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RESUMEN

La inflamacion cronica de bajo grado es una condicidn caracterizada por la elevacion
de niveles circulantes de citocinas inflamatorias como la proteina C-reactiva (CRP) y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), asi como la infiltracion de macrofagos a tejidos periféricos
sin inducir lesién o pérdida de funcionalidad de tejido. Este tipo de inflamacion a su vez esta
estrechamente relacionado con el desarrollo de enfermedades metabdlicas como obesidad,
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), sindrome metabdlico (SM), los cuales se han convertido en
un problema de salud publica en México. Asimismo, numerosas investigaciones sugieren que
esta condicién puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de deficiencias en los

procesos cognitivos tales como el aprendizaje y la memoria.

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue determinar si existe una relacion temporal
entre el desarrollo de la inflamacién crénica de bajo grado y la alteracion en la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos (NOR) y de Laberinto de Barnes (LB). Para ello se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar, a los cuales se les administré una dieta estandar y

una dieta alta en sacarosa (DAS) al 20% p/v. a lo largo de 40 semanas.

Los resultados muestran que las ratas sometidas a una DAS presentan alteraciones
propias del SM, asi como elevacion en la concentracion de CRP y TNFa en las semanas 20
y 40 de tratamiento, lo cual indica la presencia de un estado inflamatorio cronico de bajo

grado.

En la parte cognitiva, no se encontraron alteraciones en la curva de aprendizaje, sin

embargo, se obtuvieron menores indices de reconocimiento de objetos a las 20 semanas con



DAS, dicho resultado correlaciona moderadamente con la concentracion de TNFa en sangre.
Estos resultados sugieren que el aumento de biomarcadores de inflamaciéon a nivel periférico
podria orientar hacia una alteracion central, la cual puede estar afectando la memoria de

reconocimiento en las ratas tratadas con una DAS.

Palabras Clave: sindrome metabolico, inflamacion crénica de bajo grado, prueba de

reconocimiento de objetos novedosos, laberinto de Barnes.



. INTRODUCCION

La inflamacion es un componente central de la inmunidad innata. Clasicamente, se
trata de la respuesta local ante una lesion fisica, un proceso infeccioso o una respuesta
inmunitaria local (Murphy, Travers y Allport, 2009; Minihane et al., 2015), dirigido a aislar
el tejido afectado, destruir las células dafiadas y restaurar la integridad tisular (Correale y
Villa, 2004), asi como a la defensa del tejido por la produccién de: sustancias citotoxicas,
quimiocinas para el reclutamiento de poblaciones de células inmunitarias especificas y de
citocinas para la coordinacion de las respuestas inmunes de las células del estroma locales,
de la vasculatura y del sistema inmunologico propio (Carson, Doosem Melchor, Schmid y

Ploix, 2006).

En general, la fase aguda de la inflamacion lleva a la recuperacion desde la infeccion
hasta la curacion, retornando a su estado normal en pocos dias. Sin embargo, hay ocasiones
en que, el proceso puede convertirse en un estado inflamatorio crénico de bajo grado
(Murphy et al., 2009), el cual es una caracteristica patologica de afecciones metabolicas
como: el SM, obesidad y DM (Minihane et al., 2015), donde existen niveles elevados de
biomarcadores inflamatorios, como: proteinas de fase aguda, citocinas proinflamatorias,

moléculas de adhesion y adipocinas (Wérnberg, Cunningham et al., 2011).

Por otra parte, se ha sugerido que la funcién cerebral es susceptible a los efectos de
la inflamacién cronica de bajo grado, desempefiando un papel en el desarrollo de deficiencias
en los procesos cognitivos (Almeida-Suhett, Graham, Chen y Deuster, 2017). Teniendo a su
vez, importantes implicaciones para la salud publica en México, debido a la prevalencia cada

vez mayor de los trastornos metabolicos. De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud



Publica (INEGI) a traves de la Encuesta nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), en 2018
se report6 que, a nivel nacional el porcentaje de adultos mayores de 20 afios que presentan
obesidad es de 36.1%, mientras que el 39.1% presenta obesidad. Por otra parte, el 10.3%
cursa con DM, asi como el 18.4 report6 tener Hipertension y el 19.5% triglicéridos y

colesterol elevados.

Por lo tanto, el proposito de esta tesis fue mostrar si la presencia de marcadores de
inflamacion cronica de bajo grado se relaciona con la alteracion en el desempefio en tareas

de memoria visuoespacial y de reconocimiento.

Il. ANTECEDENTES

1. Inflamacidn crénica de bajo grado

La inflamacidn cronica de bajo grado se diferencia de la respuesta inflamatoria
clasica, ya que ésta se caracteriza por la elevacion en los niveles circulantes de proteinas de
fase aguda y citocinas con actividad inflamatoria, asi como el aumento en la infiltracién de
células inmunes en tejido insulinodependiente sin inducir lesion estructural o funcional en el

tejido (Le6n Pedroza et al., 2015).

