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RESUMEN

Uno de los principales problemas de salud publica en el mundo es la alta prevalencia de
sobrepeso y obesidad. La causa fundamental de estos trastornos metabdlicos es un
desequilibrio energético entre las calorias gastadas y consumidas, junto con el aumento de
conductas sedentarias desde edades tempranas. En consecuencia, aumenta la prevalencia de
problemas cardiovasculares, dislipidemias, enfermedad hepatica, inflamacién, sindrome
metabolico y diabetes mellitus tipo 2, enfermedades crénicas no transmisibles y costosas para
el sector salud. Junto a las consecuencias periféricas de tales estados, existe un mayor riesgo
de sufrir deterioro cognitivo, que se presenta de forma natural hasta edades avanzadas. Tanto
el envejecimiento como los trastornos metabdlicos estan asociados con la produccion de estrés
oxidante en el cerebro y con neuroinflamacién, estos estados son considerados como los
principales culpables del desarrollo de dicho deterioro cognitivo. Los astrocitos son las células
mas abundantes del cerebro y responden a cualquier tipo de insulto cerebral a través de la
astrogliosis. Una caracteristica de la astrogliosis es el aumento de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP); esencial para el crecimiento y la proliferacion de astrocitos cuya expresion es
predominantemente en el sistema nervioso central. Se ha reportado que la astrogliosis aumenta
durante el envejecimiento y después de la exposicion a una dieta alta en grasas en ratones
jévenes, por lo que es posible que GFAP sérico sea un buen biomarcador periférico de lesion
central y nos ayude a predecir el comienzo del deterioro cognitivo. Para probar esta hipotesis,
primero analizamos el desempefio cognitivo y la morfologia de los astrocitos en el hipocampo
dorsal (HD) de ratones C57BL/6 machos y hembras de 5 (n=17), 10 (n=15), 15 (n=17), y 19
(n=18) meses. Luego, analizamos los mismos parametros de ratones destetados machos y
hembras C57BL/6 (n=13) expuestos durante 5 meses a una dieta compuesta por 10% de
fructosa y 60% de grasas del aporte caldrico total. Encontramos una disminucion progresiva de
la funcién cognitiva en tareas de memoria dependientes de HD, como el laberinto acuatico de
Morris en el envejecimiento normal. Por otro lado, en ratones adultos la dieta alta en
grasas/fructosa induce aumento de peso, adiposidad central, intolerancia a la glucosa y causa
deterioro cognitivo comparable al de ratones viejos. El analisis de Sholl mostré ligeros cambios
morfologicos en los astrocitos del HD del grupo con dieta alta en grasas/fructosa. Sin embargo,
no encontramos cambios en los niveles séricos de GFAP entre los grupos, lo que indica que,
en estas condiciones, el GFAP sérico no es un buen biomarcador periférico, por lo que

sugerimos examinar los niveles séricos de GFAP en etapas avanzadas de dafio central.



ABSTRACT

One of the main public health problems in the world is the high prevalence of overweight
and obesity. The fundamental cause of these metabolic disorders is an energy imbalance
between the expended and the consumed calories, together with the increase of sedentary
behaviors from early ages. In consequence, it is evident an increase of the prevalence of
cardiovascular problems, dyslipidemias, liver disease, inflammation, metabolic syndrome
and type Il diabetes mellitus, chronic non-communicable diseases that are expensive for the
health sector. Along with the peripheric consequences of such states, there is an increased
risk to suffer cognitive impairment, which occurs naturally until advanced ages. Both, aging
and metabolic disorders are associated with production of oxidative stress in the brain and
neuroinflammation which is considered a main culprit of the development of such cognitive
impairment. Astrocytes are the most abundant cells in the brain and respond to any type of
brain insult through astrogliosis. One hallmark of astrogliosis is the increase of glial fibrillar
acidic protein (GFAP); essential for the growing and proliferation of astrocytes which
expression is predominantly in the central nervous system. It has been reported that
astrogliosis increase during aging and after exposure to a high-fat diet in young mice, so it
is possible that serum GFAP would be a good peripheral biomarker of central injury and aid
us to predict the beginning of cognitive impairment. To test this hypothesis, first we analyzed
the cognitive performance and astrocyte morphology on dorsal hippocampus (DH) from
male and female C57BL/6 mice of 5 (n=17), 10 (n=15), 15 (n=17), and 19 (n=18) months.
Then, we analyzed the same parameters from male and female C57BL/6 weaning mice
(n=13) exposed during 5 months to a diet composed of 10% fructose and 60% caloric intake
from fat. We found a progressive decline of cognitive function in DH dependent memory
tasks such as Morris’s water maze in normal aging. On the other hand, high fat/fructose diet
in adult mice induces increased weight, central adiposity, glucose intolerance and causes
cognitive impairment like older mouse. Sholl analysis showed slight morphological changes
in DH astrocytes from high fat/fructose group. However, we did not find changes in serum
GFAP levels among groups, indicating that, under these conditions, serum GFAP is not a
good peripheral biomarker, so we suggest examining serum GFAP levels in advanced

stages of central damage.



1. ANTECEDENTES

1.1 Trastornos metabdlicos por dieta hipercaldrica
La causa fundamental de los trastornos metabdlicos es un desequilibrio energético

entre calorias consumidas y gastadas sumado a un aumento en conductas sedentarias. En
el contexto de México, en el ultimo siglo la dieta ha aumentado su contenido energético en
un 26% mas de hidratos de carbono y 36% mas grasas, y se ha reducido el tiempo que se
destina a realizar algun tipo de actividad fisica (Wacher-Rodarte, 2009). A su vez, en todo
el mundo existe un aumento en el consumo de bebidas azucaradas del 16%, en tan solo
20 afos se aumentd de 56 g a 65 g de azucar por dia (Esquivel-Solis & Gomez-Salas,
2007). Dichos patrones de consumo llevan a diferentes patologias relacionadas a dafios
metabdlicos como el sobrepeso, obesidad, sindrome metabdlico y diabetes.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se
definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud (OMS, 2016). Un parametro util para medir el sobrepeso y la obesidad es el indice
de masa corporal (IMC) el cual relaciona el peso y la talla de un individuo, un IMC igual o
superior a 25 corresponde a sobrepeso y un IMC igual o superior a 30 se considera
obesidad. A pesar de que el IMC es ampliamente utilizado en el sector clinico, s6lo nos
proporciona un panorama general del individuo, lo que realmente determina la
predisposicion a enfermedades metabdlicas es la localizacién de este exceso de grasa
corporal. Si la grasa corporal extra esta limitada de manera subcutanea se dice que es un
sujeto obeso, pero metabdélicamente sano. Por otro lado, si esta grasa extra se deposita de
manera visceral, en 6rganos como el musculo, tejido cardiaco, higado o pancreas, se
correlaciona con un perfil de riesgo metabdlico alterado (Alegria-Ezquerra et al., 2008).

Otra de las consecuencias asociadas al desequilibrio energético entre calorias
consumidas y gastadas es el sindrome metabdlico (SM), el cual es un conjunto de signos
como la resistencia a la insulina (glucosa en ayuno mayor que 100 mg/dL), intolerancia a la
glucosa (glucosa por encima de 140 mg/dL después de 2 h de la ingesta) y dos o mas de
los siguientes criterios: obesidad, triglicéridos en plasma por arriba de los 150 mg/dL,
colesterol de alta densidad (HDL) menor de 35-39 mg/dL y presion arterial de 140/90 mm/Hg
(Alegria-Ezquerra et al., 2008; Chéavez et al., 2002). La prevalencia del SM para México

segun la Federacion Internacional de Diabetes (FID) es del 54.4%, siendo el 20% nifios y



adolescentes, esta condicion en etapas tempranas de la vida asociada con la salud en la
edad adulta (Wacher-Rodarte, 2009).

La obesidad y el SM a su vez son factores de riesgo para desarrollar diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2). El 90% de los casos de DMT2 son atribuibles al sobrepeso y la
obesidad causadas por una dieta alta en grasas y la falta de ejercicio (Salud, 2010). En
México existen 6,4 millones de mexicanos con diabetes, de los cuales el 99% es de tipo 2
y se estima que este niumero de personas aumente a 300 millones para el 2025 (FID, 2013).

Si bien el sobrepeso y la obesidad se presenta en todos los grupos de edad, en los
ultimos seis afos estas prevalencias tuvieron mayor incremento en nifios y adolescentes
mexicanos (Campos et al., 2018), lo cual ha llevado a nuestro pais a ocupar el segundo
lugar en el mundo con obesidad en adultos y el primer lugar en obesidad infantil. Esto,
ademas de representar un problema de salud publica, implica el incremento de
enfermedades desde etapas tempranas, ya que el mantener un trastorno metabélico como
los antes mencionados por un largo plazo ha sido asociado con inflamacién crénica
(Hotamisligil, 2006), con cambios tempranos en procesos cognitivos como aprendizaje,
memoria, flexibilidad mental, rapidez mental y desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Sims-Robinson, 2010).

1.2 Obesidad e Inflamacién
La obesidad es una condicién crénica compleja que principalmente se debe a un

desbalance entre la energia ingerida y la gastada resultando en una acumulacion excesiva
o anormal de grasa en el tejido adiposo (Blancas-Flores, 2010). El crecimiento patoldgico
del tejido adiposo existente en respuesta a la sobre nutricion se ha asociado a una
insuficiente vascularizacion de este y por lo tanto una pobre oxigenacion del tejido. La
hipoxia del tejido adiposo ha sido considerada como un factor importante para la expresion
de factores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral a (TNFa), interleucina 6 (IL-
6), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 8 (IL-8), interleucina 10 (IL-10), interleucina 15
(IL-15) y proteinas quimio atrayentes de monocitos (MCP-1) (Wellen & Hotamisligil, 2003;
Xu, 2014).

En particular, el tejido adiposo contiene fibroblastos, preadipocitos, adipocitos y
macrofagos, todas estas células son las responsables de la produccion de estos
mediadores proinflamatorios que contribuyen a una inflamacion sistémica (Blancas-Flores,
2010). De manera complementaria, en la obesidad existe una respuesta anti inflamatoria

inadecuada con la reducciéon de antioxidantes y de citocinas anti inflamatorias, lo que



favorece el incremento de estrés oxidante y el establecimiento de una inflamacion crénica
de bajo grado (Joseph et al., 2009).

Bajo ciertas condiciones inflamatorias, los preadipocitos tienen la capacidad de
diferenciarse en macréfagos, sugiriendo que los adipocitos también juegan un rol
inmunolégico importante (Gregor & Hotamisligil, 2011). A su vez, la infiltracion de
macrofagos proinflamatorios al tejido adiposo se ha considerado un evento crucial para el
desarrollo y mantenimiento de la inflamacién crénica inducida por obesidad (Wellen &
Hotamisligil, 2003). Dentro de las vias de sefalizacién activadas por estos mediadores
inflamatorios se encuentra la via asociada a receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en
inglés) (Blancas-Flores, 2010). La activacién de estos receptores conlleva rio abajo la
fosforilacion de tres cinasas importantes como la cinasa c-Jun N-terminal (JNK), cinasas
activadoras (IKK) y la proteina cinasa R (PKR), las cuales estan relacionadas en sefiales
de estrés celular (Gregor & Hotamisligil, 2011). Estas tres cinasas pueden inducir una
respuesta inflamatoria mediante la activacion de factores transcripcionales como el factor
de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) el cual es esencial en el inicio de la cascada
inflamatoria (Hotamisligil, 2006; Xu, 2014).

De tal manera, la inflamacion inducida por obesidad esta caracterizada por: 1) tener
un origen metabdlico, demostrado por una respuesta inflamatoria marcada inducida por la
sobre ingesta de nutrientes y orquestada por células del sistema inmune, 2) un incremento
en la expresién local de mediadores inflamatorios inducidos por sensores como IKK y JNK,
3) se mantiene gracias a la modificacion del medio adyacente afectando y estimulando a
células vecinas y d) se mantiene de manera crénica sin aparente resoluciéon (Gregor &
Hotamisligil, 2011).

Finalmente, la activacion de estas vias proinflamatorias no sélo se ha estudiado en
tejido adiposo, se ha observado inflamacién en otros tejidos como el higado, musculo,
pancreas, intestino y mas recientemente regiones centrales como el hipotalamo. La
microglia, los macréfagos residentes del sistema nervioso central (SNC), pueden ser
activadas por sefiales proinflamatorias periféricas y secretar mas citocinas proinflamatorias

en el cerebro, lo que promueve neuroinflamacion (Xu, 2014).
1.3 Neuroinflamacion por dieta hipercaldrica y su repercusion en la memoria

El aprendizaje es el proceso mediante el cual se adquiere informacioén relevante del
entorno a través de procesos perceptivos mientras que la memoria es un proceso dinamico

de almacenamiento, organizacion y decaimiento de la informacion adquirida con el paso
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del tiempo (Aguado-Aguilar, 2001). Ambos procesos resultan ser adaptaciones de los
circuitos cerebrales al entorno que le permitiran al organismo realizar asociaciones entre
estimulos.

Existen factores genéticos, patolégicos y ambientales que pueden incidir sobre los
procesos de aprendizaje y memoria (Gomez-Pinilla, 2008; Selkoe, 2002; Tang et al., 1999).
Uno de los factores ambientales que mantiene una relacién directa con el tamafio cerebral
y el desarrollo de habilidades cognitivas es el tipo de alimentacion (Cardoso et al., 2016) en
especifico, los componentes que se ingieren de la dieta tienen un efecto directo en procesos
cognitivos como en el aprendizaje y la memoria (Gomez-Pinilla, 2008).

Sin embargo, no todos los componentes de la dieta son benéficos para la funcién
cognitiva. Se ha reportado que la ingesta de dietas hipercaldricas, enriquecidas en acidos
grasos saturados y carbohidratos simples (como la glucosa o fructosa), provocan
resistencia a la insulina (Greenwood & Winocur, 2005), intolerancia a la glucosa relacionada
a deficiencias cognitivas en tareas operantes (Messier et al., 2007; Mielke et al., 2006),
aumento de triglicéridos en plasma relacionado a fallas en memoria espacial (Ross et al.,
2009) evaluadas tanto a corto como a largo plazo (Soares et al., 2013) y aumento de leptina
en plasma relacionado a fallas en la plasticidad sinaptica (Calvo-Ochoa et al., 2014;
Valladolid-Acebes et al., 2012).

