempo en el que la rata se asea, rasca, lame o
realiza alguna actividad que no impligue movimientos de desplazamiento en el
suelo); 3) tiempo de inmovilidad (tiempo que la rata permanece inmovil, el cual
se calcula restando el tiempo de movimientos ambulatorios y no ambulatorios
del tiempo total de permanencia en la arena); 4) tiempo en los cuadrantes
externos; 5) tiempo en los cuadrantes centrales y 6) el numero de
levantamientos (el numero de veces que la rata se levanta sobre sus dos patas

traseras). Todas las pruebas se realizaron en una habitacién aislada oscura (con
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luz roja); al término de cada prueba la arena fue limpiada con alcohol etilico al
70% y se permitié un periodo de 5 minutos antes de realizar la prueba a otro
animal. Los videos obtenidos fueron analizados con la ayuda de los softwares
RCA 'y SRB (Figura 4).

b

Fig. 4. llustracion de la prueba de campo abierto (psicologiaeficaznl, 2015).

- Prueba de ansiedad (laberinto elevado en cruz).
La prueba de ansiedad se realiz6 dos dias después de la prueba de campo
abierto. El dispositivo consta de 4 brazos (50x10 cm) que se cruzan en el centro,
los cuales se encuentran elevados 50 cm del suelo; dos brazos abiertos uno en
frente del otro y dos brazos cerrados por cubiertas de 40 cm de altura sin techo
que permiten el acceso al centro del laberinto, asi como un equipo de grabacion
digital arriba del dispositivo (Figura 5). La prueba consistio en colocar una de
las ratas en el centro del laberinto con la cabeza orientada hacia un brazo cerrado
permitiendo la exploracién libre durante 5 minutos. Dichas pruebas fueron
realizadas en una habitacion aislada y obscura (con luz roja), y se registro:
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tiempo de permanencia en los brazos abiertos, tiempo de permanencia en los
brazos cerrados, numero de entradas a los brazos abiertos y nimero de entradas
a los brazos cerrados. Después de cada prueba, el laberinto fue limpiado con
alcohol etilico al 70% y se permiti6 un periodo de 5 minutos antes de colocar al
siguiente animal. Los videos se analizaron con ayuda de los softwares RCA 'y
SRB.

‘ 50 cm 50 cm

40 cm

50 cm

Fig. 5. llustracion del Laberinto elevado en Cruz (Acevedo-Triana, 2012).

- Prueba de aprendizaje y memoria (Laberinto de Barnes).
La prueba del laberinto de Barnes evalta el aprendizaje y la memoria espacial
dependiente del hipocampo (Rueda-Orozco y cols., 2008). La prueba se realizd
dos dias después de la prueba de ansiedad. EIl laberinto de Barnes es un
dispositivo formado por una plataforma circular (120 cm de diametro) con 18
agujeros (9 cm de diametro) en su periferia, elevada aproximadamente 1m del
suelo. Debajo de la plataforma existe un mecanismo que permite instalar o
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retirar una caja negra de escape, la cual puede desplazarse para quedar por
debajo de cada agujero de la plataforma (Figura 6). Todas las pruebas fueron
realizadas en una habitacion aislada con sefiales visuales e iluminacién blanca
intensa (150 W). Entre cada ensayo, la plataforma y la caja de escape se
limpiaron con alcohol etilico al 70%. Se permitié un periodo de 5 minutos entre
cada animal.

La prueba tiene una duracién de 8 dias y esta divida en 3 fases: habituacion o
presentacién, adquisicion y memoria. Antes de iniciar la prueba se alined la
plataforma con las sefiales visuales colocadas en las paredes y se eligié la

ubicacién de un agujero para cada rata.

Fig. 6. Laberinto circular de Barnes. A. vista superior del laberinto donde se observa la
ubicaciéon de los agujeros; en el agujero 0 (sombreado) se ubica la caja de escape. B.
Colocacion de la rata en el centro del laberinto al inicio de la prueba. C. Exploracion de la
rata en la prueba de aprendizaje. D. Exploracidon de la rata en la prueba de memoria
(Troncoso, 2010).
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La caja de escape fue colocada siempre en el mismo agujero para el mismo

animal, pero en diferente agujero entre animales.

e Fase de habituacion y adquisicion.

La fase de habituacion se realiz6 en el dia 1, de manera individual cada rata se
sometio a dos ensayos con una duracion maxima de 5 minutos y 2 horas entre
ensayos. Para la prueba se instalé la caja de escape debajo del agujero de escape
correspondiente a cada rata, en seguida cada animal fue colocado en el centro
del laberinto bajo una caja negra de plastico durante 1 minuto. Posteriormente
se liberd la rata, se le dejé explorar durante 5 minutos como maximo o bien
hasta que el animal entrase en la caja de escape. Una vez que la rata entra a la
caja de escape se le deja permanecer dentro durante 1 minuto y después se le
retiro del laberinto. En cada ensayo, se registraron la latencia en encontrar la
caja de escape (tiempo que tarda el animal en entrar al agujero con la caja de
escape) y el nimero de errores para encontrar la caja (nimero de veces que la
rata asoma su cabeza o pasa por encima de un agujero sin caja de escape).