Existe una fuerte asociacion entre este tipo de inflamacion y las alteraciones
metabolicas, llegando a considerarse una caracteristica principal de la obesidad, hipertension
arterial, DM2, Dislipidemia e hiperglucemia, que en su conjunto dan pie al SM (Shabab et
al., 2016; Hamasaki, Machado y Pinheiro da Silva, 2017; Ledn Pedroza et al., 2015). Esto es
debido a que, uno de los primeros mecanismos implicados en la aparicion de este cuadro
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inflamatorio es consecuencia del exceso de grasa, el cual a su vez provoca la hipertrofia de
adipocitos y el reclutamiento de numerosas celulas inmunolédgicas como los macréfagos,
desde la periferia hacia el tejido adiposo, para iniciar asi la produccién de biomarcadores
inflamatorios como el TNFa (Calder et al., 2013; Lasselin y Capuron, 2014; Ledn Pedroza

etal., 2015).

De igual manera, estados metabolicos alterados como la dislipidemia y la
hiperglucemia pueden inducir una respuesta inflamatoria en el macréfago a través de la
activacion de receptores tipo toll (TLR, por sus siglas en inglés toll like receptor)-1, 2, 4y 6
localizados en la superficie del macréfago en respuesta a la union de estos con los acidos
grasos libres y los productos terminales de glucosilacion avanzada, caracteristicos de estas
patologias (Leon Pedroza et al., 2015; Koop et al., 2009), induciendo asi la liberacion de

citocinas inflamatorias (Hotamisligil y Erbay, 2008).

Durante este cuadro inflamatorio, los tejidos adiposos, hepatico y muscular sufren
infiltracion de macréfagos inflamatorios productores de TNFa, 1o cual interfiere
directamente con la capacidad de estos tejidos para responder a la insulina, provocando asi
una respuesta compensatoria inadecuada durante la hiperinsulinemia, seguida de la
claudicacion y apoptosis de las células  pancreaticas, desembocando en una disminucion de
los niveles de insulina y por consecuencia en el establecimiento de la DM2 (Ledn Pedroza et

al., 2015).

Algunos parametros de la respuesta inflamatoria pueden ser medidos en plasma,
siendo la PCR el marcador mas comUnmente utilizado debido a su alta sensibilidad ya que

es el principal mediador de la respuesta de fase aguda después de un evento inflamatorio y
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se sintetiza principalmente mediante la biosintesis hepatica dependiente de interleucina 6 (IL-
6) y que a su vez es fuertemente asociado con la obesidad y el SM (Sproston y Ashworth,
2018). De igual manera, las citocinas proinflamatorias como IL-6, interleucina-1p (IL-1B) y
el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a) han sido también asociados con obesidad y

componentes del SM (Warnberg, Cunningham et al., 2011).

2. Modelos animales de inflamacidn crénica de bajo grado.

Debido a que la inflamacion crénica de bajo grado es un cuadro comdn en diferentes
alteraciones metabdlicas, se han utilizado modelos animales donde se induce esta condicion
inflamatoria a través de una aproximacion experimental de enfermedades crénicas como el
caso del SM, que es un conjunto de datos fisiopatolégicos como dislipidemia, hipertension,
obesidad, hiperinsulinemia, enfermedades cardiovasculares y procesos proinflamatorios
(Rojas et al., 2010). En este tipo de modelos se realiza una modificacion a la dieta de ratas y

ratones que es rica en grasas o alta en carbohidratos como la sacarosa (Long et al., 2017).

Dieta alta en grasas (DAG): Se realiza un aumento que habitualmente varia entre el

30 y 60% de grasa en la dieta que consiste en manteca de cerdo, aceite de pescado, oliva o
soya, asi como grasa de coco o mantequilla (Larqué etal., 2011). En general, se ha observado
que el aumento en la ingesta de grasa genera un aumento de peso corporal y tejido adiposo,
asi como un aumento en el nivel de &cidos grasos libres, colesterol, triglicéridos, glucosa e
insulina. Esto da lugar a obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,
hiperlipidemia e hipertension, asi como inflamacion persistente en tejidos metabdlicos

periféricos (Larqué, 2011; Long et al., 2017).
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Dieta alta en sacarosa (DAS): consiste en la administracion de una dieta elevada en

sacarosa por medio del agua para beber, y de esta forma inducir SM. Asimismo, se ha
utilizado con variaciones que van del 10% al 65% p/v en la concentracion de sacarosa y en
el tiempo de exposicion a esta dieta (Noble y Kanoski, 2016; Martinez, 2011). En estudios
previos, el grupo tratado con este modelo mostré diferencias significativas respecto al control
en variables como peso, consumo de alimento e ingesta de agua, indice de masa corporal,
grasa abdominal, niveles de insulina, triglicéridos, asi como en la presion arterial y curvas de
tolerancia a la glucosa. De igual manera se han reportado alteracion en la liberacion de

factores inflamatorios y especies reactivas de oxigeno (Larqué et al., 2011).