Los reportes antes mencionados confirman el efecto deletéreo del consumo de
dietas hipercaldricas sobre tareas o0 modelos de memoria. De manera interesante, se ha
identificado que la adolescencia es una etapa vulnerable ante estos dafos inducidos por
dieta, ya que los organismos contindan en desarrollo, y de manera especifica, esta etapa
es crucial para la maduracién hipocampal (Del Olmo & Ruiz-Gayo, 2018). Se ha reportado
que sélo los animales jovenes expuestos a dieta hipercaldrica presentan alteraciones en la
memoria espacial comparado con los adultos con dieta hipercal6rica, esto evaluado
mediante el laberinto acuatico de Morris (Boitard et al., 2014), una tarea de reconocimiento
de objeto en lugar (OLM) y al evaluar la eficiencia sinaptica con un modelo de potenciacion
a largo plazo (LTP) hipocampal (Khazen et al., 2019). De tal manera, el consumo de dietas
hipercaloricas desde la juventud es mas detrimental que si se inicia en la adultez, por lo
que, probablemente el impacto cognitivo a largo plazo sea mayor.

Sin embargo, aun no queda claro el mecanismo por el cual se esté desregulando la
funcion cognitiva por la ingesta de estas dietas. Se ha propuesto que las dietas
hipercaldricas afectan tareas de aprendizaje y memoria tanto en roedores como en

humanos (Kanoski & Davidson, 2011; Soares et al.,, 2013) particularmente alterando la



plasticidad sindptica mediante la disminucién de espinas dendriticas hipocampales
(Stranahan et al., 2008) o la disminucion de neurotrofinas (Molteni et al., 2002).
Adicionalmente, un evento en comun que se ha identificado en diversos grupos de
investigacion es la inflamacién central asociada al consumo de dietas hipercaloricas (Calvo-
Ochoa et al., 2014; Pistell et al., 2010; White et al., 2009; Zhao et al., 2015), la cual se cree

gue podria ser la responsable de las desregulaciones previamente mencionadas.

En condiciones normales, la sintesis de mediadores inmunes se da de manera
puntual y regulada. Se ha descrito la participacion fisioldgica de citocinas proinflamatorias
tales como la IL-1B, IL-6 y TNFa (Donzis & Tronson, 2015) en procesos de memoria como
la adquisicion de una tarea de miedo (Goshen et al., 2007), una tarea espacial (Braida et
al., 2004) y en el establecimiento del LTP (Balschun et al., 2003). Sin embargo, cualquier
desbalance en el rango fisiolégico de estos mediadores inmunes puede resultar en una
inflamacién persistente, la cual se ha relacionado con dafios en la memoria que se
mantienen aunque haya una resolucion de la inflamacion (Donzis & Tronson, 2015). Por
ejemplo, infundir IL-18 en el hipocampo dorsal de ratas dafia la formacion de un
condicionamiento de miedo (Gonzalez et al., 2013) y una memoria espacial (Moore et al.,
2009). Estos dafos se han relacionado a una sobre excitabilidad neuronal, inhabilidad de
inducir LTP, blogueo de neurogénesis, apoptosis y neurodegeneracion (Yirmiya & Goshen,
2010).

Dentro de los eventos que pueden causar un desbalance en la produccién de
mediadores inflamatorios en el SNC esta la ingesta de dietas hipercaléricas y la presencia
de trastornos metabolicos (Pistell et al., 2010). Este aumento de citocinas proinflamatorias
(IL-1B, TNF-a e IL-6) ha sido reportada en animales jévenes con exposicion a dietas
hipercaléricas los cuales también presentaban problemas en la evocacién de una memoria
espacial (Boitard et al., 2014). Dicho estado inflamatorio inducido por dieta se puede
encontrar tanto de manera sistémica como de manera central (Beilharz et al., 2016; Pistell
et al., 2010) y dentro de las consecuencias mas graves se encuentra un aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica (Kanoski et al., 2010).

Uno de los puntos de convergencia entre la neuroinflamacion y la formacién de la
memoria son los astrocitos. Estos representan las células mas abundantes del SNC y, junto
con la microglia, son los encargados de responder ante un dafio inflamatorio, causado por

diferentes estimulos dafiinos como un infarto, trauma, tumor, hipoxia, infeccion,



excitotoxicidad, exposicion a dietas hipercaléricas o incluso a enfermedades
neurodegenerativas (Berkseth et al., 2014), y de manera paralela tienen una participacion

activa durante la transmision sinaptica (Araque et al., 1999).

1.4 Astrocitos
En 1858, el médico aleman Rudolf Virchow acufié con el término de neuroglia a

aquel “pegamento” en el cerebro que mantenia unidas a las neuronas. Con el paso del
tiempo y el avance de la tecnologia se ha reconocido que aquella neuroglia o glia constituye
més de la mitad del cerebro humano (Allen & Barres, 2009; Clarke et al., 2018) y que no
s6lo cumple la funcién de soporte neuronal, sino que interviene en la regulaciéon de la
fisiologia neuronal.

La glia es un grupo heterogéneo de células nerviosas y dependiendo de su
morfologia, fisiologia y localizacién en el cerebro se pueden identificar los siguientes tipos
de glia: microglia, oligodendroglia y astrocitos (Reyes et al., 2014). En general, la microglia
se encarga de la vigilancia inmune del SNC y patrticipa en la remodelacion sinaptica durante
el desarrollo del SNC (Kettenmann et al., 2013; Paolicelli et al., 2011). Por su parte, la
oligodendroglia facilita la comunicacion eléctrica entre las neuronas del SNC mediante la
produccién de mielina (Bergles & Richardson, 2016). Finalmente, los astrocitos son los
encargados de regular la homeostasis cerebral, proveer energia y sustratos para la
neurotransmisién (Sofroniew & Vinters, 2010), median la recaptura y reciclamiento de
neurotransmisores y de iones (Perea & Araque, 2010), mantienen la integridad de la barrera
hematoencefalica (Abbott et al., 2010), son capaces de recibir y responder ante la
estimulacion de factores tréficos o ante la estimulacion de citocinas anti y pro inflamatorias
(Buffo et al., 2010) y, de manera importante, participan activamente en la fisiologia de la
sinapsis tripartita (Araque et al., 1999).

Los astrocitos son subclasificados segun su localizacion y morfologia en fibrosos,
gue se encuentran asociados a los axones en la sustancia blanca, y en protoplasmaticos
asociados a los somas neuronales y sinapsis en la sustancia gris (Sofroniew & Vinters,
2010). Logran comunicarse entre si mediante incrementos intracelulares de calcio, las
cuales pueden propagarse a través de uniones comunicantes conformadas por proteinas
llamadas conexinas (Araque et al., 1999). Ademé&s de comunicarse entre si, los astrocitos
mantienen una estrecha comunicacion con neuronas y dicha localizacion le permite

responder, controlar y participar en la actividad sinaptica (Perea & Araque, 2010). Incluso
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se ha reportado que neuronas co-cultivadas con astrocitos desarrollan aproximadamente
siete veces mas sinapsis y su eficacia sinaptica mejora siete veces mas en comparacion a
aguellas neuronas que crecen en ausencia de astrocitos (Nedergaard et al., 2003).

Como ya se menciond, la manera en que los astrocitos detectan la actividad
neuronal es mediante una elevacion de calcio intracelular (Santello et al., 2019). Esta
sefalizacién por calcio representa el sustrato de la excitabilidad celular en los astrocitos y
puede ser dependiente de la sefializacion por glutamato durante la comunicacién sinaptica.
La liberacion de glutamato por la presinapsis causa una elevacién de calcio en los
astrocitos cercanos, este calcio sirve como comunicacion con otros astrocitos vecinos que
a su vez liberaran gliotransmisores que serviran de feedback para la neurona (Araque et
al., 1999; Navarrete et al., 2013).

De esta forma, los astrocitos participan de manera activa monitoreando y
respondiendo a la actividad sinaptica mediante la liberacién de gliotransmisores como la D-
serina, glutamato, acido gamma-aminobutirico (GABA), trifosfato de adenosina (ATP) o
adenosina (Reyes et al., 2014; Santello et al, 2019). La importancia de estos
gliotransmisores se ha demostrado mediante el bloqueo de su liberaciéon. Pascual y
colaboradores, inhibieron la liberacién de gliotransmisores mediante la supresion del
complejo de proteinas SNARE (involucradas en el anclaje vesicular a la membrana
sinaptica) y observaron alteraciones en la plasticidad sinaptica, demostrando que la
liberacion de gliotransmisores por parte de los astrocitos sincroniza y modula la actividad
sinaptica (Pascual et al., 2005).

El hecho de que los astrocitos no sélo detecten la actividad sinaptica, sino que sean
capaces de liberar gliotransmisores que regulan la excitabilidad neuronal, demuestra la
existencia de una comunicacion bidireccional entre neuronas y astrocitos. Dicha
comunicacion es posible por la existencia de procesos astrociticos peri sinapticos (PAPS),
gue como su nombre lo dice, son procesos astrociticos que envuelven terminaciones
sinapticas con una alta motilidad, por lo que pueden ir cambiando a lo largo del tiempo o
dependiendo del tipo de comunicacion sinaptica que se esté llevando a cabo (Santello et
al., 2019). A este tipo de comunicacién neurona-astrocito se le ha denominado sinapsis

tripartita.

El cerebro es un 6rgano vulnerable al estrés oxidante debido a que su metabolismo
requiere de una alta utilizacion de oxigeno (Angelova & Abramov, 2018); en el contexto de

la neuroinflamacion, dicho estrés oxidante podria ser la explicacion del dafio cognitivo al
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favorecer la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que promueven el
dafio celular comprometiendo asi las funciones neuronales (Serrano & Klann, 2004). Ante
la presencia de este tipo de dafio, los astrocitos son los principales componentes del
sistema nervioso central encargados de proveer las defensas antioxidantes a las neuronas
mediante la astrogliosis (Pekny & Nilsson, 2005).

La astrogliosis ha sido estudiada y definida por diversos autores como aquellos
cambios moleculares, celulares y funcionales que presentan los astrocitos ante un dafio al
SNC (Buffo et al., 2010; Sofroniew, 2015). Estos cambios varian de manera progresiva
segun la severidad del insulto encontrandose principalmente dos fases de la astrogliosis: la
primera es una fase aguda, en donde se reconoce una hipertrofia celular (astrocitos
reactivos) con el fin de la restauracion de la homeostasis celular, regulacion del flujo
sanguineo, reparacion de la barrera hematoencefélica (BHE), proteccion de la sinapsis,
entre otras. La segunda, es una fase crénica de la astrogliosis, la cual implica una alteracion
en la funcién de los astrocitos, mediante la ganancia o pérdida de funciones que resultan
benéficas o detrimentales para las células adyacentes ya que pueden inhibir la formacion
de nuevas sinapsis, inhibicién del crecimiento axonico, inhibicion de la regeneracion y
recuperacion neuronal, entre otros (Pekny & Pekna, 2014; Sofroniew & Vinters, 2010).

De esta manera, la respuesta inflamatoria en el SNC se caracteriza por una gliosis
reactiva asociada a cambios morfologicos y proliferacion de células gliales (principalmente
astrocitos y microglia) (Giaume et al., 2007). Dentro de los cambios morfoldgicos asociados
a los astrocitos reactivos se encuentra un aumento en el grosor celular y un aumento en
sus prolongaciones mediante la expresién de proteinas de filamentos intermedios; por lo
tanto, un aumento en las interdigitaciones ente procesos de diferentes astrocitos (Pekny &
Nilsson, 2005; Sofroniew & Vinters, 2010). Ademas de los cambios morfolégicos, un
astrocito reactivo se puede identificar por su perfil secretor. Comunmente, durante la
astrogliosis se encuentra un aumento en la liberacién de citocinas proinflamatorias como
IL-6, TNFa, IL-10, un aumento de recetores tipo Toll que responden a mediadores
inflamatorios como lipopolisacéaridos (LPS), disminucién en transportadores de glutamato
(lo que causa excitotoxicidad) y aumento en la liberacién de especies reactivas de oxigeno
(Sofroniew & Vinters, 2010).

Una de las principales vias de sefializacién involucradas en el establecimiento de la
astrogliosis es la via IKKB-NF-kB, esta via se activa tras un insulto celular y promueve la
transcripcion de genes relacionados a citocinas proinflamatorias, lo que favorece la

sefalizacion inflamatoria. De la misma forma, el gen de la proteina acidica fibrilar glial
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(GFAP) se activa en respuesta a la activacion de dicha via, el aumento de esta proteina de
filamentos intermedios esta estrechamente relacionado con la hipertrofia astrocitica
(Douglass et al.,, 2017). Esta via esta involucrada en la plasticidad de los procesos
astrociticos y se ha demostrado gue la sobre activacion de esta via de sefializacién en el
hipotalamo desencadena problemas metabdlicos relacionados a la obesidad, como la
intolerancia a la glucosa (Sharif & Prevot, 2017). Por otra parte, ratones deficientes en IKKB
alimentados con dieta hipercaldrica, son resistentes a desregulaciones metabdlicas (Zhang
et al., 2017), asi como la inhibicion de dicha via de sefializacion en el hipotdlamo revierte
los dafios metabdlicos causados por la exposicidén a dietas hipercaléricas (Douglass et al.,
2017).