La fase de adquisicion se llevo a cabo los dias 2 al 5, los cuales constan de un
ensayo por dia, durante 4 dias consecutivos. Los ensayos se realizaron bajo las
mismas condiciones que en la fase de habituacion y se registraron las variables

mencionadas previamente.

e Fase de memoria
Las pruebas de la fase de memoria se llevaron a cabo tres dias después del
ultimo ensayo de la fase de adquisicion (dia 8). Se realiz6 un solo ensayo sin
caja de escape, con duracion de 5minutos. Cada rata fue colocada en el centro

del laberinto dentro de un contenedor negro durante 1 minuto, posteriormente
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se liberd y se le dejo explorar. Se registraron las siguientes variables: nimero
de errores al localizar el agujero meta (agujero donde se ubicaba la caja de
escape), latencia en llegar al agujero meta, permanencia en el agujero meta
(tiempo que permanece la rata asomada u olfateando el agujero), numero de
visitas al agujero meta y finalmente la permanencia en el cuadrante del laberinto
donde se localizaba el agujero meta (cuadrante meta). El analisis del
comportamiento y el registro de las variables en todos los ensayos se realizaron
con ayuda de una aplicacion de seguimiento del programa de procesamiento de

imagenes Image J (AnimalTracker).

Al finalizar las pruebas conductuales, las ratas fueron sacrificadas y se les
extrajo el tejido adiposo, tanto blanco como café, el cual fue pesado.
Posteriormente, se calculé la proporcion porcentual del peso del tejido con

respecto al peso total de la rata.

Estadistica

Los valores obtenidos se promediaron (£ e.e.) y se determinaron las diferencias
entre los grupos mediante las pruebas de analisis de varianza (ANOVA), de una
0 dos vias (segun sea el caso), y complementados con la prueba t de Student
(p>0.01).
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RESULTADOS

Parametros morfoldgicos y metabolicos

1 Ingesta de alimento y consumo de calorias.

La ingesta diaria de cada grupo de crias hembras mantuvo un incremento lo
largo del estudio (Figura 7A). Después del destete (semana 5) el consumo de
alimento del grupo CONT fue mayor que el de los grupos DHC y DR, siendo
éste Ultimo el que tuvo menor ingesta de alimento (debida a la restriccion de
alimento impuesta). Asimismo, los distintos grupos presentaron diferencias
significativas con respecto a la dieta, el tiempo y la relacion dieta-tiempo
(Inserto en las Fig. 7). Con respecto al aporte energético de cada dieta, la Figura
6B muestra que el grupo DR fue el que consumidé menor cantidad de calorias
con respecto a los grupos CONT y DHC, mientras que el grupo DHC obtuvo el
mayor aporte energetico. En este caso, todos los grupos poseen diferencias
significativas entre si con respecto a la dieta, tiempo y relacion dieta-tiempo

(inserto de la Figura 7B).

150+
- CONT ) -e- CONT
DR 5 DR
-+ DHC ,g 1004 -+ DHC
@
£
Fuente de variacion P 5
@
DIETA <0001 2 501 DIETA
TIEMPO <0.001 @» TIEMPO
DIETA x TIEMPO <0.001 ga DIETA x TIEMPO
£
T T L) T 0 T T T T T
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

Fig. 7 A) Ingesta de alimento de ratas hembras durante el periodo de tiempo del estudio. El inserto indica la
significancia de las diferencias entre los grupos. B) Consumo de calorias por las ratas hembras de los grupos
control y experimentales. Anova, 2 vias. Los insertos indican la significancia de las diferencias encontradas
entre los grupos. Valores promedio + e.e. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo
desnutrido.
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2 Ganancia de peso corporal

En la figura 8A se ilustran los valores promedio (xe.e) del peso corporal de las
crias hembra de los distintos grupos experimentales. Como se puede observar,
las crias hembras de los 3 grupos presentaron un incremento gradual de peso
corporal a lo largo de todo el periodo de tiempo del estudio. Sin embargo, las
crias DR presentaron un menor incremento de peso a partir de la semana 2 con
respecto al grupo CONT. En cambio, las crias hembras del grupo DHC
presentaron mayor incremento de peso a partir de la semana 8 en comparacion

con el grupo CONT.

Tiempo (semanas)

= 140+
-~ CONT =
- DR 2 120-
-+ DHC O 1004 gualmy ————————————-
@]
@ 80-
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‘,rr"'. DIETA <0.001 w 604
- TIEMPO <0.001 2
DIETA x TIEMPO <0.001 O 40+
=
1ID 1I5 2IU 2I5 % 7
o 0

Figura 8 A). Ganancia de peso corporal de las ratas hembras debida a la ingesta de las distintas dietas bajo
estudio. El inserto indica la significancia de las diferencias entre los grupos. Anova, 2 vias; B). Gréafico de barras
en donde se observa el porcentaje de ganancia de peso de los grupos DR y DHC con respecto al grupo CONT
(100%). Prueba t de Student, p<0.05. Valores promedio * e.e. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y
(DR): grupo desnutrido.