En la presente investigacion se utilizd el modelo DAS a 20% (p/v) descrito por
Larqué, con ratas macho de la cepa Wistar; cabe mencionar que la cepa de ratas utilizada se
selecciond porque esta no muestra susceptibilidad genética hacia el desarrollo de obesidad o
DM. De acuerdo con la caracterizacion de este modelo, las ratas desarrollan SM a las ocho

semanas de tratamiento con sacarosa (Larqué et al., 2011).
3. Aprendizaje y memoria.

El aprendizaje es el proceso por el cual se adquiere nueva informacion o conocimiento
(Bermldez y Prado, 2001). Este, es un mecanismo biol6gico para enfrentar al mundo
cambiante, el cual permite al organismo evolucionar a nuevas formas de conducta de un
modo rapido. (Kandel, Schwartz y Jessell, 1997). Este cambio estd estrechamente
relacionado con la memoria, que es el proceso por el cual retenemos y recurrimos al
conocimiento adquirido previamente para utilizar esa informacién en el presente (Tulving,

2000).

12



Especificamente, se han identificado tres operaciones comunes de la memoria:
codificacion, almacenamiento y recuperacion, cada una de ellas representa una etapa en el
procesamiento de la memoria. Durante la codificacion se transforman los datos sensoriales
en una forma de representacion mental, en el almacenamiento se conserva la informacién
codificada en la memoria, y en la recuperacion se extrae o utiliza la informacién almacenada
en la memoria (Sternberg, 2011). Dichos procesos son posibles a través de cambios
persistentes en las relaciones neuronales, ya sea por modificaciones estructurales y/o eventos
bioquimicos en el interior de las neuronas, lo cual determina los cambios en la comunicacion

neuronal.

o Memoria Visuoespacial.

Es la capacidad de recuperar informacion sobre el entorno o contexto, para orientarse
y ubicarse a través de claves visuales (Sharma, Rakoczy y Brown-Borg, 2010) cuyo objetivo
final es el almacenamiento de la representacion espacio-perceptual de los lugares a los que
se expone un animal (Kandel, 2007). La evocacién de esta informacion, para la solucion de
tareas, requiere de la asociacion entre las caracteristicas sensoriales del medio ambiente y las
sefiales visuoespaciales. La memoria visuoespacial se ha visto como una de las principales
funciones cognitivas que se ven afectadas en modelos animales donde se inducen alteraciones

metabolicas (Dinel et al., 2011).

Los estudios de pacientes con lesiones en los I6bulos temporales proveen evidencia
de que la memoria declarativa y la consolidacion de la informacion estan relacionadas con el
I6bulo temporal medial, en especial con el hipocampo. Existen estudios que reportan un

notable deterioro en el aprendizaje y memoria espacial en roedores con lesion del hipocampo,
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evaluados a través de laberintos, siendo el hipocampo derecho el que se ha relacionado

especificamente con las tareas espaciales (Klur et al., 2009).

o Memoria de Reconocimiento.

La memoria de reconocimiento es la capacidad para identificar con precision un
estimulo, objeto, persona o situacion en particular como algo ya vivido o visto anteriormente
y en la cual estan implicados dos procesos: la familiaridad y el recuerdo (Fernandes, 2005).
Ambos procesos fueron descritos en un principio por Atkinson y Joula en la década de 1970,
siendo la familiaridad un proceso rapido de reconocimiento, mientas que por otro lado el
recuerdo se refiere a un proceso mas lento para recuperar informacion detallada especifica

(Stern y Hasselmo, 2009).

Posteriormente, Endel Tulving en 1983 propuso que el reconocimiento podria
dividirse en “recoleccion” o recordar y “familiaridad” o conocer. Proponiendo que el proceso
de recoleccion implica la recuperacion de la experiencia episddica previa al encuentro con el
estimulo a recordar, incluyendo los detalles contextuales asociados con ese evento. Del
mismo modo, la familiaridad es propuesta como un proceso que no se basa en ningln
recuerdo explicito de los detalles del contexto espacial o temporal del evento anterior (Stern

y Hasselmo, 2009).

El papel del hipocampo en la memoria de reconocimiento ha sido objeto de intenso
debate, sin embargo, existe un amplio acuerdo de que los aspectos mas complejos de la
memoria de reconocimiento, incluidos los aspectos de la recoleccion, contextuales,

asociativos y espaciales de la memoria de reconocimiento, se basan en el hipocampo.
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La posicion dominante indica que el hipocampo juega un papel critico en el
procesamiento de las relaciones entre elementos discretos, principalmente en
representaciones de vinculos de elementos a informacion contextual (Olsen, Moses, Riggs y
Ryan, 2012). Varios autores han asociado los procesos de unién apuntalados por el
hipocampo con el concepto de recoleccion episodica, mientras que la memoria de
reconocimiento para elementos individuales puede lograrse por procesamiento de

familiaridad en regiones extrahipocampales (Bird, 2017).