De tal manera, la exposicién a dietas hipercaléricas correlaciona, en la mayoria de
los casos, con astrogliosis en el SNC. En particular, esta astrogliosis se ha reportado junto
con una disminucién de espinas dendriticas en el hipocampo de ratas jovenes expuestas a
dieta hipercalérica (Boitard et al., 2014), disminucién de proteinas vesiculares como la
sinaptofisina (Calvo-Ochoa et al., 2014), aumento de la permeabilidad de la BHE asociado
a inflamacién (Pistell et al., 2010), neurodegeneracion (Kanoski et al., 2010), cambios en la
neurotransmision glutamatérgica que impiden el establecimiento del LTP (Valladolid-
Acebes et al., 2012), disminucion de la glutamina sintasa (Del Olmo & Ruiz-Gayo, 2018),
fallas en memoria de reconocimiento a largo plazo (Bondan et al., 2019) y problemas en la

ejecucion de memorias espaciales (Nagayach et al., 2014b).

1.5 Proteina Acidica Fibrilar Glial (GFAP)
Como ya se menciond, para que suceda un cambio morfolégico en los astrocitos

reactivos se necesita la expresion al alza de genes como GFAP (Pekny et al., 2014). La
proteina GFAP junto con vimentina y nestina, forman parte de las proteinas de filamentos
intermedios de tipo Il que constituyen el citoesqueleto de los astrocitos reactivos (Sofroniew
& Vinters, 2010). Sin embargo, de estas tres proteinas, GFAP es la que ha sido
ampliamente utilizada como marcador de astrocitos reactivos como no reactivos (Pekny &
Nilsson, 2005).

El gen que codifica para GFAP se encuentra situado en el cromosoma 17921 y su
procesamiento resulta en 10 variantes o isoformas diferentes. La isoforma mas abundante
en el cerebro es la GFAPa la cual tiene 432 residuos de aminoacidos con un peso molecular
de 48 a 50 kDa (Yang & Wang, 2015). GFAP también se expresa en células de Schwann

en el sistema nervioso periférico y en la glia entérica del sistema nervioso entérico; sin
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embargo, dicha expresion es minima a comparacion de la expresion encontrada en el SNC
(Uhlén et al., 2015; Yang & Wang, 2015).

La proteina GFAP se expresa en forma de mondmero y para comenzar el
ensamblaje de los filamentos tiene que formar dimeros entre si, luego tetrameros,
octameros, etc. Una vez formada, puede sufrir modificaciones post traduccionales por
proteinas cinasas como PKC o calcio calmodulina, las cuales pueden fosforilar los sitios
Tir7, Ser8, Serl3, Serl7, Ser38 y Ser289, modificando en ensamble y desensamble de
dichos filamentos. También puede sufrir modificaciones por parte de sirtruinas o
acetilaciones en residuos de arginina. Finalmente, la protedlisis de GFAP esta mediada por
calpainas que dan lugar a productos de degradacion de la GFAP de pesos moleculares
entre 38 a 44 kDa y, en condiciones pro apoptéticas, quien realiza la protedlisis son
caspasas produciendo productos de degradacion de la GFAP con un peso molecular de
20kDa (Petzold, 2015; Yang & Wang, 2015).

Se han encontrado productos de degradacion de la GFAP o incluso la proteina
completa de 50 kDa en suero de pacientes con dafios severos en el SNC. La mayoria de
los reportes han sido en pacientes con traumatismo craneoencefalico, en estos pacientes
se puede detectar GFAP sérico tan solo a las 3 h del traumatismo y dichos niveles se
pueden seguir detectando incluso 48 h después. Ya que la liberacion de la GFAP hacia el
torrente sanguineo es relativamente rapida, se sugiere que la deteccidn periférica de esta
proteina puede ser un buen indicador de dafio temprano y podria brindar informacion
relevante en el diagndstico y tratamiento del traumatismo (Missler et al., 1999). Confirmando
estos hallazgos, otros grupos de investigadores han encontrado GFAP sérico en pacientes
con alteraciones en el nervio éptico, pacientes con esclerosis multiple, con glioblastoma
(Tichy et al., 2015), en la enfermedad de Alexander (acumulacion excesiva de la proteina
GFAP), en la enfermedad de Alzheimer (Petzold, 2015) o en infartos isquémicos y
hemorragicos (McMahon et al., 2015).

Estos fragmentos de la GFAP en la periferia también pueden favorecer al aumento
de auto anticuerpos contra GFAP en el torrente sanguineo (Yang & Wang, 2015). Por
ejemplo, en pacientes con traumatismo cerebral se han detectado en suero auto
anticuerpos para GFAP después del 7 d del insulto (Zhang et al., 2014). De la misma
manera, se han encontrado auto anticuerpos en pacientes viejos con la enfermedad de
Alzheimer (Petzold et al., 2004). Un hallazgo de particular interés fue el encontrado por

Oeckly colaboradores, ellos reportan un aumento significativo de GFAP sérico en pacientes
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con Alzheimer en comparacion con sujetos con otro tipo de demencia. Adicionalmente,
dichos niveles de GFAP sérico tuvieron una correlacion negativa con el puntaje de la prueba
mini mental que evalla funciones cognitivas en general (Oeckl et al., 2019). Es decir, a
mayores niveles de GFAP sérico, menor puntaje en la prueba cognitiva mini mental, lo que
significa mayor deterioro cognitivo.

Todas estas evidencias sugieren que la deteccion de GFAP sérico podria reflejar la
integridad central. Debido a que la GFAP se expresa mayormente en células del SNC, es
altamente probable que la GFAP que se encuentre en la periferia tenga un origen central.
Esto se puede explicar por el sistema glinfatico, el cual es la principal via de desechos del
SNC, sirve como un drenaje de desechos o0 metabolitos del SNC a través de su conexion
con la red linfatica asociada a meninges (Benveniste et al., 2019). El sistema glinfatico utiliza
los tuneles perivasculares formados por los canales de acuaporinas (AQP4) presentes en
los astrocitos, por aqui se logra el intercambio de solutos entre el liquido cerebroespinal
(LCR) y el liquido intersticial. Una vez mezclado el contenido de estos dos fluidos, este se
traslada mediante los ventriculos y las meninges hasta ser desechados por los
compartimentos venosos, las prolongaciones de los nervios craneales o la placa cribiforme
y los ganglios linfaticos profundos, llegando finalmente al torrente sanguineo para ser
desechados via renal (Jessen et al., 2015) (Figura 1).

Todos los estudios que se han mencionado hasta el momento, que detectan GFAP
sérico después de un traumatismo o en presencia de una enfermedad neurodegenerativa,
tienen en comun que han sido en poblacion adulta o envejecida. Se sabe, que durante el
envejecimiento aumenta la astrogliosis del SNC y esto, a su vez, puede alterar el
funcionamiento del sistema glinfatico, dejando que se acumulen desechos celulares que
pueden afectar la correcta comunicacion sinaptica (Jessen et al., 2015). Por lo que, estudiar
GFAP sérico en etapas previas a la adultez o envejecimiento podria brindarnos una nueva
herramienta diagndstica temprana de gran ventaja, ya que la GFAP es altamente especifica
de astrocitos y estos estan estrechamente relacionados con el funcionamiento cognitivo y

con el sistema de drenaje glinfatico.
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Figura 2. Liberacién de la proteina GFAP
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1.6 Envejecimiento e inflamacién
El envejecimiento es una etapa de la vida del ser humano acompafiada cominmente

por un declive de diferentes funciones fisiolégicas y psicolégicas asociado a cambios en la
estructura cerebral, atrofia de los hemisferios cerebrales, aumento en el tamafio de los
surcos cerebrales, disminucion en el grosor de la corteza cerebral y dilatacion de los
ventriculos (Sanchez Navarro & Roman Lapuente, 1998).

Dichos cambios morfolégicos impactan funcionalmente en la cognicién del individuo,
entre las funciones cognitivas que tienen un declive progresivo y natural durante el
envejecimiento se encuentran aquellas llamadas “habilidades fluidas” que incluyen el
razonamiento, la memoria y la velocidad de procesamiento (Salthouse, 2010). A pesar de
gue es un declive, la puntuacion que llegan a obtener sujetos envejecidos saludables no
sobrepasa el punto de corte para considerarlo déficit cognitivo (Jacgmin-Gadda et al.,
1997). Sin embargo, estudios epidemiolégicos mas recientes han posicionado al
envejecimiento como un factor de riesgo para la aparicion de deterioro cognitivo (Mejia-
Arango & Gutierrez, 2011). Este deterioro cognitivo se ha asociado a un declive en la

homeostasis del sistemay una de las consecuencias de esta desregulacion, es la activacion
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del sistema inmune innato, el cual favorece un estado proinflamatorio crénico y progresivo,
dicho estado ha recibido el nombre de “inflammaging” (Xia et al., 2016).

Se ha reportado que la inflamacién crénica de bajo grado que caracteriza al
envejecimiento contribuye a la patogénesis de enfermedades relacionadas con la edad
como la enfermedad de Alzheimer, la DMT2 o enfermedades cardiovasculares, mediante
cambios en el metabolismo celular, en la proteostasis, aumento de estrés celular, dafio a
macromoléculas y una falla en la regeneracién celular (Franceschi et al., 2018). Dichas
alteraciones en la homeostasis celular podrian ser compensadas por los astrocitos; sin
embargo, se ha reportado una hipertrofia astrocitica progresiva en animales sanos
conforme envejecen, las consecuencias de esta astrogliosis cronica son fallas en la
recaptura de glutamato, excitotoxicidad por glutamato y muerte neuronal, la cual podria ser
la base de la neurodegeneraciéon (Rodriguez-Arellano et al., 2016; Rodriguez et al., 2014).
El envejecimiento a su vez promueve que la activacion astrocitica se polarice hacia un tipo
celular conocido como Al, el cual es un astrocito con fenotipo secretor pro inflamatorio
(Clarke et al., 2018; Palmer & Ousman, 2018).

Si bien, el envejecimiento fisiol6gico conlleva un estado proinflamatorio por si solo,
se sabe que la mayoria de la poblacion envejecida tiene trastornos metabdlicos como SM,
DMT2, sobrepeso y obesidad que, como ya se menciond, promueven inflamacion periférica
y central. Finalmente, ademas de causar deterioro cognitivo o demencia, se ha demostrado
que la exposicion a dietas hipercaléricas en el envejecimiento aumenta la permeabilidad de
la BHE (Duncombe et al., 2017; Elahy et al., 2015; Valcarcel-Ares et al., 2019), aumenta los
niveles de GFAP indicando astrogliosis (Cohen & Torres, 2019; Rodriguez-Arellano et al.,
2016) y altera el sistema glinfatico, esencial para la limpieza del SNC y el principal

involucrado en la salida de GFAP a la periferia (Benveniste et al., 2019; Jessen et al., 2015).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con los antecedentes mencionados, se sugiere que el estado inflamatorio asociado
al consumo de dietas hipercaléricas podria favorecer el desarrollo de declive cognitivo
(Navarrete-Reyes & Montafia-Alvarez, 2009). Si retomamos que la mayor incidencia de
sobrepeso y obesidad se presenta desde etapas tempranas, en nifios y adolescentes
(Campos et al., 2018) y que el consumo de dietas hipercaldricas desde edades tempranas
es un factor de riesgo para el desarrollo de trastornos neurocognitivos por incidir en un
periodo de vulnerabilidad en el neurodesarrollo (Del Olmo & Ruiz-Gayo, 2018), entonces es
probable que estos individuos se encuentren en un estado proinflamatorio constante que
favorezca la apariciébn temprana de alteraciones metabdlicas y cognitivas que tienen
naturalmente una mayor incidencia en personas de edad avanzada (Munshi, 2017). Esto
toma mayor relevancia en el contexto mexicano, ya que segun cifras oficiales (CONEVAL,
2018) en México existen mas de 9.6 millones de adultos mayores de 60 afios y se espera
que para el 2029 se duplique esta poblacién; por lo tanto, la prevalencia de trastornos
metabdlicos y deterioro cognitivo asociados a la edad avanzada aumentara ain mas si el
individuo se expuso a dietas hipercal6ricas desde edades tempranas.

Ante este escenario, resulta de gran relevancia la identificacién de un biomarcador
de facil y accesible deteccion, con capacidad diagnéstica del estado central que pueda
brindar informacion sobre posible dafio central, adicional a las pruebas neuropsicoldgicas o
andlisis por imagenologia cerebral. Ya que los astrocitos tienen un papel importante en
procesos de memoria, son capaces de responder ante un dafo inflamatorio como el
provocado por dietas hipercaléricas, forman parte de la BHE (comunicacion directa con la
periferia) y ademas es posible detectar una de sus proteinas de citoesqueleto (GFAP) en el
suero, en la presente tesis se pretendié evaluar si la GFAP sérica podria ser un buen
candidato como biomarcador periférico de dafio central inducido por la exposicion temprana
a una dieta hipercal6rica. De ser asi, se podria proponer como un biomarcador periférico
no invasivo que permita determinar el nivel de riesgo de deterioro cognitivo en pacientes
con trastornos metabdlicos y asi poder elaborar intervenciones oportunas para mejorar la

calidad de vida del sujeto y procurar el envejecimiento saludable.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipétesis

Si GFAP es un buen marcador de dafo central, entonces se encontrara elevada en
suero, como reflejo de su incremento en &reas relacionadas con la memoria como
el hipocampo, en animales jovenes con alteraciones cognitivas y metabdlicas
inducidas por el consumo de una dieta hipercaldrica; ademas dichos niveles de
GFAP se relacionaran con la funcién cognitiva.

3.2 Objetivo General

Evaluar la utiidad de GFAP sérico como marcado de dafio central temprano

inducido por el consumo de dieta hipercaldrica y su relacion con la memoria.

3.3 Objetivos Particulares

Evaluar las desregulaciones metabdlicas que produce el consumo de una dieta
hipercalérica en animales jévenes y compararlo con animales envejecidos.

Evaluar el efecto del consumo de una dieta hipercalérica sobre la memoria espacial
de animales jovenes y compararlo con animales envejecidos.