En la figura 8B se muestra que en la semana 26 el grupo DHC presenta una
ganancia de peso 32.5% mayor que la ganancia de los animales CONT, mientras

que la del grupo DR fue menor en un 26.06%.
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3 Talla corporal

En la grafica de la figura 9A se observa que las crias de los tres grupos presentan
un incremento gradual y sostenido de talla a medida que pasan las semanas. En
el caso de las crias del grupo DR, éstas presentan menor crecimiento con
respecto al grupo CONT a partir de la semana 3, sin alcanzar la talla corporal
de los otros grupos en la semana 26. En cambio, el grupo DHC muestra aumento
de talla ligeramente mayor que el del grupo control a partir de la primera
semana. Todos los grupos presentan diferencias significativas entre si, con
respecto a la dieta, el tiempo y la relacion dieta-tiempo (ver inserto en la Fig.
9A). En la Figura 4B se observa que en la semana 26 la talla corporal de las

ratas en los tres grupos no presenta diferencias significativas entre si.

A B
30+
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254 = DR —
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[
154 G 15-
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10 DIETA 000! m 104
5 TIEMPO <0.001 =
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0 L L] L] L]
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Tiempo (semanas) CONT DR DHC

Fig. 9 A) Impacto del tipo de dieta sobre la talla corporal de ratas hembras durante su desarrollo posnatal. El
inserto indica la significancia de las diferencias entre los grupos. Anova, 2 vias. B) Talla corporal de las ratas
hembras obtenida a las 26 semanas de desarrollo posnatal. Prueba t de Student, p<0.05. Valores promedio +
e.e. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

5 Temperatura corporal

En la figura 10 se ilustran los valores promedio de la temperatura corporal,

obtenidos a lo largo de la vida posnatal de las ratas integrantes de los tres grupos
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en estudio. En la gréafica se observa que en las primeras semanas de vida (1-3),
los animales del grupo DR presentan una temperatura corporal menor que la de
los grupos CONT y DHC.

40-
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~ 35 . DR
TL_), 1 -+ DHC
o
3
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g
= DIETA <0.001
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0 5 10 15 20 25

Tiempo (semanas)

Fig. 10 Efecto del tipo de dieta sobre la temperatura de ratas hembras. Anova, 2 vias. Los insertos indican la

significancia de las diferencias encontradas entre los grupos. Valores promedio + e.e.

Posteriormente, desde la semana 5 a la 26 tales animales mantienen
temperaturas semejantes a las de los otros grupos. Esta observacion podria
deberse a que los animales desnutridos posiblemente no regulan
apropiadamente su temperatura corporal en edades tempranas de vida (Lane et
al, 1996). Por lo que al inicio del tratamiento se aprecian diferencias

significativas en los grupos.

6 Circunferencia abdominal

En la grafica de barras de la figura 11 se ilustran los valores promedio (£ e.e.)
de la circunferencia abdominal de las ratas de los distintos grupos control y
experimentales. Como se puede observar, el grupo DHC presenta una diferencia

significativa en su circunferencia abdominal con respecto a la de los grupos
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CONT y DR, quienes entre si no presentan diferencias significativas al final del

tratamiento; esto con ayuda del software Image J.
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Fig. 11 Impacto del tipo de dieta sobre la circunferencia abdominal de ratas hembras. Prueba t de Student,

p<0.05. Valores promedio * e.e. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

7 Glucemia en ayuno

En la figura 12 se muestran los valores de glucemia en ayuno de los distintos
grupos experimentales. Tal como se puede apreciar el grupo DR presenta menor
glucemia en ayuno que los grupos CONT y DHC, presentando diferencias

significativas entre si.
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Fig. 12 Glucemia en ayuno de ratas hembras de los grupos control y experimentales Prueba t de Student, p<0.05.
Valores promedio + e.e. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido

8 Glucemia

Las graficas mostradas en las figuras 13A y B la concentracion (mg/dL) del

porcentaje de glucosa sanguinea porcentaje de la concentracion de glucosa

sanguinea posterior a la aplicacion de una solucion de glucosa al 35% (2 g/Kg),
respectivamente.

350+ 400+
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Fig. 13 A y B Comportamiento en el tiempo de la concentracién (mg/dL) y el porcentaje (%) de glucosa en
sangre de ratas de los grupos CONT, DR y DHC, respectivamente. Anova, 2 vias. Los insertos indican la
significancia de las diferencias encontradas entre los grupos. Valores promedio * e.e. (CONT): grupo control;
(DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.
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A pesar de que aparentemente las ratas del grupo DR presentan menor
contenido sanguineo de glucosa, con respecto a los grupos CONT y DHC, pero
que a los 180 minutos se estabiliza en la concentracion inicial; sus valores de

concentracion y porcentuales no presentan diferencias significativas entre si.

9. Cantidad de Adiposidad

En la figura 14A se observan los valores de la cantidad de tejido adiposo blanco
y café en gramos donde se observa que el grupo DHC posee practicamente mas
del doble de peso con respecto al grupo CONT, y una cantidad muy baja que

ronda practicamente en 0 g de tejido adiposo blanco en el grupo DR.
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Fig. 14 A y B. Peso del tejido adiposo tanto blanco como café de ratas hembras de los grupos control y
experimentales Prueba t de Student, p<0.05. Valores promedio + e.e. (CONT): grupo control; (DHC): grupo
obeso y (DR): grupo desnutrido.