Asimismo, se ha reportado que el hipocampo esta implicado en el reconocimiento de
objetos cuando se emplean retrasos extensos, lo que podria indicar que el hipocampo es
importante para el mantenimiento de las representaciones de objetos, mientras que cuando se
emplean demoras cortas, el desempefio en tareas de reconocimiento de objetos no suele verse

afectado por el dafio al hipocampo (Soares et al., 2013).

Estudios en humanos y animales en donde se utilizan pruebas conductuales, de
registro, de imagenes y lesiones indican que la memoria de reconocimiento implica al menos
dos procesos separables, la discriminacion de familiaridad y el recuerdo, y que la corteza
perirrinal esta particularmente involucrada en la discriminacion de familiaridad para
elementos individuales y en el almacenamiento de representaciones de objetos que luego se
pueden usar para diferenciar objetos particulares durante la recuperacion de la memoria

(Soares et al., 2013).

4. Citocinas y alteraciones cognitivas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular el cual varia de 8 a 30 kDA y que

son producidas principalmente por células del sistema inmunologico como los monocitos,
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macrofagos, mastocitos, linfocitos, aunque también por otras células como fibroblastos,
células endoteliales, neuronas y adipocitos, cuya funcion es regular la comunicacion entre
las células inmunes y la respuesta inflamatoria del organismo (Wéarnberg, Romero et al.,

2011; Arisi, 2014).

Mientras que a nivel de SNC las citocinas desempefian un papel importante en la
cognicion, en particular en el aprendizaje y la memoria dependiente de hipocampo, como es
el caso de la memoria espacial, el reconocimiento de objetos y el condicionamiento del miedo
contextual (McAfoose y Baune, 2009), su desregulacion influye directamente en dichos

procesos cognitivos produciendo deterioro cognitivo (Gomez-Smith et al., 2016).

Dentro de las citocinas proinflamatorias més estudiadas por su impacto en la
cognicion se encuentran la interleucina 1 (1L-1), la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis

tumoralo (TNFa):

o La familia de IL-1 bajo condiciones fisioldgicas puede desempefiar un
papel en los procesos de consolidacion de la memoria. En general, las
concentraciones basales de IL-1B son necesarias para el mantenimiento de la
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) y la funcion adecuada de
memoria dependiente de hipocampo, y cualquier desbalance de este rango fisioldgico
como la sobreexpresion de esta citocina, inhibe la LTP y da como resultado un
deterioro en la memoria (McAfoose y Baune, 2009; Goshen et al., 2007).

o La IL-6 es un importante regulador de la neurogénesis y es esencial
para el aprendizaje espacial. Se ha observado que ratones transgénicos adultos que

sobreexpresan IL-6 presentan una reduccion del 63% en la neurogénesis de la
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circunvolucion dentada del hipocampo (Valliéres, Campbell, Gage y Sawchenko,
2002). Del mismo modo, en el envejecimiento normal y en enfermedades
neurodegenerativas la sobreexpresion de IL-6 puede interferir con el funcionamiento
cognitivo al alterar la neurogénesis (McAfoose y Baune, 2009).

o El TNFa en condiciones inmunoldgicas optimas es esencial para las
funciones normales de memoria y aprendizaje (Baune et al., 2008), ya que regula a la
alza los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
(AMPA), cuya estabilidad y ciclo en las sinapsis son esenciales tanto en la LTP como
en la depresion a largo plazo (LTD). Asimismo, se ha observado que los niveles
fisiopatoldgicos de TNFa en un tiempo prolongado contribuyen a la desregulacion de
la homeostasis sinaptica inhibiendo la LTP en el giro dentado de ratas (Stellwagen y
Malenka, 2006); del mismo modo, en modelos transgénicos donde se sobreexpresa
TNFa se ha demostrado que este produce deterioro cognitivo (McAfoose y Baune,
2009) a través la memoria espacial a largo plazo. De igual manera, la inhibicion de la
sintesis de TNFa puede restaurar la funcion cognitiva desde una perspectiva

conductual y celular (Belarbi et al., 2012).

Estos hallazgos van de la mano con la evidencia encontrada en pacientes que cursan

con enfermedades asociadas con inflamacidn, como es el caso de la obesidad, en donde se ha

evidenciado un estado inflamatorio crénico (Rummel, Inoue, Poole y Huheshi, 2010);

asimismo, se ha asociado tanto a las desregulaciones metabolicas como a las alteraciones en

la conducta puesto que conduce a una disfuncién en regiones cerebrales vulnerables

asociadas con la regulacion del estado de animo, el aprendizaje y la memoria, especialmente

en el hipocampo.
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En estudios con humanos se ha observado que la obesidad y/o el aumento en la
adiposidad abdominal se asocian con una puntuacion reducida en el Mini-Mental State
Examination (MMSE) y en pruebas de memoria o funciones ejecutivas (Gunstad, Lhotsky,

Wendell, Ferrucci y Zonderman, 2010; Elias, Elias, Wolf, y D’ Angostino, 2003).