Determinar tanto los niveles como la relacién de GFAP sérico y central en animales
expuestos a dieta hipercal6rica y compararlo con los animales envejecidos.
Determinar la relacién entre los niveles séricos y centrales de GFAP con indicadores
de funcién de la memoria o del metabolismo de animales con dieta hipercal6rica y

compararlo con los animales envejecidos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animales y Dieta
Se utilizaron 40 ratones macho y 40 ratones hembra de la cepa C57BL/6J obtenidos

del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular (IFC). Los animales fueron alojados en grupos
de 3 a 4 ratones por caja a una temperatura de 22 + 1°C con ciclo luz/oscuridad de 12 h.
Todos los procedimientos experimentales mencionados a continuacion se realizaron entre
las 7:00 y las 16:00 h. El manejo y sacrificio de los animales se realizaron de acuerdo con
la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 y con la aprobacion del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del IFC (CICUAL) con numero DOG158-
20.

Los ratones fueron alimentados con dos dietas diferentes. La dieta control 0 normo
caldrica consistié en alimento estandar con 13% del aporte calérico proveniente de grasas
(LabDiet® 5001, USA) mientras que la dieta experimental o hipercalérica consistié en
alimento con 60% del aporte calérico de grasas mas 10% de fructosa (m/m) (LabDiet®58Y1,
USA). El consumo de las dietas se realizé ad libitum.

Los ratones fueron asignados de manera aleatoria a los grupos sefialados en la
Tabla 1. La dieta normo cal6rica se administr6 en todo momento hasta la edad requerida
mientras que la dieta alta en grasa y fructosa (Hipercalérica) fue administrada durante 5
meses comenzando desde el destete hasta los 5 meses de edad. En caso de que alguna

medicién no fuera tomada, la n final se reporta en la seccién de resultados.

Tabla 1. Distribucion de sujetos experimentales por grupo

Administracién de 5mNC 5mHC 10mNC 15mNC 19mNC
dieta hasta los:

Machos 9 7 7 8 9
Hembras 8 6 8 9 9
Dieta NC: Normo caldrica, Dieta HC: Hipercal6rica, m: meses.

4.2 Curva de Tolerancia a la Glucosa (CTG)
Esta prueba refleja la capacidad que tiene el organismo para metabolizar la glucosa

circulante en sangre. Es una prueba de tipo estimulo-respuesta donde se reta al organismo
con un bolo de glucosa y se monitorea la concentracion de glucosa circulante en sangre a
través del tiempo con un glucometro.

En condiciones normales, la hormona insulina transporta la glucosa disponible en

sangre hacia el interior de diferentes tejidos (Olivares-Reyes, 2008) y, como resultado, se
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observa una disminucion continua de glucosa en sangre. En cambio, si se presenta alguna
alteracion metabdlica en este proceso, los niveles de glucosa en sangre permanecen
elevados en plasma por mas tiempo indicando un estado de hiperglucemia o intolerancia a

la glucosa.

4.2.1 Protocolo
Se privo a los animales de alimento y bebida por 6 horas (Andrikopoulos et al., 2008).

Concluido el ayuno, se administré via intraperitoneal una dosis de 2 g/Kg de glucosa (D-
(+)-Glucosa, SIGMA). Inmediatamente después de la inyeccion se obtuvo una gota de
sangre de la cola para determinar la concentracién de glucosa. Dicha determinacion se
realiz6 con un glucémetro (Accu-Check® Performa) y se monitoreé durante los siguientes
tiempos 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la inyeccion. Finalizada la prueba se regresé

al animal a su dieta correspondiente.

4.3 Memoria Espacial: Laberinto Acuatico de Morris
La memoria espacial es la capacidad del organismo para recordar la localizacion,

rutas o configuracion espacial del entorno en el que se encuentra. Esto le permite organizar
su repertorio conductual y realizar actividades esenciales como busqueda de comida,
conducta parental y reproductiva, regreso al nido o huida a un lugar seguro (Vicens et al.,
2003). La principal region cerebral involucrada en la ejecucion de tareas espaciales es el
hipocampo (Riedel et al., 1999).

El laberinto acuético (WM, por sus siglas en inglés), fue propuesto por Richard Morris
(Morris, 1984) como una herramienta para evaluar la memoria espacial en roedores. La
tarea consiste en un laberinto acuatico circular con una plataforma oculta bajo el agua y
claves espaciales extra-laberinto. Durante la adquisiciéon de la tarea, los animales tienen
que localizar la plataforma oculta mediante el uso de las claves espaciales. Para evaluar la
memoaria a largo plazo, se retira la plataforma y se deja que el animal nade durante 60 s, se
evalla el nimero de cruces y la latencia de llegada al sitio donde deberia encontrarse la

plataforma.

4.3.1 Material WM
Se utilizé un tanque con un diametro de 110 cm, altura de 65 cm y una plataforma

de 12x12 cm, esta ultima se sumergi6 0.5 cm debajo de la superficie del agua. El agua se
enturbié con pintura blanca no téxica y se mantuvo a una temperatura de 20-21°C durante
los ensayos. La posicién de las claves espaciales, la plataforma y del experimentador se

mantuvieron constantes durante todo el experimento.
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4.3.2 Protocolo conductual WM
Se entrend a cada raton con 4 ensayos al dia durante 4 d consecutivos, el tiempo

maximo para localizar la plataforma fue de 60 s; una vez en la plataforma, se dejo al raton
durante 10 s y posteriormente se colocé en una caja de descanso inter-ensayo por 25 s. Si
el ratén a los 60 s no resolvia la tarea se le guiaba hasta llegar a la plataforma. La prueba
de memoria a largo plazo se realiz6 72 h después, para esto se retir6 la plataforma y se
coloco al ratén desde un punto aleatorio permitiéndole nadar durante 60 s en total. Esta

fase fue video grabada para su posterior analisis.

4.3.3 Evaluacién WM
En la fase de entrenamiento o adquisicion se cronometré manualmente el tiempo de

llegada a la plataforma de cada raton durante cada ensayo. Para el analisis de la memoria
a largo plazo se utilizaron los videos tomados durante la prueba, sobre el video se hizo una
division para delimitar los cuatro cuadrantes, también se delimité el area y posicion original
de la plataforma para cuantificar de manera mas especifica los siguientes parametros: 1)
latencia de llegada a la plataforma: es el tiempo requerido por el ratén desde el momento
que se coloca en el agua hasta que llega al punto exacto donde se encontraba la plataforma
y 2) numero de cruces: es el numero de veces que el ratdn cruza con todo el cuerpo por el
punto exacto donde se encontraba la plataforma. Adicionalmente, con el software ToxTrac
version 2.91 (Universidad de Coruia, Espafia) se obtuvieron las trayectorias y la velocidad
de nado de cada ratén.

4.4 Eutanasia, extraccion de estructuras cerebrales y suero
La eutanasia se realiz6 con pentobarbital s6dico en dosis letal. Se extrajo el cerebro

completo y se sumergid en paraformaldehido 4% (para su posterior andlisis por
inmunofluorescencia). Se recolecté sangre de la vena porta en tubos previamente
heparinizados y se dej6 a temperatura ambiente por 30 min, para la obtencion de suero se

centrifugaron a 2000 rpm por 15 min.

4.5 Inmunofluorescencia
La inmunofluorescencia (IF) combina el uso de anticuerpos acoplados a fluoréforos

con técnicas de imagenologia para visualizar proteinas u otras moléculas de interés en
células o tejidos previamente fijados. Dicha técnica permite visualizar localizacion,
expresion relativa o estados de activacion de las proteinas de interés con datos que pueden

ser cuantificables.
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4.5.1 Protocolo Inmunofluorescencia
Para la deteccion de GFAP cerebral se realiz6 IF en rebanadas de hipocampo dorsal

con un grosor de 35 um. Se eligieron dos cortes por animal con el fin de cubrir diferentes
regiones de CALl dorsal (regiones AP -1.855 y -2.35 mm) (Franklin & Paxinos, 2008).
Primero se permeabilizo el tejido con Buffer PBS-Tritdn 0.3% (3 lavados de 5 min), después
se expusieron los epitopos con borohidruro de sodio (NaBH4 1% en PBS, 3 min) y se lavd
el tejido con PBS-Tritén 0.1% (3 lavados de 5 min). El bloqueo se realizé con 10% de suero
de cabra (NGS, Vector) en PBS-Triton 0.1% durante 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se incubd en flotacion el anticuerpo primario anti-GFAP policlonal hecho en
conejo (1:500; Dako, #catdlogo Z0334) durante una noche en cuarto frio bajo agitacion
leve.

Al dia siguiente se lavo el tejido con PBS-Tritén 0.1% (3 lavados de 5 min) para
posteriormente incubar en flotacion el anticuerpo secundario anti-conejo IgG Cy3 policlonal
hecho en cabra (1:500; Millipore, Darmstadt Alemania, #catalogo AP132C) durante 90 min
en oscuridad y a temperatura ambiente. Para retirar el exceso de anticuerpo, se lavo el
tejido con PBS 0.1M (3 lavados de 5 min) y se realiz6 una tincion nuclear con DAPI 300 nM
(Walthman Massachusetts, USA) durante 5 min. Finalmente, se lavé el tejido con PBS 0.1M
(3 lavados de 5 min) y se montaron en portaobjetos silanizados (VWR, Leuven, Bélgica)

con medio de montaje Dako (Dako, USA).

4.6 Microscopia Confocal
Todas las imagenes fueron obtenidas con un microscopio invertido Zeiss Axio

Observer.Z1 con una unidad confocal LSM 800 y un objetivo de inmersion en aceite Plan-
Apochromat 63x/1.4. Los parametros de adquisicion para el canal de GFAP fueron los
siguientes: velocidad de adquisicion, 4.12 ps/px; unidad de pinhole, 1 Airy (1AU); apertura
de pinhole, 53 um; longitud de onda de excitacion, 548nm y longitud de onda de emisién,
561 nm. Los parametros de adquisicion para el canal de DAPI fueron los siguientes:
velocidad de adquisicion 4.12 us/px; unidad de pinhole, 1 Airy (LAU); apertura de pinhole,
42 pm; longitud de onda de excitacion, 353 nm y longitud de onda de emision, 465 nm.

En todas las imagenes se obtuvo una resolucion de 1024 x 1024 pixeles con un
tamafo de 101.41 pm x 101.41 pm. Se analizaron 2 cortes de 35 pm por animal (8 a 10
animales por grupo) y a su vez por cada corte se eligieron al azar astrocitos del area CAl
del hipocampo dorsal, al final se obtuvieron de 8 a 10 astrocitos por animal. Para las
reconstrucciones se tomaron los siguientes criterios: 1) El astrocito a analizar no podria

tener mas de un nucleo y 2) El astrocito a analizar debe tener la mayoria de sus procesos
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integros. Para cada astrocito se obtuvo el nimero de Z-stacks necesarios para abarcar
todas sus proyecciones con un intervalo inter corte de 1 um (Tavares et al., 2017). La
maxima proyeccion de intensidad de cada Z-stack fue obtenida usando el software ZEN 2.6

Blue Edition (Carl Zeiss, Jena, Germany).

4.6.1 Analisis de Sholl
Para el procesamiento de imagenes se utilizé el software FIJI de Imaged 1.52V

(Wayne Rasband, NIH, USA). Primero se aisl6 y se obtuvo el esqueleto del astrocito a
analizar siguiendo el protocolo descrito por el grupo de Morrison (Young & Morrison, 2018),
manteniendo un valor constante de 70 para el brillo-contraste en todas las imagenes.
Posteriormente, se analizé la arborizacion de los procesos astrociticos mediante la técnica
de Sholl siguiendo el protocolo utilizado por el grupo de Fenton (Stanko & Fenton, 2017),
para evitar cuantificar procesos que no correspondieran al astrocito de interés, Unicamente

se analizé la arborizacion de los procesos primarios y secundarios.

4.7 ELISA
El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés)

utiliza una enzima como marcador para mediar la formacion de complejos antigeno-

anticuerpo.

4.7.1 Protocolo ELISA
Para la determinaciéon de la GFAP sérica se utilizd6 un kit de ELISA con

inmunoreactividad especifica a proteinas de raton (Mybiosource, California, USA #catalogo
MBS266295) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. En resumen, se colocaron 70
uL de suero sin diluir en los pozos del kit y fueron incubados a 37°C durante 90min. Luego
se incubd6 con 100 pL de anticuerpo biotinilado anti-GFAP hecho en ratén (1:100) a 37°C
durante 60 min, después de los lavados, se agregé 100 yL de conjugado enzimatico
acoplado a HRP (1:100) y se incub6 a 37°C durante 30 min. Posteriormente, se agreg6 100
uL del reactivo colorante (1:10) y se incub6 en oscuridad a 37°C hasta que el gradiente de
color apareciera (aproximadamente 30 min). Finalmente, la reaccién se detuvo con 100 pL
de reactivo C durante 10 min y la absorbancia de la reaccion fue leida a 450 nm.

La concentracion de GFAP se calculé con base en una curva de calibracién
estandar. La sensibilidad establecida del ensayo es de 12 pg/mL, con una precision intra e

inter-ensayo de <8% y <12%, respectivamente.
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4.8 Analisis Estadistico
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism version

8.0 (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA, USA) y con el software SPSS version 24 (IBM,
USA). Para los datos con una n mayor a 10 se comprobé el supuesto de normalidad con la
prueba de D’Agostino & Pearson y para los datos con una n menor a 10 se comprob6 con
la prueba de Shapiro-Wilk, adicionalmente se identificaron outliers con la prueba de Grubbs.
Para las comparaciones entre dos grupos con varianzas iguales se utilizé la prueba t de
Student para muestras independientes y para la comparacién entre dos grupos con
varianzas diferentes se utilizo la prueba t de Welch para muestras independientes.

Para las comparaciones entre mas de dos grupos con varianzas iguales se utilizé la
prueba de ANOVA de un factor con una post-hoc de Bonferroni, mientras que los datos con
varianzas diferentes se compararon con la prueba de ANOVA Brown-Forsythe con una
post-hoc de Dunnett T3. El supuesto de homocedasticidad se comprob6 con la prueba de
Barlett. Para la prueba de ANOVA factorial de medidas repetidas se comprobo6 el supuesto
de esfericidad con la prueba W de Mauchly y se utiliz6 una post-hoc de Bonferroni.