Mientras que en la figura 14B se observa un aumento de tejido adiposo café en
el grupo DHC, y un decremento minimo en dicho tejido por parte del grupo DR

con respecto al CONT.
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PORCENTAJE EN PESO CORPORAL

10 Porcentaje de adiposidad

En relacion con el peso del tejido adiposo blanco, hay un menor porcentaje con
respecto al peso corporal de las ratas por parte del grupo DR con respecto al
grupo CONT; mientras que el grupo DHC muestra un aumento en el porcentaje

con respecto a las ratas CONT (Figura 15A).
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Fig. 15 A y B. Porcentaje del tejido adiposo tanto blanco como café con respecto al peso total de las ratas
hembras de los grupos control y experimentales Prueba t de Student, p<0.05. Valores promedio + e.e. (CONT):
grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

Contrastando al tejido adiposo blanco se encuentra el tejido adiposo café donde
se analiza un incremento del porcentaje de dicho tejido en el peso corporal por
parte del grupo DHC con respecto a los grupos CONT y DR, mientras que éstos

dos ultimos se comportan de una manera similar (Figura 15B).
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EVENTOS

Resultados conductuales

1 Campo Abierto

- Movimientos ambulatorios.

En la figura 16 A y B se ilustran los valores promedio del numero de
movimientos ambulatorios que realizan las ratas, el cual consistio en contar el
numero de veces que los animales realizaron un movimiento para desplazarse
de un lado a otro del campo. Como se puede observar en esta figura, las crias
hembra del grupo DHC presentan menor numero de movimientos de
ambulantaje con respecto a los grupos CONT y DR, mientras que éstos ultimos

no presentan diferencias significativas entre si.
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Fig. 16 A) Impacto de las dietas: balanceada para roedores (CONT); hipercalérica (DHC); restringida
(restriccion del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR), sobre las veces en que realizan movimientos
ambulatorios las ratas hembras (panel A) y sobre las veces que realizan movimientos no ambulatorios
(acicalamiento). Valores promedio + desviacion estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR):
grupo desnutrido. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (t de Student, p<0.01).

Por otra parte, la duracion los movimientos ambulatorios se muestran en la
figura 17 A. Como se puede observar, tanto las ratas DR como DHC tardan
menor tiempo en ejecutar los movimientos ambulatorios que los animales

CONT, sin determinarse diferencias significativas entre los grupos DR y DHC.
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En concordancia con lo anterior, las ratas DR y DHC manifestaron mayor
tiempo en la ejecucion de movimientos no-ambulatorios que las ratas CONT,
aungue solo el grupo DHC presento diferencias significativas con respecto al

grupo CONT, no asi las del grupo DR (Figura 17 B).
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Fig. 17 A) Impacto de la dieta sobre el tiempo en que realizan movimientos ambulatorios las ratas hembras
alimentadas con una dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida
(restriccién del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR). B) Impacto de la dieta sobre el tiempo que
realizan movimientos no ambulatorios (acicalamiento) las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada
para roedores (CONT); dieta hipercal6rica (DHC); dieta restringida (restriccion del 50% respecto al consumo
del grupo control) (DR). Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio * desviacion estdndar. (CONT): grupo
control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

- Tiempo en los cuadrantes

La figura 18 muestra la duracion en los cuadrantes externos o internos del
campo abierto. Como se puede apreciar en esta grafica, todos los grupos de
animales permanecieron mas tiempo en los cuadrantes externos que en los
internos, sin embargo, las ratas del grupo DR permanecieron mucho mas tiempo
en los cuadrantes externos que en los internos a comparacion de las ratas de los
grupos CONT y DHC, quienes presentaron tiempos de permanencia semejantes

entre si, tanto en los cuadrantes externos como en los internos.
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Fig. 18 Impacto de la dieta sobre el tiempo (s) en los cuadrantes de la arena en las ratas hembras alimentadas
con una dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida (restriccion del
50% respecto al consumo del grupo control) (DR). Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio + desviacién
estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

- La grafica de la Figura 19 A ilustra el tiempo promedio de inmovilidad
de las ratas sujetas a las distintas dietas experimentales. Como se puede
apreciar, las ratas hembras DR permanecen inmoviles durante un menor tiempo
que las ratas CONT y DHC, presentando unicamente diferencias significativas
con respecto al tiempo de inmovilidad de las ratas CONT, pero no con el de las
ratas DHC. Por otra parte, el nimero promedio de levantamientos de las ratas
CONT fue significativamente mayor que el de las ratas DR y DHC (Figura 19
B).
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Fig. 19 A) Impacto de la dieta sobre el tiempo (s) de inmovilidad en las ratas hembras alimentadas con una
dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida (restriccion del 50%
respecto al consumo del grupo control) (DR). Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio * desviacion
estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido. B) El impacto de la dieta
sobre el nimero de levantamientos realizados en las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para
roedores (CONT); dieta hipercaldrica (DHC); dieta restringida (restriccion del 50% respecto al consumo del
grupo control) (DR). Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio + desviacion estdndar. (CONT): grupo
control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

Con respecto a la distancia que recorren los tres grupos experimentales de ratas
(CONT, DR y DHC) durante la prueba de campo abierto, éstas no presentan
diferencias significativas entre si (Fig. 20 A). Sin embargo, las ratas DR
desarrollan mayor velocidad de desplazamiento que las de los grupos CONT vy
DHC (Fig. 20 B), posiblemente debido a que recorren la distancia recorrida

(indicada en Fig. 20 A) en menos tiempo que las ratas de los otros grupos.
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Fig. 20 A) Impacto de la dieta sobre la distancia (cm) realizadas por las ratas hembras alimentadas con una dieta
balanceada para roedores (CONT); dieta hipercaldrica (DHC); dieta restringida (restriccién del 50% respecto
al consumo del grupo control) (DR). Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio + desviacidn estandar.
(CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido. B) El impacto de la dieta sobre la
velocidad (cm/s) realizada por las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para roedores (CONT);
dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida (restriccién del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR).
Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio * desviacién estdndar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo
obeso y (DR): grupo desnutrido.