Por otra parte, en estudios donde se induce a las ratas un estado de SM por medio de
dietas altas en grasa (Dinel et al., 2011) o alta en sacarosa (Molteni et al., 2002), se ha
observado que estas presentan déficits en funciones cognitivas, siendo la memoria
dependiente de hipocampo una de las principales funciones cognitivas que se ve afectada por
el SM, en especial la memoria visuoespacial. Estas alteraciones también podrian estar
asociadas a inflamacién cronica de bajo grado y activacion de citocinas en ciertas zonas del

cerebro (Dinel et al., 2011; Arisi, 2014).

5. Evaluacion de alteraciones cognitivas en modelos animales

El estudio de las alteraciones cognitivas ha dado pie a multiples métodos y pruebas
utilizadas en animales de experimentacidn, mayoritariamente en primates, ratas y ratones, ya
que sus procesos neuronales y funciones cognitivas son similares a los de la especie humana.
En este proyecto se abordaron principalmente las pruebas de conducta para evaluar memoria

visuoespacial y de reconocimiento.

El aprendizaje espacial y la memoria de los roedores de laboratorio cominmente se

evallan a través de la habilidad de navegacion en laberintos.
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a) Laberinto de Barnes

Dentro de los diferentes protocolos existentes para la evaluacion de la memoria
visoespacial en ratas, la literatura especializada muestra que los protocolos mas comunes son:
el Laberinto Radial de Olton y Samuelson, y el Laberinto Acuatico de Morris creadas en
1976y 1984 respectivamente. Otro protocolo que ha sido ampliamente aceptado para evaluar
tanto aprendizaje como memoria espacial dependiente del hipocampo en ratas, ademas de
permitir estudiar la memoria de trabajo, memoria de referencia, memoria a corto y largo
plazo, es el Laberinto de Barnes creada por Carol Barnes en 1979 (Navarrete et al., 2008),
el cual cuenta con grandes ventajas en comparacion de los anteriores ya que no involucra un
factor estresante como la privacion de alimento, en el caso del Laberinto Radial de Olton y

Samuelson, y el nado como en el Laberinto de Morris.

Este protocolo ha mostrado ser sensible a cambios en la memoria y el aprendizaje
visuoespacial, tal como se muestra en un estudio reciente donde se utiliz6 el laberinto de
Barnes para evaluar el deterioro conductual en un modelo animal de Alzheimer con ratas
transgénicas, el cual reporta que las ratas transgénicas presentan anomalias progresivas

dependiente de la edad en el aprendizaje espacial y memoria (Cohen et al., 2013).

b) Prueba de reconocimiento de objetos novedosos.

Por otra parte, para evaluar la memoria de reconocimiento, es decir la capacidad para
reconocer un estimulo presentado anteriormente, se cuenta con diferentes pruebas, como es
el caso la tarea de campo abierto, la prueba de no igualacion a la muestra con demora (DNMS
por sus siglas en inglés) y la prueba de Reconocimiento de Objetos Novedosos (NOR, por

sus siglas en inglés). Estas pruebas evaluan el comportamiento de los animales cuando se
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expone a un objeto novedoso y otro familiar. En DNMS, los animales aprenden que si eligen
el objeto nuevo serdn recompensados mientras que en NOR, no hay recompensas y los
animales exploran el objeto nuevo de acuerdo a su propension natural a la novedad y es

posible evaluar el indice de reconocimiento de estimulo (Baxter, 2010).

La Prueba de NOR creada en 1977, también conocida como prueba de
reconocimiento de objetos, o prueba de reconocimiento espontaneo de objetos es una prueba
muy utilizada para evaluar el comportamiento, percepcion y de memoria de reconocimiento
en roedores. Cabe destacar que esta prueba es atractiva para la investigacion ya que no
requiere deprivacion de alimentos o de agua, no estd motivada de manera aversiva y la
duracion de la capacitacion y las pruebas son relativamente cortas. De la misma manera, es
atractiva por la variedad de estimulos que se pueden utilizar, su validez ecoldgica a través de
las especies y la escasa necesidad de manipulaciones motivacionales (Blaser y Heyser, 2015).
Esta prueba se fundamenta en la tendencia natural de los ratones a experimentar nuevos
objetos y ambientes, y compararlos con otros que les son familiares. Al exponer al ratén a
una serie de objetos se espera a que éste los explore y se mide el tiempo de exploracion, que
se define como el periodo durante el cual el animal olisquea o toca el objeto con las patas

delanteras a una distancia menor o igual a 1 o0 2 cm (Navarrete et al., 2008).