La relacion entre el desempefio cognitivo o los pardmetros metabdlicos con los
niveles de GFAP sérico o central se evaluaron con una correlacion simple de Pearson o
Spearman (Ver anexo 1). Para las variables sin distribucién normal se utilizo la prueba de
U de Mann-Whitney para la comparaciéon de dos grupos y para la comparacion de mas de
dos grupos se utilizé la prueba Kruskal Wallis con una prueba post-hoc de Dunn para el
ajuste de mdultiples comparaciones.

En el analisis de numero de intersecciones vs distancia radial se utilizé una Multiple
t test, ajustando las comparaciones mdultiples con una post-hoc de Bonferroni-Dunn. En

todas las pruebas estadisticas se consideraron significativos los datos con una p <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Cambios metabdlicos por el consumo de dieta hipercaldrica
5.1.1.Cambios en el peso, grasa gonadal y glucosa basal
Tras cinco meses de consumo de dieta hipercal6rica se encontr6 un aumento

significativo del peso (t2g=7.309, p<0.0001) (Figura 2A), grasa gonadal (tx2.16=8.896,
p<0.0001) (Figura 2B) y glucosa basal (t=3.300, p=0.0026) (Figura 2C) en comparacion

a los animales controles de la misma edad.
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Figura 2. El consumo de la dieta hipercalérica provocoé alteraciones metabélicas. Se muestra el peso final (A), la grasa
gonadal (B) y la glucosa basal (C) de animales control y animales con dieta hipercalérica. Los datos representan el promedio
+ error estandar. Para grasa gonadal se analiz6 con Welch t-test, el peso y la glucosa basal se analiz6 con Student t-test.
**+*n<0.0001 y **p<0.01. g=gramos, m=meses, 5mNC=normo caldrica de 5 meses, 5SmHC=hipercalérica de 5 meses,
mg=miligramos, dL=decilitros. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).

5.2 Cambios metabdlicos asociados a la edad

5.2.1 Cambios en el peso, grasa gonadal y glucosa basal
Respecto a la comparacién metabdlica entre los animales jovenes con dieta

hipercaldrica y los animales controles de diferentes edades, se encontr6 un efecto
estadisticamente significativo sobre el peso (Fu,36.94=23.99, p<0.0001). El analisis post hoc
revel6 diferencias entre los grupos 5mNC vs 15mNC (p=0.0144), 5mNC vs 19mNC
(p=0.003), 5mNC vs 5mHC (p<0.0001), 5mHC vs 10mNC (p=0.0002), 5mHC vs 15mNC
(p=0.0029) y 5mHC vs 19mNC (p=0.002) (Figura 3A).

Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas en el nivel de grasa
gonadal (Fu4,15.18=59.91, p=<0.0001) siendo las comparaciones multiples significativas entre
los grupos 5mNC vs 10mNC (p=0.0089), 5mNC vs 15mNC (p=0.0097), 5mNC vs 19mNC
(p<0.0001), 5mNC vs 5mHC (p<0.0001), 5mHC vs 10mNC (p<0.0001), 5mHC vs 15mNC
(p<0.0001) y 5mHC vs 19mNC (p<0.0001) (Figura 3B).
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Finalmente, hubo un efecto significativo en los niveles de glucosa basal
(Fs,4658=8.910, p=<0.0001). Las diferencias a post hoc fueron entre los grupos 5mNC vs
5mHC (p=0.0304), 10mNC vs 15mNC (p=0.007), 5mHC vs 10mNC (p=0.0009) y 5mHC vs
19mNC (p=0.010) (Figura 3C).
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Figura 3. Las alteraciones provocadas por la dieta hipercalérica son mayores que las provocadas por el
envejecimiento. Se muestra el peso final (A), la grasa gonadal (B) y la glucosa basal (C) de animales control de diferentes
edades y animales con dieta hipercaldrica. Los datos representan el promedio + error estandar. Los datos se analizaron con
Brown-Forsythe ANOVA test, post-hoc Dunnett T3. Las letras representan las comparaciones multiples significativas respecto
al grupo 5mHC y los asteriscos las comparaciones multiples significativas entre los demas grupos donde ****a=p<0.0001,
***h=p<0.001, **c=p=<0.01 y *d=p=<0.05. g=gramos, m=meses, 5mNC=normo caldrica de 5 meses, 5SmHC=hipercalérica de 5
meses, mg=miligramos, dL=decilitros. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos

(o).

5.3 Curva de tolerancia a la glucosa por dieta hipercalérica
Durante la prueba de tolerancia a la glucosa se pudo observar que los animales

expuestos a dieta hipercalérica mantienen sus niveles de glucosa por encima de los
controles de manera significativa en la interaccion tiempo por grupo (Fs 140=13.84,
p<0.0001). El post hoc revel6 que dicha diferencia fue en todos los tiempos: 0 min
(p=0.0195), 15 min (p=0.0002), 30 min (p<0.0001), 60 min (p=<0.0001), 90 min (p=0.0011)
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y 120 min (p=0.012) (Figura 4A). El analisis del area bajo la curva confirmd que los animales

con dieta hipercalorica son intolerantes a la glucosa (tus.42=6.410, p<0.0001) (Figura 4B).
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Figura 4. El consumo juvenil de la dieta hipercalérica causo intolerancia a la glucosa. Niveles de glucosa en sangre
tras 6 h de ayuno expresada en mg/dL (A), los datos se analizaron con ANOVA de 2 vias, post-hoc Bonferroni y el analisis
del area bajo la curva (B) analizado con Welch t-test. Los datos representan el promedio + error estandar donde ****p<0.0001,
***p<0.001, **p<0.01 y *p<0.05. min=minutos, u. a.= unidades arbitrarias, m=meses, 5mNC=normo caldrica de 5 meses,
5mHC=hipercaldrica de 5 meses, mg=miligramos, dL=decilitros. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos
llenos representan machos (e).

5.4 Curva de tolerancia a la glucosa en el envejecimiento
Durante la ejecuciéon de la prueba de tolerancia a la glucosa entre los animales

jévenes con dieta hipercaldrica y los animales controles de diferentes edades, se pudo
observar cémo los animales expuestos a dieta hipercalérica mantienen sus niveles de
glucosa en sangre muy por encima de los animales envejecidos con la interaccion
significativa de tiempo por grupo (F(o,345=6.414, p<0.0001) (Figura 5A). El andlisis post hoc
mostré diferencias especificamente en el min 15 entre los grupos 5mNC vs 5mHC
(p<0.002), 5mHC vs 10mNC (p=0.010), 5mHC vs 15mNC (p=0.022) y 5mHC vs 19mNC
(p=0.011). En el min 30 hubo diferencias entre los grupos 5mNC vs 5mHC (p<0.0001),
5mHC vs 10mNC (p<0.0001), 5mHC vs 15mNC (p<0.0001) y 5mHC vs 19mNC (p<0.0001).

Durante el min 60 de la prueba se encontraron diferencias entre los grupos 5SmNC
vs 5mHC (p=0.0003), 5mHC vs 10mNC (p=0.001), 5mHC vs 15mNC (p=0.0024) y 5mHC
vs 19mNC (p=0.0004). En el min 90 de la prueba las diferencias que se encontraron fueron
entre los grupos 5mNC vs 5mHC (p=0.011), 5mHC vs 10mNC (p=0.016), 5mHC vs 15mNC
(p=0.027) y 5SmHC vs 19mNC (p=0.022). No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos durante el min 120. El andlisis del area bajo la curva confirmé que los Unicos que
tienen intolerancia a la glucosa son los animales del grupo joven con dieta hipercalérica

(Fa,26.64=26.68, p<0.0001), las comparaciones mdltiples significativas fueron entre los
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siguientes grupos: 5mNC vs 5mHC (p=0.0001), 5mHC vs 10mNC (p=0.0003), 5mHC vs
15mNC (p=0.0006) y 5mHC vs 19mNC (p=0.0003) (Figura 5B).
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Figura 5. La intolerancia a la glucosa se asocia al consumo de dietas hipercaléricas mas no al envejecimiento
fisiolégico. Niveles de glucosa en sangre tras 6 h de ayuno expresada en mg/dL (A), los datos se analizaron con ANOVA de
2 vias con medidas repetidas, post-hoc Bonferroni y el andlisis del area bajo la curva (B), analizado con Brown-Forsythe
ANOVA test, post-hoc Dunnett T3 . Los datos representan el promedio + error estandar. Se presentan las comparaciones
multiples significativas respecto al grupo 5mHC donde a=p<0.0001, b=p<0.001, c=p<0.01 y d=p<0.05 u. a.= unidades
arbitrarias, m=meses, 5mNC=normo calérica de 5 meses, 5mHC=hipercalérica de 5 meses, mg=miligramos, dL=decilitros.
Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).

Estos resultados sugieren que el consumo temprano de dietas hipercaléricas induce
alteraciones metabdlicas e intolerancia a la glucosa mayores que las alteraciones que se
encontraron por el envejecimiento. Esto podria deberse a que el consumo temprano de la
dieta hipercalérica y su mantenimiento de forma crénica promueve la activacién de vias
adipogénicas que a su vez se han relacionado con estados proinflamatorios (Boitard et al.,
2014; Hotamisligil, 2006), probablemente mas exacerbados que los que se dan

naturalmente en el envejecimiento.

5.5 Déficit cognitivo por el consumo de dieta hipercaldrica
Para determinar si existian diferencias en la curva de aprendizaje se utilizé una

ANOVA de dos factores de medidas repetidas la cual mostrd diferencias significativas en el
tiempo de llegada a la plataforma a través de los dias de entrenamiento (F(s84=62.91,
p<0.0001) y por el tipo de dieta administrada (F(,28=16.35, p=0.0004). Es decir, ambos
grupos adquirieron la tarea, ya que logran disminuir su latencia de llegada a la plataforma
a través de los dias; sin embargo, los animales expuestos a la dieta hipercalérica les toma
mas tiempo encontrar dicha plataforma durante las adquisiciones comparados con los
animales control en el d1 (p=0.033), d2 (p=0.032) y d4 (p=0.014) (Figura 6A).

La memoria a largo plazo se realizé 72 h después y se encontr6 un aumento

significativo en la latencia de llegada al sitio exacto de la plataforma (t2.16=3.496,
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p=0.0043) (Figura 6B) y una disminucién en el nimero de cruces (t2g=2.362, p=0.0254)
(Figura 6C).
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Figura 6. El consumo juvenil de la dieta hipercaldrica caus6 deterioro cognitivo. Curva de aprendizaje a través de los
dias expresada en segundos, cada dia es el promedio de latencia de llegada a la plataforma de 4 ensayos consecutivos (A),
los datos se analizaron con ANOVA de 2 vias con medidas repetidas, post-hoc de Bonferroni. La memoria a largo plazo se
evallo con la latencia de llegada (B) con Welch t-test y el numero de cruces (C) con Student t-test. **p0.01 y *p0.05. Los datos
representan el promedio + error estandar. m=meses, 5SmNC=normo calérica de 5 meses, 5mHC=hipercalérica de 5 meses,
D=dia, s=segundos, n=nimero, mm=milimetros. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan
machos (e).

Se obtuvieron las trayectorias de nado (Figura 7B) y la velocidad de nado de todos
los animales y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
mediana del grupo 5mNC (Md=43.29) y la mediana del grupo 5mHC (Md=101.1) (Mann-
Whitney, p=0.0786) (Figura 7A).
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Figura 7. El deterioro cognitivo por dieta hipercalérica no se debe a diferencias en la velocidad de nado. La
comparacion en la velocidad de nado (A) se realiz6 con U Mann Whitney test. Trayectorias de nado representativas (B). Los
datos representan la mediana con distancia intercuartil. m=meses, 5mNC=normo calérica de 5 meses, 5SmHC=hipercalérica
de 5 meses, s=segundos, n=nimero, mm=milimetros. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos
representan machos (e).
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5.6 Déficit cognitivo asociado a envejecimiento
Se evallo la adquisicion de esta memoria espacial en los demas grupos de animales

donde la ANOVA de dos factores de medidas repetidas mostré diferencias significativas en
el tiempo de llegada a la plataforma a través de los dias de entrenamiento (F205=117.2,
p<0.0001) y por el tipo de dieta administrada (F@,75=3.862, p=0.006). Adicionalmente, se
analizé el efecto de la edad entre los grupos controles y no se encontrd diferencias
estadisticamente significativas (Fz63=2.593, p=0.0604). En las comparaciones multiples,
s6lo se encontré diferencias en el d1 entre los grupos 5mHC vs 15mNC (p=0.021). Es decir,
todos los grupos adquirieron la tarea ya que logran disminuir su latencia de llegada a la
plataforma a través de los dias; sin embargo, los animales expuestos a la dieta hipercalérica
les toma mas tiempo encontrar dicha plataforma durante las adquisiciones comparados con
los animales jévenes con dieta control (Figura 8A).