2 Laberinto en cruz

- Una variable a tomar fueron el niUmero de veces en que entro la rata a los
brazos abiertos y las veces que entrd a los cerrados como muestra la grafica de
la figura 21. Como se puede observar, no se presentan diferencias significativas
en el nimero de veces en que las ratas CONT entran a cada uno de los brazos.
Sin embargo, tanto las ratas DR y DHC se introdujeron en un nimero mayor de

veces a los brazos abiertos que a los brazos cerrados.
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Fig. 21 Impacto de la dieta sobre el nimero de eventos al entrar en brazos abiertos y cerrados de la prueba de
laberinto en cruz realizadas por las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para roedores (CONT);
dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida (restricciéon del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR).
Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio * desviacién estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo
obeso y (DR): grupo desnutrido.

- Por otra parte, los tiempos promedio de permanencia de las ratas en los
brazos cerrados como en los brazos abiertos se muestran en la Figura 22. Como
se puede apreciar en esta grafica, los tres grupos de ratas permanecen un mayor
tiempo en los brazos cerrados que en los abiertos. Sin embargo, los animales
DR son los que tienen menor tiempo de permanencia en los brazos abiertos y
mayor tiempo en los brazos cerrados que las ratas de los grupos CONT y DHC,
los cuales comparandose entre si, permanecen en tiempos similares en ambos

brazos (Figura 22).
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Fig. 22 Impacto de la dieta sobre el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y en los cerrados de la prueba
de laberinto en cruz realizadas por las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para roedores
(CONT); dieta hipercal6rica (DHC); dieta restringida (restriccion del 50% respecto al consumo del grupo
control) (DR). Prueba t de Student, p<0.01. Valores promedio * desviacidn estandar. (CONT): grupo control;
(DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

3.1 Laberinto de Barnes habituacion y aprendizaje

— Esta prueba toma en consideracion el nUmero de errores que cometen las
ratas de los distintos grupos en la busqueda del agujero meta (con la caja de
escape) en una serie de 8 ensayos, los cuales se dividen en 3 fases: Habituacion:
Ensayos 1y 2 (realizados en el primer dia de la prueba); Adquisicion: Ensayos
3 a 6 (dias 2 al 6) y finalmente, Memoria: Ensayo 7 (dia 8 de la prueba). Los
resultados obtenidos en cuanto a los errores cometidos por los animales en las
fases de habituacion y de adquisicion muestran que las ratas de distintos grupos
presentaban gradualmente y de manera similar, menos errores a medida que se

desarrollaba la prueba (Fig. 23).

38



80+

- CONT

70-

60 DR
n 3 -4+ DHC
L 504 T
14
8 40 -

Fuente de variacion P

E 30 GRUPO 0.924

204 ENSAYO 0.337

. GRUPO x ENSAYO  0.958
10-
0

0 1 2 3 4 5 6

Fig. 23 Impacto de la dieta sobre el nimero de errores al encontrar la caja de escape cometidos en la prueba de
laberinto de Barnes en las fases de habituacion y aprendizaje realizadas por las ratas hembras alimentadas con
una dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida (restriccién del 50%
respecto al consumo del grupo control) (DR). Prueba de medidas repetidas ANOVA de dos factores. Valores
promedio * desviacion estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

- Los tiempos promedio (x D.E.) que toman las ratas de los grupos control
y experimentales en encontrar el agujero meta se muestran en la Figura 24. De
igual manera que en el namero de errores para localizar el agujero meta, las
ratas de los 3 grupos mostraron mejor desempefio temporal a medida que se
repitieron los ensayos. Sin embargo, en estas fases, se presentaron diferencias
significativas entre las dietas y los ensayos. Esto es, el grupo DR presento un

mejor desempefio en localizar los agujeros meta que los grupos CONT y DHC.
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Fig. 24 Impacto de la dieta sobre el tiempo (s) que tardaron en encontrar el agujero donde se hallaba la caja de
escape al realizarse la prueba del laberinto de Barnes en las fases de habituacion y aprendizaje realizadas por
las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta
restringida (restriccion del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR). Prueba de medidas repetidas
ANOVA de dos factores. Valores promedio + desviacion estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso
y (DR): grupo desnutrido.

— Con respecto al tiempo que tardaban las ratas en entrar a la caja de escape,
nuevamente los animales DR tardaron menos tiempo en entrar a la caja que los
animales CONT y DHC; esto se puede relacionar con la velocidad observada
en la prueba de campo abierto, presentandose diferencias significativas al
enfrentar todos los grupos entre si, a lo largo de los ensayos de la fase de

habituacion y la fase de adquisicion (Figura 25).
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Fig. 25 Impacto de la dieta sobre el tiempo (s) que tardaron en entrar el agujero donde se hallaba la caja de
escape durante la prueba del laberinto de Barnes en las fases de habituacion y aprendizaje realizadas por las
ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta
restringida (restriccion del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR). Prueba de medidas repetidas
ANOVA de dos factores. Valores promedio + desviacion estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso
y (DR): grupo desnutrido.