Del mismo modo, se ha mostrado NOR es una prueba adecuada para detectar
alteraciones en la memoria en estudios de envejecimiento y modelos animales de Alzheimer.
En este Gltimo caso se ha reportado diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
deterioro de la memoria en ratas transgenicas (Cohen et al., 2013), asi como trastornos en la

memoria a corto plazo (Olszewski et al., 2016) utilizando la prueba de NOR.
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M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente existe un aumento alarmante en la prevalencia de las alteraciones que
cursan con inflamacion crénica de bajo grado, como es el caso del SM, el cual tiene como
caracteristica frecuente la presencia de déficits en la memoria y el aprendizaje (Lasselin y
Capuron, 2014). Estudios recientes sugirieren que la inflamacion cronica de bajo grado esta
relacionada con el desarrollo de deficiencias en los procesos cognitivos tal es el caso del
aprendizaje y la memoria (Almeida-Suhett et al., 2017), con importantes implicaciones para

la salud publica en México y en el mundo.

Sin embargo, existe poca literatura especializada que informe sobre la relacion que
existe entre la inflamacion cronica de bajo grado y las alteraciones en la memoria
visuoespacial y de reconocimiento; del mismo modo, no hay estudios que relacionen estas
alteraciones con los niveles TNFa. En este estudio se propone ademas como control positivo

de inflamacion inespecifica a la medicion de los niveles de CRP.

Tomando en cuenta los antecedentes y el aumento en la prevalencia de trastornos
metabolicos, resulta relevante estudiar en un modelo animal la relacion que existe entre la
elevacion de los niveles de TNFa y CRP, como indicador de inflamacion crénica de bajo
grado, y las alteraciones cognitivas en aprendizaje y memoria, con la finalidad de

comprender, prevenir y tratar adecuadamente esta fisiopatologia.

Con base en lo anterior, la pregunta de investigacion de esta tesis es: ¢existe una
relacion temporal entre el desarrollo de la inflamacidn cronica de bajo grado y el deterioro

en la prueba de NOR y en el laberinto de Barnes?
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IV. HIPOTESIS.

HO: Las ratas que cursen con inflamacion cronica de bajo grado no presentaran

deficiencias en el rendimiento de la prueba de NOR y del laberinto de Barnes.

H1: Las ratas que cursen con inflamacion cronica de bajo grado presentaran

deficiencias en el rendimiento de la prueba de NOR y del laberinto de Barnes.

V. OBJETIVOS.

Obijetivo general.

Determinar si existen diferencias en la memoria espacial y en la memoria de
reconocimiento, en un grupo de ratas macho adultas que cursan con elevacion de los niveles

de TNFa y CRP inducida por sindrome metabdlico, con respecto de un grupo control sano.

Obijetivos particulares.

1. Verificar que las ratas sometidas a la DAS sean positivas a CRP, como marcador
inespecifico de inflamacion.

2. Determinar si las ratas positivas a CRP presentan elevacion en la concentracion de
TNFa.

3. Determinar si las ratas que son positivas a TNFo y CRP presentan alteraciones en la

prueba de NOR vy de laberinto de Barnes.
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VI. METODO

Sujetos:

Se utilizaron 34 ratas macho de la cepa Wistar, con ocho semanas de edad y 250 gr
aproximadamente de peso, proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM. Asimismo, se trasladaron al laboratorio de Biofisica de membranas y células
troncales ubicado en el quinto piso de la torre de Investigacion perteneciente a la Facultad
mencionada anteriormente. Los animales fueron tratados de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana para el uso, cuidado y reproduccion de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0O-

1999).

Las ratas se mantuvieron en parejas por cada caja, bajo condiciones de humedad y

temperatura ambiente (entre 21 y 23°C), con ciclos de luz-oscuridad 12/12 h.

Dieta:

Se proporcionaron dos tipos de dieta, segin fue el caso.

La dieta para el grupo control fue constituida por alimento estdndar chow pellet
(Rodent Laboratory Chow, 5001) y agua ad libitum. Mientras que al grupo experimental se
les suministr6 una dieta alta en sacarosa, compuesta por el alimento estandar antes
mencionado y sacarosa al 20% (p/v) en el agua ad libitum con la finalidad de inducir una
condicion de SM, el cual cursa con inflamacion crénica de bajo grado. Asimismo, ambos
grupos se dividieron en dos de acuerdo con el tiempo que se mantuvieron con la dieta

asignada.