A
5mNC n=17
60— 5mHC n=13
» 10mNCn=15j|D1
© 15mNC n=17
8 19mNC n=18
o> 40+ mNC n=
2
[0}
°
©
‘s 204
€
o
©
-
0 T T T T
D1 D2 D3 D4
B C
80 15 (',
@ : = o
3 60 cee : @ o .
A : O 10 o
10} Do 2
= : ® o e0e® * °
8 407 o : g + o
: %o o
g -T- 5% 2 2 54 ;]'; 0 : as
8 20+ _L = o V.O; g .;. T DRIRT o)
§ d 230 D[ Cﬁs -od 2 e s fole beod
ol A [o®°i %8 LI.J o.l.j gl || ] [BES coe| |

T T T T n T T T
5mNC  5mHC 10mNC 15mNC 19mNC SmNC  5mHC 10mNC 15mNC 19mNC

Figura 8. Las deficiencias cognitivas por dieta hipercalérica son parecidas a las encontradas durante el
envejecimiento. Curva de aprendizaje a través de los dias expresada en segundos, cada dia se obtuvo mediante el promedio
de latencia de llegada a la plataforma durante 4 ensayos consecutivos (A), los datos se analizaron con ANOVA de 2 vias con
medidas repetidas, post-hoc de Bonferroni. La memoria a largo plazo se evalio la latencia de llegada (B) con Brown-Forsythe
ANOVA-test, post-hoc Dunnett T3, y el numero de cruces (C) con ANOVA factorial, post-hoc de Bonferroni. Las letras
representan las comparaciones multiples significativas respecto al grupo 5mHC y los asteriscos las comparaciones multiples
significativas entre los demas grupos *d=p<0.05. Los datos representan el promedio + error estandar. m=meses,
5mNC=normo calérica de 5 meses, SmHC=hipercalérica de 5 meses, D=dia, s=segundos, n=nimero, mm=milimetros. Los
circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).
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La memoria a largo plazo se realizé 72 h después y se encontr6 un aumento
significativo en la latencia de llegada al sitio exacto de la plataforma (Fa,27.75=5.124,
p=0.0032) entre los grupos 5mNC vs 10mNC (p=0.010), 5mNC vs 19mNC (p=0.012) y
5mNC vs 5mHC (p=0.0384). Es decir, que la memoria a largo plazo espacial de los animales
jévenes con dieta hipercalérica es igual a cualquier grupo de los animales envejecidos y
solo es diferente del grupo control de la misma edad (Figura 8B). Adicionalmente, se analiz
el nimero de cruces por el sitio exacto de la plataforma y también se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (F,75=3.532, p=0.0107) entre los grupos 5mNC
vs 15mNC (p=0.015) y 5mNC vs 5mHC (p=0.024) confirmando una alteracién en la
evocacidén en los animales jovenes con dieta en comparacién a los jévenes controles
(Figura 8C).

Se obtuvieron las trayectorias de nado (Figura 9B) y la velocidad de nado de todos
los animales. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la mediana
del grupo 15mNC vs 5mNC (p<0.0001), 15mNC vs 10mNC (p=0.001), 15mNC vs 19mNC
(p=0.011) y 15mNC vs 5mHC (p=0.004) (Kruskal-Wallis, p<0.0001) (Figura 9A).
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Figura 9. Ni la dieta hipercaldrica ni el envejecimiento afectan la velocidad de nado, a excepcion de los animales de
15 meses. La comparacion en la velocidad de nado (A) se analizaron con Kruskal-Wallis test, post-hoc de Dunn. Trayectorias
de nado representativas (B). Los datos representan la mediana con distancia intercuartil. m=meses, 5mNC=normo caldrica
de 5 meses, 5mHC=hipercalérica de 5 meses, s=segundos, n=nimero, mm=milimetros. Los circulos vacios representan
hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).

Estos resultados sugieren que el consumo de dietas hipercaldricas en etapas
tempranas induce un deterioro cognitivo que, en ciertos parametros, es igual o mayor al
deterioro encontrado durante el envejecimiento, y estas diferencias no se deben a cambios
en la ejecucion motora. Con esto, se confirma que la exposicion a dietas hipercaloricas en
la juventud induce un dafio cognitivo temprano. Faltaria explorar si dicho deterioro se

agrava si la dieta hipercal6rica se sostiene hasta el envejecimiento de los animales.
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5.7 Expresion de GFAP hipocampal tras la ingesta de una dieta hipercaldrica
Para evaluar astrogliosis hipocampal se obtuvieron microfotografias de astrocitos

por microscopia confocal, para después reconstruir el esqueleto celular y poder analizar la
morfologia astrocitica (Figura 10A). El andlisis de Sholl revel6 que tras cinco meses de dieta
hipercaldrica no hay diferencias en el area que abarcan los astrocitos (t16=1.233, p=0.235)
(Figura 10C) ni el numero acumulado de intersecciones (t16=1.016, p=0.324) (Figura 10E).
Sin embargo, el post hoc de Bonferroni-Dunn revel6 diferencias en el ndmero de
intersecciones a distancias particulares como a las 60 pm (tz0=2.6, p=0.014), 70 um
(t20=3.029, p=0.005) y 100 pm (tz0=2.187, p=0.036) (Figura 10B). Adicionalmente, se
encontré un aumento significativo en la distancia radial entre los astrocitos de animales con

dieta hipercaldrica y los animales controles jovenes (tu6=2.222, p=0.0410) (Figura 10D).
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Figura 10. El consumo juvenil de la dieta hipercal6rica provoca mayor elongacion astrociticay mayor complejizacion
en ciertas distancias radiales. Microfotografias representativas de la sefial inmunorreactiva para identificar astrocitos
(GFAP) y nucleos (DAPI) junto con reconstrucciones del esqueleto de un astrocito para el analisis de morfologia por Sholl (A).
Resultados del andlisis de Sholl (B) analizados con Multiple t-test, post-hoc de Bonferroni-Dunn, area ocupada por el astrocito
(C), distancia radial desde el nucleo que refleja la elongacion astrocitica (D) y nimero de intersecciones que refleja la
complejizacion de los procesos astrociticos (E), se utilizé Student t-test. *p=0.05. Los datos representan el promedio + error
estandar. m=meses, 5mNC=normo calérica de 5 meses, 5mHC=hipercalérica de 5 meses, n=nimero, mm=milimetros,
pm=micras, GFAP=proteina acidica fibrilar glial, DAPI=4',6-diamidino-2-fenilindol. La barra de escala indica 20 pm. Los
circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).

5.8 Expresidn de GFAP hipocampal en el envejecimiento
Respecto a la comparacién con los demas grupos envejecidos, también se

obtuvieron microfotografias de astrocitos por microscopia confocal, para después
reconstruir el esqueleto celular y poder analizar la morfologia astrocitica (Figura 11A). Los
resultados no mostraron diferencias en la distancia radial (F,40=1.944, p=0.1219) (Figura
11D), en el area (F,39=0.6366, p=0.6395) (Figura 11C) o en el nimero de intersecciones
(F(a,39=0.5545, p=0.6969) (Figura 11E).

Sin embargo, mediante el post hoc de Bonferroni-Dunn se encontraron diferencias
en el nimero de intersecciones a distancias particulares como a las 140 um entre 5mNC vs
10mNC (tes=4.284, p=0.0001), 5mNC vs 19mNC (t20=3.391, p=0.002), 5mHC vs 10mNC
(tz0=2.87, p=0.007) y a las 150 um entre 5mHC vs 10mNC (tz0=3.308, p=0.002), 5mHC vs
19mNC (t1=2.088, p=0.045) (Figura 11B). Las diferencias entre 5mNC vs 5mHC se
describieron en la figura 10B y 10D.
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Figura 11.Tanto el envejecimiento como la dieta hipercalérica causan complejizacion astrocitica, mientras que solo
el consumo juvenil de la dieta provoca mayor elongacion del astrocito. Microfotografias representativas de la sefial
inmunorreactiva para identificar astrocitos (GFAP) y nucleos (DAPI) junto con reconstrucciones del esqueleto de un astrocito
para el andlisis de morfologia por Sholl (A). Resultados del analisis de Sholl (B) analizados con Multiple t-test, post-hoc de
Bonferroni-Dunn, area ocupada por el astrocito (C), distancia radial desde el nicleo que refleja la elongacion astrocitica (D) y
namero de intersecciones que refleja la complejizacion de los procesos astrociticos (E), se utilizé con ANOVA factorial, post-
hoc Bonferroni. *p=0.05, **p=0.01. Los datos representan el promedio * error estandar. m=meses, 5SmNC=normo caldrica de
5 meses, 5mHC=hipercaldrica de 5 meses, n=nimero, mm=milimetros, pm=micras, GFAP=proteina acidica fibrilar glial,
DAPI=4',6-diamidino-2-fenilindol. La barra de escala indica 20 pum. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos
llenos representan machos (e).
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Estos datos sugieren que la dieta hipercalérica administrada desde etapas
tempranas provoca activacion astrocitica reflejada en una mayor elongacién de los
procesos astrociticos, asi como una mayor complejizacion, aunque esta fue parcial ya que
solo fue a ciertas distancias radiales, entre los animales jovenes con dieta y jévenes
controles. En los grupos con envejecimiento no encontramos diferencias en la suma de
distancia radial, nUmero de intersecciones o el area, contrario a lo que ya ha sido reportado
previamente (Rodriguez et al., 2014); estas diferencias podrian deberse al tipo de cepa
utilizada, en este trabajo se utiliz6 la cepa C57BL6/J mientras que en el trabajo de
Rodriguez y colaboradores fue en la cepa B6129SF2/J, la cual es la cepa control para los
ratones triples transgénicos para la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, no
encontramos que ningun grupo envejecido fuera diferente al grupo joven con dieta
hipercalorica, sugiriendo que la activacion astrocitica asociada a la dieta hipercalorica

puede ser similar a la activacion inducida por el envejecimiento.

5.9 Cuantificacién de GFAP sérico
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la cuantificacion de

GFAP sérico de animales con dieta hipercaldrica con animales controles de la misma edad
(tns=1.672, p=0.1177) y tampoco se encontraron diferencias comparandolo con los demas
grupos controles de diferentes edades (Fa43=1.182, p=0.3324) (Figura 12).
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Figura 12. GFAP sérico no tuvo modificaciones ni por la exposiciéon temprana a dieta hipercalérica ni por el
envejecimiento. Niveles de GFAP sérico expresados en picogramos por mililitro. Para la comparacion entre 5mNC vs 5mHC
se utilizé Student t-test y la comparacion entre todos los grupos se hizo con ANOVA factorial, post-hoc Bonferroni. Los datos
representan el promedio + error estandar. m=meses, 5SmNC=normo calérica de 5 meses, 5mHC=hipercalérica de 5 meses,
n=nUmero, pg.=picogramos, mL=mililitros. Los circulos vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan
machos (e).
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Es decir, ni la exposicion temprana a dietas hipercaldricas ni el envejecimiento
provocaron aumentos en la cantidad de GFAP sérico. Esto podria deberse a que nuestra
cuantificacién la realizamos en ratones con envejecimiento saludable y sin algun trastorno
que probablemente pudiera comprometer la integridad de la BHE. Respecto a la dieta
hipercalérica, a pesar de que se administré en una ventana temporal vulnerable, pareciera
que los organismos jovenes aun son capaces de resistir al posible dafio a la BHE que ha
sido asociado al consumo de dietas hipercaldricas; sin embargo, la integridad de la BHE

son datos que faltaria explorar.

5.10 Correlaciéon GFAP sérico con parametros metabdlicos
Para determinar si existia alguna correlacién entre la cuantificaciéon de GFAP sérico

con los parametros metabdlicos se realizé una correlaciéon simple. Se encontré una
correlacion fuerte y negativa (r=-0.75, p=0.012) entre el peso y los niveles de GFAP sérico
del grupo control (Figura 13A). Adicionalmente, se encontr6 una correlacién fuerte y
negativa (r=-0.72, p=0.018) entre la glucosa basal y los niveles de GFAP sérico del grupo
control (Figura 13C). Por el contrario, no se encontré correlacion entre el peso y los niveles
de GFAP sérico (r=0.53, p=0.110) (Figura 13B) o entre la glucosa basal y los niveles de
GFAP sérico (r=0.40, p=0.245) (Figura 13D) de los animales jovenes con dieta hipercalérica
en comparaciéon a los animales joévenes controles. No se encontraron correlaciones
significativas entre estos dos parametros en los grupos de 10mNC, 15mNC y 19mNC (Ver
Anexo 1).
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Figura 13. GFAP sérico tiene relacion con el peso y glucosa basal unicamente de los animales jovenes con dieta
control. Se muestra la correlacion entre el peso y los niveles de GFAP sérico de animales controles de 5m (A) y animales
con dieta hipercalérica de 5m (B). Adicionalmente, se muestra la correlacion entre la glucosa basal y los niveles de GFAP
sérico de animales controles de 5m (C) y animales con dieta hipercaldrica de 5m (D). Los datos se analizaron con una
correlacion lineal simple de Pearson. pg.=picogramos, mL=mililitros, g=gramos, mg=miligramos, dL=decilitros. Los circulos
vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).

5.11 Correlaciéon GFAP sérico con parametros conductuales
Para determinar si existian alguna correlacion entre la cuantificacion de GFAP sérico

con los pardmetros conductuales se realizé una correlacion simple. No se encontré ninguna
correlacion significativa entre la latencia de llegada y los niveles de GFAP sérico en el grupo
joven control (r=0.12, p=0.723) (Figura 14A) ni en el grupo de jovenes con dieta
hipercalérica (r=0.32, p=0.366) (Figura 14B). Adicionalmente se averigué si existia alguna
correlacion entre la cuantificacion de GFAP sérico con el nimero de cruces. No se encontrd
ninguna correlacion significativa entre los niumeros de cruces y los niveles de GFAP sérico
en el grupo joven control (r=0.17, p=0.60) (Figura 14C) ni en el grupo joven con dieta
hipercalérica (r=-0.44, p=0.195) (Figura 14D). No se encontraron correlaciones

significativas entre estos dos parametros en los grupos de 10mNC, 15mNC y 19mNC (Ver
Anexo 1).
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Figura 14. GFAP sérico no tiene relacién con parametros conductuales en ningln grupo. Se muestra la correlacion
entre la latencia de llegada y los niveles de GFAP sérico de animales controles de 5m (A) y animales con dieta hipercalérica
de 5m (B). Adicionalmente se muestra la correlacion entre el nimero de cruces y los niveles de GFAP sérico de animales
controles de 5m (C) y animales con dieta hipercalérica de 5m (D). Los datos se analizaron con una correlacion lineal simple
de Pearson. pg.=picogramos, mL=mililitros, s=segundos, n=numero. Los circulos vacios representan hembras (o) y los
circulos llenos representan machos (e).

5.12 Correlacién GFAP sérico con GFAP central
Finalmente, para determinar si existia alguna correlacién significativa entre la

cuantificacién de GFAP sérico (ELISA) con la cuantificacion de GFAP central (pardmetros
de Sholl) se realizé una correlacion simple. No se encontré ninguna correlacion significativa
entre la distancia radial y los niveles de GFAP sérico de los animales controles de diferentes
edades (r=-0.20, p=0,256) (Figura 15A), de igual manera no se encontré correlacion
significativa entre estos pardmetros en los animales de 5 meses con dieta control o dieta
hipercaldrica (r=0.210, p=0.415) (Figura 15B).