3.2 Laberinto de Barnes Memoria

— En la fase de memoria (Ultimo ensayo, realizado 3 dias después de las
fases de habituacion y adquisicion) se determind el nimero de errores que
cometieron las ratas con las distintas dietas para localizar el agujero meta. Como
se puede observar en la grafica de la Figura 26, las ratas del grupo DR
cometieron un mayor numero de errores que los grupos CONT y DHC, no

habiendo diferencias significativas entre estos dos Ultimos.
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Fig. 26 Impacto de la dieta sobre el nimero de errores que cometieron para estar en el cuadrante meta
durante la prueba del laberinto de Barnes en la fase de memoria realizadas por las ratas hembras
alimentadas con una dieta balanceada para roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta
restringida (restriccién del 50% respecto al consumo del grupo control) (DR). Prueba de t de Student,
p<0.01. Valores promedio + desviacion estandar. (CONT): grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR):
grupo desnutrido.

— La Figura 27 muestra la latencia que tardan las ratas de los distintos
grupos en encontrar el agujero meta en el Gltimo ensayo de la prueba. Tal y
como se puede observar, el grupo de ratas DR tardaron significativamente
menos tiempo en localizar el agujero meta que las ratas CONT y una diferencia
no significativa con las ratas DHC. También las ratas DCH presentan una
diferencia significativa en el tiempo que tardaron en encontrar el agujero meta

en comparacién con el grupo CONT.
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Fig. 27 Impacto de la dieta sobre el tiempo en encontrar el agujero meta durante la prueba del laberinto de
Barnes en la fase de memoria realizadas por las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para
roedores (CONT); dieta hipercal6rica (DHC); dieta restringida (restriccién del 50% respecto al consumo del
grupo control) (DR). Prueba de t de Student, p<0.01. Valores promedio + desviacion estandar. (CONT):
grupo control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

— Por otra parte, las ratas DHC permanecen mayor tiempo en el cuadrante
meta que las CONT y DR, las cuales no presentan diferencia significativa
entre si (Fig. 28).
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Fig. 28 Impacto de la dieta sobre el tiempo de permanencia en el cuadrante meta durante la prueba del laberinto
de Barnes en la fase de memoria realizadas por las ratas hembras alimentadas con una dieta balanceada para
roedores (CONT); dieta hipercalérica (DHC); dieta restringida (restriccion del 50% respecto al consumo del
grupo control) (DR). Prueba de t de Student, p<0.01. Valores promedio * desviacion estandar. (CONT): grupo
control; (DHC): grupo obeso y (DR): grupo desnutrido.

44



Discusion

El objetivo del presente estudio en su primera fase fue la caracterizacion de
modelos animales que permitiesen el analisis del efecto de la desnutricion o la
obesidad sobre el metabolismo energético y la morfometria de ratas hembras.
Mientras que durante su segunda fase el objetivo fue poner a prueba el modelo
animal empleado, por medio de pruebas conductuales (actividad locomotora,

ansiedad, memoria y aprendizaje).

Morfologia y metabolismo

De acuerdo a la clasificacion de Gomez y colaboradores (1956), la cual
establece las deficiencias de crecimiento relacionadas con la gravedad de la
desnutricién, asi como las tablas de crecimiento para valorar el crecimiento
fisico de las ratas realizado por Cossio-Bolafios et al (2013), el menor peso
corporal mostrado por las ratas hembras del grupo DR, la minima adiposidad,
tanto de tejido adiposo blanco como del café que presenta este grupo de
animales en comparacion con el de las ratas normo-alimentadas, se podria
considerar que estas presentan un grado severo de desnutricion, ademas de que
en una revision realizada por Franco y colaboradores (2019) mencionan que
existe un retraso en el crecimiento por parte de las ratas desnutridas, por lo que
se puede explicar las deficiencias morfoldgicas y metabdlicas en las ratas con
dieta restringida de nuestro estudio.

En contraste, las ratas del grupo DHC alcanzan un 132.5% de sobrepeso ademas
de tener un 8.9% de tejido adiposo blanco, siendo éstos valores semejantes a los
reportados por Buyukdere et al (2019), quienes determinan la adiposidad de
ratas sujetas a dietas hipercaloricas, mientras que en respecto con el tejido

adiposo café poseen 0.04% mayor por parte de las DHC con respecto al que

45



poseen los controles; dicho tejido adiposo es el encargado principalmente de la
termogénesis, por lo que al analizar la temperatura observa que no hay
diferencias significativas entre ambos grupos (Garcia et al, 2017). Por lo
anterior y de acuerdo a la clasificacion realizada por Socarras et al (2002) las
ratas hembras con DHC utilizadas en este estudio presentan una obesidad de
tipo moderada.