Grupos:
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La asignacion de los grupos se realizé al azar, de igual manera, se formaron dos
principales grupos de acuerdo con la dieta administrada y cuatro subgrupos con base en el

tiempo de exposicién a la misma (Figura 1).

o Grupo control 20 semanas: 8 ratas Wistar macho con ciclo luz-oscuridad 12: h'y
acceso libre a comida y agua durante 20 semanas.

o Grupo control 40 semanas: 8 ratas Wistar macho con ciclo luz-oscuridad 12: h'y
acceso libre a comida y agua durante 40 semanas.

o Grupo con DAS 20 semanas: 8 ratas Wistar con 20 semanas de dieta alta en sacarosa.
Se comprob6 que los roedores cursaran con SM al mostrar que son positivos en tres
parametros: intolerancia a la glucosa, triglicéridos elevados e hipertensién arterial.

o Grupo con DAS 40 semanas: 8 ratas Wistar con 40 semanas de dieta alta en sacarosa.
Se comprobo que los roedores cursaran con SM al mostrar que son positivos en tres

parametros: intolerancia a la glucosa, triglicéridos elevados e hipertensién arterial.
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Ratas Wistar macho

(250 - 280 gr)
1
| |
rupo control: alimento grupo tratado: alimento
grup PR 1ento y estandar y agua con 20%
agua estandar ad libitum
de sacarosa (p/v)
n=16 n=16
1 1
| | | |
| | | |
control 20 semanas control 40 semanas tratado 20 semanas tratado 40 semanas
n=8 n=8 n=8 n=8

Figura 1. Resumen de grupos experimentales. EI grupo control recibié agua y alimento estandar, mientras que
el grupo tratado recibié una DAS al 20% (p/v). Se ocuparon dos puntos de corte a las 20 y 40 semanas de

tratamiento, donde se realizaron las mediciones metabdlicas y pruebas conductuales.

Mediciones metabdlicas:

Medicion de ingesta: Se realizd cada tercer dia la cuantificacion de la cantidad de

alimento y agua ingeridas por las ratas de cada grupo.

Peso: A partir del inicio y hasta el final del tratamiento se realiz6 la medicion semanal
del peso de cada rata.

Triglicéridos: Para esta medicion no fue necesario someter a los roedores a ningun
tipo de ayuno. Se tomd una muestra de sangre de la vena lateral de la cola de la rata para
posteriormente colocarla en el instrumento marca Accutrend ® Plus para la medicion
cuantitativa de triglicéridos.

Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT): Esta prueba se realiz6 en

cada uno de los grupos anteriormente mencionados, con un ayuno previo de 12 horas, por lo
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cual se retir6 el alimento y la solucion de sacarosa se cambid por agua natural en el caso de
los grupos experimentales.

Para llevar a cabo esta prueba, en un principio se tomé una muestra de sangre con la
finalidad de conocer los niveles de glucosa basales e inmediatamente se les suministrd
glucosa (2g/kg) por inyeccion intraperitoneal y posteriormente se tomaron muestras de
sangre de la vena lateral de la cola de la rata a los 10, 20, 30, 60 y 120 minutos posteriores
(Larqué et al., 2011). Las muestras de sangre fueron analizadas con el instrumento marca

Accutrend ® Plus para la medicion cuantitativa de glucosa (Figura 2).

Figura 2. Instrumento para medicion cuantitativa de Glucosa y Triglicéridos de la marca Accutrend

® Plus.

Medicion de presion arterial: Se utilizé el equipo y software CODA que es un sistema

de monitoreo no invasivo de presion arterial en ratas, mediante la determinacion del volumen
de sangre. Se obtuvieron diferentes pardmetros: presion arterial (sistélica y diastolica),

frecuencia cardiaca, flujo y volumen sanguineo en la cola de la rata (Figura 3).
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Previo a esta medicion se realizaron sesiones de habituacion para cada rata durante 4
dias consecutivos de 20 minutos cada uno y la medicion se efectto al quinto dia, en un area
con temperatura ambiente promedio de 23°C, lejos de ruidos fuertes para evitar estresar a los
roedores. Posteriormente, para obtener la medicion se colocaron tanto el soporte como el
tubo de mango en su cola.

Al término de la medicion, los datos fueron recopilados para el analisis posterior.

Esta medicion se realizo en el Laboratorio de Bioelectromagnetismo de la Facultad

de Medicina a cargo de la Dra. Leticia Verdugo.

Figura 3. Medicién de presion arterial por medio del equipo CODA, que es un sistema de alto

rendimiento para medir la presion arterial en ratas.

Composicion corporal: Previo a la medicion de composicién corporal el roedor fue

anestesiado con pentobarbital sodico (0.50 gr/kg de peso) para llevar a cabo el siguiente

procedimiento:
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Se colocd a la rata en posicion prono-ventral en una superficie de plastico no
conductor, se tomo en cuenta que los miembros superiores e inferiores se encontraran en un
angulo de 90° con respecto al cuerpo y su cola extendida distalmente.