Para poder ver mas clara esta correlacion debido al tipo de tratamiento se realizé
una correlacién simple para el grupo 5mNC y otra correlacion para el grupo 5mHC. No se
encontraron correlaciones significativas en el grupo joven control (r=0.285, p=0.500) (Figura
15C) ni en el grupo joven con dieta hipercalodrica (r=-0.186, p=0.631) (Figura 15D). Al

analizar de manera individual cada uno de los grupos controles, se encontrd una correlacion
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fuerte y negativa (r=-0.87, p=0.002) en los animales de 15mNC, en los grupos de 10mNCy

19mNC no se encontraron correlaciones significativas entre estos dos parametros (Ver

Anexo 1).
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Figura 15. GFAP sérico no tiene relacién con la distancia radial (GFAP central) en ningln grupo. Se muestra la
correlacion entre la distancia radial de los astrocitos y los niveles de GFAP sérico de todos los grupos NC (A), animales con
dieta hipercalérica y dieta control de 5m (B), animales con dieta control de 5m (C) y animales con dieta hipercalérica de 5m
(D). Los datos se analizaron con una correlacion lineal simple de Spearman o Pearson. pg.=picogramos, mL=mililitros,
pm=micras, circulo rosa=5mNC, morado=5mHC, naranja=10mNC, verde oscuro=15mNC y verde claro=19mNC. Los circulos

vacios representan hembras (o) y los circulos llenos representan machos (e).
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se pudo confirmar el efecto deletéreo del consumo de dietas
hipercaldricas en pardmetros metabdlicos y conductuales. El impacto de las dietas
hipercaldricas depende del tiempo de administracion y de los componentes de esta. Por
nuestra parte, observamos que la administracién durante 5 meses de la dieta LabDiet®58Y1
(60% del aporte calorico de grasas mas 10% de fructosa (m/m)) produjo un aumento de
peso y grasa gonadal. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado en la literatura, donde
un aumento en la ingesta caldrica por el consumo de dietas ricas en grasa induce aumento
de peso (Liu et al.,, 2015) al igual que el consumo de dietas enriquecidas en fructosa
favorece aumento de peso y grasa (Messier et al., 2007).

Otro de los efectos del consumo de dietas hipercaléricas son las fallas en la
glucorregulacién asociadas a un decremento en la secrecién de insulina, hormona principal
en el metabolismo de la glucosa (Greenwood & Winocur, 2005). A pesar de que no se
evaluaron los niveles de insulina basal, se encontr6 un aumento significativo de la glucosa
en ayuno en los animales jovenes con dieta hipercaldrica, o que sugiere que esta via de
regulacién estd alterada. Para verificar la desregulacién en el metabolismo de la glucosa,
se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa encontrando que los animales tratados
aumentan y mantienen sus niveles de glucosa en sangre muy por arriba de los controles.
Dichos resultados concuerdan con investigaciones previas donde se encontré intolerancia
a la glucosa en animales expuestos a una dieta alta en grasa durante 3 meses (Mielke et
al., 2006) o en ratones expuestos a una dieta combinada en grasa y fructosa durante 4
meses (Messier et al., 2007).

Respecto a los cambios metabdlicos asociados al envejecimiento saludable,
Unicamente se encontraron cambios significativos en el peso y en los niveles de grasa
gonadal de los grupos envejecidos respecto al control de 5SmNC y un discreto aumento de
glucosa basal entre los animales de 10mNC vs 15mNC. Estos cambios metabdlicos son
signo de un declive fisiolégico propio del envejecimiento probablemente asociado a una
desregulacion en la via de insulina-IGF1 o a la via mTOR, las cuales integran sefializacion
de lainsulina 'y sensan el estado metabdlico de los organismos. Particularmente, un estudio
gue caracterizd las alteraciones moleculares, bioguimicas y metabdlicas durante el
envejecimiento reportdé cambios en la composicién corporal de los animales viejos, reflejado

en un aumento de peso y grasa; adicionalmente, se encontré que el metabolismo de la
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glucosa se ve alterada en el envejecimiento tanto en musculo como en higado, todo esto
acompafado de una falla en la sefializacion de las vias antes mencionadas (Houtkooper et
al., 2011). Estas variaciones metabdlicas podrian predisponer al organismo a presentar
intolerancia a la glucosa; sin embargo, el envejecimiento solo es un factor de riesgo para la
aparicion de esta, mas no es un factor determinante (Kamal et al., 2000). En nuestro caso,
no encontramos diferencias asociadas al envejecimiento en la curva de tolerancia a la
glucosa. Con estos resultados, se muestra que el consumo de dietas hipercal6ricas en
etapas tempranas induce cambios metabdlicos mas graves que los que se pudieran
presentar en el envejecimiento fisioldgico.

Por otro lado, conseguimos establecer un modelo de dafio cognitivo tras el consumo
de esta dieta. Dicho efecto negativo sobre la memoria ya ha sido ampliamente reportado
en organismos adultos encontrando alteraciones en diferentes tareas cognitivas (Kanoski
& Davidson, 2011; Morin et al., 2017). Por ejemplo, tras la ingesta de una dieta hipercal6rica
hay deficiencias en el desempefio en tareas de memoria de reconocimiento de objetos tanto
a corto plazo (Soares et al., 2013) como a largo plazo (Jurdak & Kanarek, 2009), lo mismo
se ha observado en tareas de memoria espacial evaluadas en el laberinto acuatico de
Morris, encontrando que la exposicion a dietas hipercaléricas afecta la evocacion de esta
tarea (Mielke et al., 2006; Ross et al., 2009; Soares et al., 2013).

En nuestro caso, encontramos que la exposicion a la dieta hipercalérica desde el
destete hasta los 5 meses de edad provoca dafios importantes tanto en la adquisicién como
en la memoria a largo plazo de una memoria espacial, esto podria deberse a que la
exposicion a la dieta se comenzé en la “adolescencia” de los animales, etapa que se
considera una ventana temporal vulnerable ya que los organismos se encuentran adn en
desarrollo y ésta etapa es crucial para la maduracion hipocampal (Jurdak & Kanarek, 2009).
Como ya se menciond previamente, Unicamente los animales jovenes expuestos a dieta
hipercalérica presentan alteraciones en la memoria espacial y en la eficiencia sinaptica
comparado con los adultos con dieta hipercalérica (Boitard et al., 2014; Khazen et al., 2019).

Adicionalmente, la adolescencia es un periodo decisivo para la maduracién del eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HHA) encargado de controlar las reacciones de estrés y
regular las emociones en los organismos. La exposicion a dietas hipercaléricas durante la
adolescencia de ratas altera la actividad del eje HHA, lo que aumenta la actividad de la
amigdala basolateral y mejora las memorias aversivas (Boitard et al., 2015). Ya que la
activacion del eje HHA induce un aumento en glucocorticoides, algunos grupos de

investigacion han reportado que este aumento interfiere con el establecimiento del LTP y
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en la evocacion del OLM, y el bloqueo de los receptores a glucocorticoides recupera estas
afecciones (Khazen et al.,, 2019), al igual que mejora la plasticidad de la amigdala
basolateral y atenta el aprendizaje de memorias aversivas (Boitard et al., 2015).
Finalmente, otra de las consecuencias del consumo temprano de este tipo de dietas es una
reduccién en la neurogénesis hipocampal (Boitard et al., 2012). Por lo tanto, es probable
gue en nuestro modelo joven con dieta hipercalérica se presenten las mismas
desregulaciones y que esto ayude a explicar su deterioro cognitivo ya que también se inicié
en la adolescencia e incluso el tipo de dieta y el tiempo de exposicion fue mayor a los
previamente reportados; sin embargo, son datos que faltaria explorar.

Por otra parte, la ejecucién de la memoria espacial en animales envejecidos se vio
levemente alterada. En las adquisiciones se puede observar como los animales tardan mas
en encontrar la plataforma; sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente diferente
contra los animales adultos controles de 5 meses. En la memoria a largo plazo, la latencia
de llegada de los animales envejecidos es mayor respecto al control de 5 meses. El grupo
de Gispen y colaboradores también encontraron un declive progresivo pero no significativo
en la adquisicion del laberinto acuatico de Morris de animales envejecidos en comparacion
a los jovenes, asi como una ligera atenuacion en la induccién y mantenimiento del LTP y
LTD en el hipocampo (Kamal et al., 2000). Por el contrario, De Fiebre y colaboradores
mostraron que ratones de 24 meses tienen problemas en la adquisicion de una memoria
espacial en la version normal del laberinto acuatico de Morris y en su version reversa (De
Fiebre et al., 2006). Finalmente, la evaluacion cognitiva de pacientes envejecidos en el
ambito clinico demuestra que el envejecimiento saludable conlleva un declive natural de
memoaria pero que no llega a ser clasificado como demencia (Jacgmin-Gadda et al., 1997,
Salthouse, 2010). Tomando todos estos datos en cuenta, comprobamos que el consumo
temprano de dietas hipercaldricas provoca deficiencias en la adquisicién y en la memoria a
largo plazo de memorias espaciales, dichas fallas son comparables a las fallas de memoria
gue se podrian encontrar en organismos envejecidos, sugiriendo que la exposicion
temprana a dietas hipercaléricas acelera la aparicion de deficiencias cognitivas en estos
animales.

Adicionalmente, las alteraciones metabdlicas encontradas predisponen al sistema a
mantener un estado pro inflamatorio generalizado (Blancas-Flores, 2010; Gregor &
Hotamisligil, 2011) por lo que probablemente nuestros animales se encuentren en dicho
estado. Como ya se mencioné en los antecedentes, una inflamacién periférica asociada a

obesidad y dietas hipercaléricas puede desencadenar una inflamacién central (astrogliosis)
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(Sharif & Prevot, 2017); por nuestra parte encontramos una mayor elongacion astrocitica
en los animales jévenes con dieta hipercaldrica en comparacion a sus controles, resultados
que van en concordancia con literatura previa (Calvo-Ochoa et al., 2014; Nagayach et al.,
2014b; Thirumangalakudi et al., 2008; Tsai et al., 2018). Este indicador de astrogliosis
podria deberse al estado inflamatorio central que se induce por el consumo de dietas
hipercaléricas durante la adolescencia (Boitard et al., 2014).

La activacién astrocitica que se encontré fue gracias al andlisis de los cambios
morfoldégicos de varios astrocitos de CALl hipocampal, con las reconstrucciones se
analizaron pardmetros como la hipertrofia y la remodelacion de sus procesos. Se encontro
que la dieta hipercal6rica en animales jovenes tiene efectos negativos en la longitud o
elongacion de los procesos astrociticos (distancia radial), asi como diferencias en su
complejizacion o ramificacion en distancias radiales especificas (numero de
intersecciones), sugiriendo cambios finos en la morfologia astrocitica que podrian asociarse
a hipertrofia astrocitica. Estos resultados concuerdan con los reportados con Calvo-Ochoa
y colaboradores, donde encuentran mas ramificaciones en astrocitos de ratas alimentadas
con dieta hipercaldrica (Calvo-Ochoa et al., 2014). El aumento en la reactividad astrocitica
también se ha reportado mediante western blot en el hipotdlamo de ratones alimentados
con dieta hipercal6rica (Berkseth et al., 2014) o en el hipocampo de ratas con un modelo
de diabetes (Nagayach et al., 2014a).

Sin embargo, es importante mencionar que no todos los estudios reportan una
elevacién de GFAP (indicador de activacion astrocitica), Tsai y colaboradores reportan una
disminucién en la ramificacién astrocitica en ratones alimentados con dieta hipercal6rica
durante 3 meses (Tsai et al., 2018) y en modelos animales de diabetes se ha reportado
mediante western blot una menor expresion de GFAP en hipotalamo (Lechuga-Sancho et
al., 2006), en hipocampo y en corteza (Coleman et al., 2004). Estas variaciones se pueden
deber a la funcién que tenga el astrocito reactivo, ya que se ha reportado que a pesar de
tener una alza en la expresién de GFAP para modificar su morfologia, este astrocito puede
tener un papel dual sirviendo como proveedor de moléculas que ayuden a la restauracion
del dafio o bien moléculas pro inflamatorias que perjudican mas al sistema (Anderson et al.,
2014; Liddelow & Barres, 2017; Pekny et al., 2014).

Una de las limitaciones del presente trabajo es que solo se evallo la activacion
astrocitica con un marcador de citoesqueleto como GFAP; sin embargo, una perspectiva
interesante incluiria realizar una caracterizacion mas completa para conocer el pefrfil

secretor del astrocito reactivo. Estudios previos han caracterizado que tras la ingesta de
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dietas hipercaloricas, puede haber una disminucion de GFAP asi como una diminucién de
transportadores de glutamato como GLAST y GLT-1, lo que sugeriria que los astrocitos
estan dejando de recapturar el glutamato de la hendidura sinaptica y esto a su vez podria
favorecer muerte neuronal por excitotoxicidad (Tsai et al., 2018), también tras la ingesta de
dietas hay una menor cantidad de lactato en el hipocampo, y ya que los astrocitos tienen
un papel activo en la produccion, utilizacion y almacenamiento de la energia del cerebro,
estos resultados sugeririan que la reduccion de astrocitos tiene un efecto negativo en el
metabolismo energético central (Tsai, Chen, et al., 2018).

En los grupos envejecidos no se encontraron diferencias en la suma total de
intersecciones o en la distancia radial, Gnicamente se encontraron ligeras diferencias en las
ramificaciones de los astrocitos a distancias radiales especificas entre los animales 5mNC
vs 10mNC y 19mNC. Se sabe que los astrocitos envejecidos pueden tener un impacto
negativo en la salud del SNC ya que tienen una disminucion en la produccién de ciertos
factores metabdlicos y troficos necesarios para la comunicacion celular como el ATP y
neurotrofinas (Palmer & Ousman, 2018), también hay un aumento paulatino de astrogliosis
durante el envejecimiento en todo el hipocampo acompafiado de una disminucién de la
enzima glutamina sintasa (Rodriguez et al., 2014).