En cuanto a la ingesta de alimento y calorias por parte del grupo DHC con
respecto al grupo CONT esta es semejante a la reportada por Diaz-Urbina et al
(2018), quienes sefialan que el grupo CONT consume mayor cantidad de
alimento, esto debido a que la leptina es una hormona principalmente segregada
por los adipocitos, por lo que la saciedad ocurre con menor ingesta de alimento
(Moreno y Martinez, 2002); pero el grupo DHC tiene un mayor consumo de
calorias, lo cual podria explicar parcialmente el acelerado crecimiento corporal
que manifiestan las ratas del grupo DHC, con respecto al grupo CONT.

Por otra parte, los valores obtenidos en la prueba de glucemia aplicada a las
ratas del grupo DHC son semejantes a los reportados por Srinivasan y
colaboradores (2005), muestran que en el minuto 30 las ratas obesas presentan
un rango de 200-250 mg/dL de glucemia en la sangre, que son
aproximadamente 50 mg/dL menor al reportado en nuestro estudio, pero al final
del tiempo (180 minutos) llegan a tener una glucemia en sangre similar a las
ratas de los otros dos grupos.

En cambio, las ratas DR presentan al inicio del tratamiento menor talla corporal
que las del grupo CONT, lo que podria deberse a la escasa ingesta proteinica de
este grupo de animales, concordando ello con lo reportado por Friedman et al
(1998). Ademas, se ha demostrado que la desnutricion proteinica durante los
primeros dias de edad provoca una notable influencia negativa sobre el

crecimiento y el desarrollo celular (Widdowson et al, 1963).
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Por otro lado, la concentracion de glucosa sanguinea que presenta el grupo DR
son cercanos a los obtenidos por Zambrano y colaboradores (2006), quienes
observan que el grupo de ratas con dieta restringida (30%) presentan una
reaccion a la tolerancia de glucosa muy cercana a la del grupo control, de
manera semejante a lo observado en este trabajo. En cambio, las ratas DR
presentan una glucemia en ayuno que es menor a la de los grupos CONT y
DHC. Practicamente en todos los grupos de animales de nuestro estudio
muestran valores equivalentes a una glucemia normal, es decir, no alcanzan los
niveles de glucemia necesarios para considerarse tener sindrome metabadlico,
segun Hernandez y colaboradores (2012). Sin embargo, considerando las
alteraciones que sufren los animales DR y DHC en los demas parametros
analizados (peso, talla, ingesta de alimento y de calorias), se podria considerar
que las ratas de los grupos DR y DHC presentan desnutricion severa y obesidad

moderada, respectivamente en animales machos de 6 meses de edad.

Conducta

De acuerdo a la prueba de laberinto elevado en cruz, las ratas DR presentan un
mayor grado de ansiedad como menciona Rodgers y Dalvi en 1997, y Korte y
De Boer en 2003, puesto que sefialan que el porcentaje de entradas y el tiempo
invertido en cada brazo constituyen a un indice de ansiedad primario debido a
que pasan mayor tiempo en los brazos abiertos que las ratas CONT, esto
siguiendo la interpretacion propuesta por Komada y colaboradores (2008); lo
cual concuerda con experimentos previos de Duefias (2012), quién muestra que
la separacién materna temprana provoca un incremento en la ansiedad en las

crias que es similar a la que presentan las crias desnutridas de nuestro estudio.

47



En la literatura se sefiala que las ratas machos con una dieta alta en calorias
presentan una elevada ansiedad y un deterioro en cuanto a cuestiones cognitivas
debido a que en algunos casos se llegan a presentar casos de neuroinflamacion,
y en dietas con poco valor nutrimental puede haber un exceso de glutamato,
presentando excitotoxicidad (Jiménez-Balado, 2019). Sin embargo, en estudios
como los de Hwang et al (2010) y los de Lalanza et al (2014) se muestra que
las ratas hembras con dieta hipercaldrica se comportan de manera semejante a
las ratas controles y que las neuronas del hipocampo no manifiestan alteraciones
apreciables en las ratas sometidas a dietas obesogénicas, con respecto a las del
grupo con dietas normales. Los resultados obtenidos en tales estudios
concuerdan con las observaciones realizadas en el presente trabajo. Por el
contrario, las ratas sometidas a dieta restringida ademas de tener afectaciones
metabdlicas, presentan alteraciones cognitivas, tales como un incremento en el
nivel de la ansiedad y una reduccion en la memoria y aprendizaje con respecto
a las ratas controles, lo cual estd de acuerdo con multiples reportes

experimentales (Hwang et al, 2010; Lalanza et al, 2014).

En relacion con la actividad locomotora (prueba de campo abierto), nuestros
resultados muestran que las ratas con dieta DHC presentan un incremento
modesto en los movimientos no ambulatorios (acicalamiento y levantamientos)
y en el tiempo que permanecen en los cuadrantes externos, aunque estos no
presentaron diferencias significativas con respecto a las ratas controles. Lo
anterior indica que las ratas, con un cierto grado de obesidad, manifiestan una
ansiedad semejante a la de las ratas controles, lo cual tiene relacion con algunos
estudios realizados en ratas hembras (Lopez, 2017). En cambio, las ratas con
dieta DR pasan un tiempo similar en ambos brazos durante la prueba de

laberinto elevado en cruz, y en los cuadrantes externos en la prueba de campo
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abierto lo que indica que poseen mayor grado de ansiedad que las ratas
controles, esto es debido a que se ve modificada su conducta natural que es estar

en lugares cerrados y obscuros (Miranda et al, 2009).