A pesar de que los antecedentes mencionan que el envejecimiento promueve un
estado pro inflamatorio per se (Navarrete-Reyes & Montafia-Alvarez, 2009) y que esto se
veria reflejado en mas astrogliosis, nosotros no vimos dicho aumento de GFAP o una
astrogliosis durante el envejecimiento de los ratones. Como ya se menciond anteriormente,
el perfil secretor del astrocito tiene un papel fundamental en su funcionamiento y se sabe
que los astrocitos envejecidos tienen un fenotipo reactivo inflamatorio, al que se le conoce
como astrocitos tipo Al (Clarke et al., 2018). Con esto, se puede notar gue no
necesariamente tiene que haber un aumento significativo de astrocitos reactivos, sino que
estos puedan tener un fenotipo secretor inflamatorio, por lo que el hecho de no encontrar
diferencias en nuestros grupos envejecidos no descarta la posibilidad de que las células
positivas para GFAP que encontramos sean de tipo Al y que eso este explicando las fallas
cognitivas; sin embargo, se tendria que evaluar esto para poder llegar a una conclusién
certera.

Uno de los objetivos del presente trabajo era evaluar si los niveles de GFAP sérico
podrian servir de indicador de dafio central. Esto fundamentado en el hecho de que tanto
las dietas hipercaléricas como el envejecimiento aumentan la permeabilidad de la BHE

(Elahy et al., 2015; Kanoski et al., 2010; Ouyang et al., 2014) y que causan alteraciones en
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el sistema glinfatico (Benveniste et al., 2019), ambas posibilidades hacen factible la
deteccién de esta proteina en fluidos periféricos (Petzold, 2015). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en la cantidad de GFAP sérico evaluado por ELISA
en los animales expuestos a dieta hipercalérica ni en los animales envejecidos. Esto podria
deberse a que el dafio ocasionado por la dieta no result6 tan intenso como esperabamos,
o bien, que el sistema fue capaz de contender ante el dafio, por lo que se propone que en
un futuro se incluya la evaluacién de la integridad de la BHE para tener un mayor
entendimiento del fenémeno.

Los antecedentes que analizan GFAP sérico utilizan casos de dafios severos como
isquemias o traumatismos craneoencefalicos (McMahon et al., 2015; Missler et al., 1999) o
bien en enfermedades neurodegenerativas e irreversibles como la enfermedad de
Alzheimer (Oeckl et al., 2019; Petzold et al., 2004). En el transcurso de la elaboracion de
esta tesis, también se evaluaron los niveles de GFAP sérico en casos de adultos mayores
de 65 afios con trastorno neurocognitivo que presentaban o no DMT2; de manera
interesante, encontramos un aumento significativo de GFAP sérico Unicamente en los
pacientes envejecidos con diabetes y con trastorno neurocognitivo, ademas dichos niveles
de GFAP sérico tienen una correlacion negativa con el desempefio cognitivo evaluado con
la prueba mini mental (Ayala-Guerrero et al, en preparacion). Es decir, parece ser que GFAP
sérico Unicamente tiene un valor informativo importante sobre el estado central cuando el
dafio es muy severo e irreversible. Por lo que, se propone que en un futuro se evalle el
impacto de la dieta hipercalérica desde el destete (adolescencia) hasta la adultez (10m) o
inicios del envejecimiento (15m) para indagar si bajo estas condiciones, que son mas
similares a las reportadas en humanos, GFAP sérico tienen un valor informativo del dafio
central y un valor predictivo del deterioro cognitivo en etapas previas a que el dafio sea
irreversible.

Finalmente, no se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de GFAP
sérico con GFAP central en ninguno de los grupos, esto nuevamente podria deberse a que
el dafio inducido parece ser insuficiente, por lo que es de esperarse gue no haya relacién
alguna. Respecto a los parametros cognitivos, no se encontraron correlaciones
significativas entre el GFAP sérico ni central con la latencia de llegada a la plataforma ni
con el numero de cruces. Si se analiza con cuidado la dispersién de los datos en la
evocacion de la memoria espacial del grupo 5mHC, se puede notar que hay animales que
tienen un desempefio muy deficiente, desempefio normal y desempefio excelente, estas

variaciones en la ejecucion de la prueba nos confirman que el dafio no fue tan severo por
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lo que habria que analizar mas detalladamente a los animales con memoria deficiente y sus
niveles de GFAP sérico. En el presente trabajo, se tomaron al azar 10 animales por grupo
para cuantificar GFAP sérico, por lo que se propone aumentar la n en estos experimentos.
Respecto a los parametros metabolicos, se encontré una correlacion negativa entre
los niveles de GFAP sérico con el peso y la glucosa en sangre Gnicamente de los animales
controles, es decir entre mayores niveles de GFAP sérico los animales pesan menos y sus
niveles de glucosa basal en ayuno son menores, y viceversa. Esto podria explicarse ya que
el sistema metabdlico y el sistema inmune estan muy relacionados, la respuesta
inflamatoria modifica el metabolismo del organismo favoreciendo o suprimiendo diferentes
vias de sefalizacion, entre ellas la via de la insulina (Wanrooy et al., 2018). De esta manera,
entre mayor inflamacién (mas GFAP) se podria estar activando mas la via de la insulina y
por ende tener menores niveles de glucosa en sangre, para confirmar esto es necesario un
andlisis metabdlico mas amplio que incluya la medicién de insulina en plasma.
Adicionalmente, Zhang vy colaboradores, demostraron que los astrocitos
hipotalamicos son vitales para el control del balance metabdlico y que estos pueden
cambiar su morfologia dependiendo si el organismo se encuentra en un estado de sobre
nutricion o en ayuno. Dichos cambios morfolégicos influyen en cambios fisiol6gicos
periféricos incluyendo la ingesta de alimento (relacionada con el peso), la regulacién de la
glucosa y la presion sanguinea (Zhang et al., 2017). Probablemente el andlisis de la
astrogliosis en el hipotdlamo nos pueda ayudar a explicar mejor las correlaciones

significativas encontradas en el presente trabajo.
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7. CONCLUSION

Con los datos obtenidos en el presente trabajo se confirma el efecto deletéreo de
las dietas hipercal6ricas sobre la formacion de memorias espaciales. Adicionalmente, se
confirma que la adolescencia es un periodo vulnerable en donde se pueden inducir dafios
tempranos, por lo que exponer a dietas hipercaléricas desde periodos juveniles podria tener
repercusiones graves a largo plazo; por ejemplo, estos animales podrian llegar al
envejecimiento con deterioros cognitivos mucho mayores a los ya reportados por la simple
edad. También, el presente trabajo muestra evidencia de que el consumo de dietas
hipercaldricas favorece una activacion astrocitica hipocampal comparable a la que se
podria desarrollar en el envejecimiento natural. Sin embargo, seria util seguir explorando
este comportamiento con un andlisis de diferentes areas del hipocampo, asi como hacer

una caracterizacién completa del perfil secretor de los astrocitos reactivos encontrados.

Finalmente, por los antecedentes previamente citados, parece ser que GFAP sérico
es un buen marcador de dafio central siempre y cuando este sea severo. El objetivo de este
trabajo era indagar sobre el papel de GFAP sérico en etapas previas, cuando el dafio aldn
se puede tratar y prevenir; sin embargo, no se encontraron cambios en los niveles séricos
de GFAP entre los grupos, lo que indica que, bajo estas condiciones, el GFAP sérico no es
un buen marcador periférico de dafio central en etapas iniciales, por lo que seria
conveniente examinar los niveles séricos de GFAP en etapas avanzadas de dicho dafio. A
pesar de esto, hasta el momento no se habia evaluado los niveles de GFAP sérico tras la
ingesta de dietas hipercaldricas en etapas vulnerables ni durante el envejecimiento normal,
por lo que estos resultados aportan nueva evidencia sobre el comportamiento de GFAP

sérico bajo estas condiciones.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Correlaciones simples entre todos los parametros

Si los datos cumplian el supuesto de normalidad se analizaron con correlacion simple
de Pearson, sino lo cumplian se analizaron con correlacion simple de Spearman. Las
casillas amarillas indican aquellas correlaciones significativas (p<0.05) y las casillas
rosas indican correlaciones con una fuerte tendencia a ser significativas (p=0.059 o
0.06).

8 § ©
8 g o «| S| §
Valores r g § % % § § § é Dﬁ_
(Pearson o Spearman) é g E 5 aQ o) S g g

o] 2

Distancia Radial 0.40 | 0.04 | 0.07 | 0.05 | 0.26 | 0.02 | 0.43 | 0.29
No intersecciones 0.40 -0.17 | 0.05 | 0.48 | 0.22 | 0.36 | 0.28 | -0.02
Latencia 0.04 | -0.17 0.30 | 0.00 | 0.12 | -0.03 | 0.16 | 0.13
Cruces 0.07 | 0.05 | 0.30 -0.23 | 0.54 | 0.37 | 0.05 | 0.17
5mNC | Peso 0.05 | 0.48 | 0.00 | -0.23 0.50 | 0.45 | 0.59 | -0.75
Grasa 0.26 | 0.22 | 0.12 | 0.54 | 0.50 0.68 | 0.60 | -0.20
Glucosa 0.02 | 0.36 | -0.03 | 0.37 | 0.45 | 0.68 0.38 | -0.72
ABC_Glucosa 0.43 | 0.28 | 0.16 | 0.05 | 0.59 | 0.60 | 0.38 -0.57

GFAP suero 0.29 | -0.02 | 0.13 | 0.17 | -0.75| -0.20 | -0.72 | -0.57
Distancia Radial 0.92 | 0.22 | -0.01 | -0.44 | -0.55 | -0.50 | -0.47 | -0.19
No intersecciones 0.92 0.37 | -0.20 | -0.24 | -0.38 | -0.42 | -0.27 | -0.05
Latencia 0.22 | 0.37 -0.77 | 0.06 | 0.51 | 0.11 | 0.57 | 0.32
Cruces -0.01 | -0.20 | -0.77 -0.25 | -0.51 | -0.53 | -0.63 | -0.45
5mHF | Peso -0.44 | -0.24 | 0.06 | -0.25 0.28 | 0.67 | 0.76 | 0.54
Grasa -0.55|-0.38 | 0.51 | -0.51 | 0.28 0.26 | 0.67 | 0.22
Glucosa -0.50 | -0.42 | 0.11 | -0.53 | 0.67 | 0.26 0.68 | 0.41
ABC_Glucosa -0.47 | -0.27 | 0.57 | -0.63 | 0.76 | 0.67 | 0.68 0.48

GFAP suero -0.19 (-0.05| 0.32 | -045| 0.54 | 0.22 | 0.41 | 0.48
Distancia Radial 0.39 | 0.09 | -0.09 | -0.02 | 0.04 | -0.29 | 0.02 | -0.37
No intersecciones 0.39 -0.33| 0.48 | 0.07 | 0.54 | -0.27 | 0.14 | -0.24
Latencia 0.09 | -0.33 -0.65 | -0.62 | -0.64 | -0.30 | -0.41 | 0.62
10m Cruces -0.09 | 0.48 | -0.65 0.09 | 0.34 | -0.33 | 0.02 | 0.22
Peso -0.02 | 0.07 | -0.62 | 0.09 0.69 | 0.83 | 0.16 | -0.48
Grasa 0.04 | 0.54 | -0.64 | 0.34 | 0.69 0.32 | 0.50 | -0.46
Glucosa -0.29 | -0.27 | -0.30 | -0.33 | 0.83 | 0.32 0.08 | -0.33
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ABC_Glucosa 0.02 | 0.14 | -0.41 | 0.02 | 0.16 | 0.50 | 0.08 -0.38
GFAP suero -0.37 | -0.24 | 0.62 | 0.22 | -0.48 | -0.46 | -0.33 | -0.38
Distancia Radial 0.83 | -0.45 | -0.43 | 1.00 | 0.98 | -0.37 | -0.21 | -0.87
No intersecciones 0.83 -0.48 | -0.49 | -0.50 | -0.50 | -0.50 | -0.50 | -0.77
Latencia -0.42 | -0.48 -0.27 | 0.60 | 0.60 | -1.00 | -1.00 | 0.13
Cruces -0.43 | -0.49 | -0.27 0.18 | 0.40 | 0.35 | 0.65 | 0.41

15m Peso 1.00 | -0.50 | 0.60 | 0.18 0.88 | -0.59 | -0.31 | -0.01
Grasa 0.98 | -0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.88 -0.67 | -0.35 | -0.18
Glucosa -0.37 | -0.50 | -1.00 | 0.35 | -0.59 | -0.67 0.93 | 0.92
ABC_Glucosa -0.21 | -0.50 | -1.00 | 0.65 | -0.31 | -0.35 | 0.93 0.97
GFAP suero -0.87 | -0.77 | 0.13 | 0.41 | -0.01 | -0.18 | 0.92 | 0.97
Distancia Radial 0.81 | -0.15| 0.02 | -0.05 | 0.12 | 0.63 | 0.04 | -0.53
No intersecciones 0.81 -0.23 | 0.17 | -0.36 | 0.09 | 0.24 | -0.59 | -0.31
Latencia -0.15 | -0.23 -0.24 | -0.11 | -0.12 | -0.06 | 0.22 | 0.37
Cruces 0.02 | 0.17 | -0.24 0.07 | 0.10 | 0.01 | 0.09 | 0.42

19m Peso -0.05 | -0.36 | -0.11 | 0.07 0.74 | 0.62 | 0.73 | 0.22
Grasa 0.12 | 0.09 |-0.12 | 0.10 | 0.74 0.37 | 0.29 | 0.19
Glucosa 0.63 | 0.24 | -0.06 | 0.01 | 0.62 | 0.37 0.79 | -0.28
ABC_Glucosa 0.04 | -0.59 | 0.22 | 0.09 | 0.73 | 0.29 | 0.79 0.10
GFAP suero -0.53 |-0.31| 0.37 | 0.42 | 0.22 | 0.19 | -0.28 | 0.10
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