En relacion a la memoria y el aprendizaje, en una revision realizada por Marti-
Nicolovius y Arévalo-Rosa (2018), se menciona que las ratas macho que se
mantienen en una dieta restringida presentan problemas de aprendizaje y
memoria cuando son adultas, de igual manera a lo que acontece en el presente
estudio, aunque cabe sefialar que en la prueba de habituacion y aprendizaje
tuvieron un pequeno retraso; pero al final del dichas pruebas llegan a tener un
aprendizaje similar al de las ratas CONT, en cambio se observo que en la prueba
de memoria las ratas DR cometen una mayor cantidad de errores para encontrar
el agujero meta. En comparacion de las ratas obesas; Hwang et al (2010)
mediante una prueba de memoria y aprendizaje Ilamada step-down, encuentran
que las ratas hembras no presentan diferencias significativas entre los grupos
DHC y el grupo CONT, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este
estudio con la prueba del Laberinto de Barnes, en la que se evidencia
basicamente que el aprendizaje y la memoria de las ratas hembras obesas son

semejantes a las controles.

La observacion de que las ratas hembras obesas presentan comportamientos de
ambulantaje y cognitivos (ansiedad, memoria y aprendizaje) semejantes a las
ratas hembras control, lo cual permite sugerir que en las primeras se presentan
mecanismos 0 procesos de neuroproteccion que les ayudan a reducir o
minimizar las alteraciones provocadas por la dieta rica en grasas y azucares.
Posiblemente, las acciones neuroprotectoras estén asociadas al incremento en
los niveles sericos de estradiol (Cordero et al, 2012), resultante del aumento de

grasas corporales en los animales con obesidad, el cual, junto a otras hormonas
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sexuales, particularmente los estrogenos, asi como algunos de los receptores a
los mencionados podrian ejercer acciones protectoras de las funciones
cognitivas mediadas por el hipocampo y la corteza prefrontal (Zarate et al,
2017). De igual manera, un aumento en la concentracién de progesterona
sanguinea facilitaria el desarrollo de las células de Purkinje localizadas en el
cerebelo, que participan activamente en la planeacion de los movimientos
ambulatorios (Zarate et al, 2017). Por el contrario, las ratas sometidas a
desnutricion presentan decrementos significativos en los parametros cognitivos
y de ambulantaje determinados en este estudio, lo que va en paralelo con el poco
contenido de grasa corporal, caracteristica de los animales sujetos a privacion
alimenticia prolongada. Cabe mencionar que dicho efecto neuroprotector por
parte de las hormonas sexuales femeninas, se ven disminuidos al llegar a una
edad adulta al presentarse el climaterio donde hay un déficit de estrégenos, esto
provoca que se manden sefiales de neuroinflamacion, causando por

consecuencia la muerte celular (Vallejo, 2018).

Por otra parte, Coppin et al (2014) demostraron que las ratas macho obesas
presentan un decremento en la memoria de trabajo con respecto a los animales
control, lo que es contrario a lo que se observd en nuestro estudio, en donde
reportamos que las ratas hembras sometidas a una dieta hipercalérica mantienen
un comportamiento cognitivo similar al de las ratas controles, asi como estudios
realizados por Eslava-Gonzalez y colaboradores (2018) donde a un grupo de
ratas (machos) les dan bebidas altas en azlcares, y observan un incremento
considerable de peso, y de igual manera un aumento considerable en la ansiedad
en comparacion de las ratas que bebieron agua simple; ésta tltima medida por
el laberinto elevado en cruz, mostrando diferencias en nuestro estudio donde las

ratas (hembras) sometidas a una dieta alta en calorias tuvieron una ansiedad
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similar al de las ratas (hembras) controles. Dicho esto, se re-afirma la
proposicion de que las hormonas sexuales femeninas participan en la
neuroproteccidn de las ratas obesas, debido a que las proteinas secretadas por
tejido adiposo estan activamente involucradas en la homeostasis de energia y la
regulacion de la funcion neuroendocrina autondémica y funcion inmune (Tovar
y Ayala, 2017). En cambio, las ratas hembras con dieta restringida muestran
menor grado de aprendizaje y memoria que las ratas controles, lo cual se
asemeja a lo reportado por Souzay et al (2011) en ratas macho. Por lo anterior,
se abre la posibilidad de que exista una estrecha asociacion entre los niveles
séricos de las hormonas sexuales femeninas con la posible neuroproteccion
sugerida en el presente estudio. Sin embargo, es recomendable el realizar

estudios avocados a analizar tal posibilidad.
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Conclusiones

La hipdtesis propuesta fue en primera instancia aceptada, puesto que
las ratas con restriccion calorica tuvieron afectaciones conductuales,
asi como retraso en parametros morfoldgicos y mostraron alteraciones
metabolicas estructurales, asi como en las pruebas cognitivas
realizadas, donde se observo una mayor ansiedad, y un decremento en
la memoria con respecto a las ratas controles.

La segunda hipoétesis propuesta fue nula, puesto que en primera
instancia las ratas sometidas a una dieta hipercaldrica se observé que
en el metabolismo no hay alteraciones; mientras que la estructura esta
alterada teniendo un mayor peso que las ratas controles. En las
pruebas cognitivas realizadas no se observan alteraciones

significativas con respecto a las ratas controles.
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