Se ocuparon cuatro electrodos de aguja de acero, los cuales se insertaron por via

subcutanea 5 mm de profundidad en la parte dorsal de la rata, de la siguiente manera:

o Un electrodo de excitacién marcado con color rojo fue colocado en la interseccion
imaginaria de la linea que va un pabelldn auricular a otro con la linea que va de la
punta de la nariz hacia la base de la cola.

o Un electrodo de medicion color amarillo fue colocado a 1 cm de distancia con
respecto al electrodo rojo distalmente de la cabeza.

o Otro electrodo de excitacion indicado de color azul fue colocado en la interseccion
imaginaria de la linea que recorre la nariz a la base de la cola, con otra que recorre
del masculo de un muslo a otro.

o Un ultimo electrodo color verde se colocé a 1 cm de distancia del electrodo azul
distalmente de la cola.

Una vez colocados los electrodos se conectaron al sistema de medicion de
composicion corporal por impedancia (Salazar, 2011), el cual es un instrumento que utiliza
el principio de impedancia (resistencia eléctrica al paso de la corriente alterna, constituida
por las reactancias inductivas y capacitivas derivadas de las propiedades eléctricas pasivas
de materiales, en este caso, bioldgicos y fisioldgicos), inyectando una corriente no mayor a
800 pA, a una frecuencia de 5 kHz y 50kHz para la excitacion del tejido de la rata, con la
finalidad de conocer los valores de: agua total, masa libre de grasa (masa magra), la masa de

grasa y el agua extracelular (Figura 4).
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Figura 4. Instrumento de medicion de composicidn corporal por impedancia.

Obtencion y almacenamiento de las muestras: La extraccion de sangre se llevd de

acuerdo con el siguiente procedimiento:

1. Todos los roedores fueron sometidos a un ayuno de 12 horas en el cual se les retir6
el alimento y el agua con solucion de sacarosa, manteniéndolos solo con agua simple
ad libitum. Posteriormente se les suministré una dosis Unica de pentobarbital sddico
(.50 mg/kg de peso) para la extraccion de la sangre de la vena cava superior.

2. Serecolectaron de 5 a 7 ml de sangre la cual fue vaciada en dos tubos BD vacutainer
de 6 ml., uno rojo y otro verde con Heparina de Sodio para obtener suero y plasma

respectivamente.
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3. La sangre fue centrifugada a 2000 rpm durante 15 minutos para obtener el suero y

plasma de las muestras. Una vez obtenido éstos fueron guardados inmediatamente en

tubos Eppendorf y almacenados a —20°C aproximadamente (Figura 5).

. o
. g
"

Figura 5. Obtencion de suero y plasma de las muestras sanguineas.

Medicion de insulina: Se utilizé el kit ELISA de la marca ALPCO, el cual es una

técnica de inmunoensayo para la medicion cuantitativa de insulina en rata a partir del plasma
sanguineo previamente obtenido (Figura 6). El cual es usado para la cuantificacion no
radiactiva de esta hormona y puede medir 39 muestras por duplicado.

Para el calculo de resultados, se realiz6 una curva a partir de los calibradores que es
la concentracién de insulina que se conoce generalmente, calculandose la curva estandar y la
determinacion de la concentracion de las muestras con ayuda de un programa de software

(Graphpad prism 6).
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Figura 6. Realizacion de ELISA de Insulina marca ALPCO.

El procedimiento se llevo a cabo conforme se describe en el manual adjunto del kit

(ALPCO, 2017) (Figura 7).

pipeteo de 10 pl de los

pipeteo de 75 pl de

incubacién durante dos

cuatro lavados de la placa
realizados con 10 ml de

sustrato TMB

temperatura entre 18y
25°C

solucién de Stop

calibradores, controlesy ——> conjugado horascon una agitacion solucion de lavado y 200
muestras de 225 rpm L
ml de agua desionizada
\4
incubacion por 15
. minutos con agitacién de .
pipeteo de 100 pl de S 225 rpm a una pipeteo de 100 pl de lectura a 450 nm

Figura 7. Resumen del protocolo utilizado de acuerdo con el manual adjunto del kit ELISA de la

marca ALPCO para la medicion cuantitativa de insulina en rata.

Medicién de memoria visuoespacial y de reconocimiento:




En la semana quince de tratamiento se realizaron las pruebas conductuales. Se
eligieron las siguientes pruebas para evaluar memoria visuoespacial y de reconocimiento ya
que no implican la restriccion de alimento ni factores estresantes como es el caso del

Laberinto Radial de Olton y Samuelson o el Laberinto Acuéatico de Morris respectivamente.

o Laberinto de Barnes.

El laberinto de Barnes consiste en una plataforma blanca circular de 122 cm de
diametro elevada a 120 cm, con 18 agujeros, espaciados uniformemente alrededor del
perimetro de la plataforma, de un didmetro de 9 cm cada uno. Uno de los orificios dirige a la
caja de escape (de 30 cm x 12 cm x 8 cm) que se encuentra colocada debajo. El laberinto se
dispuso en una habitacidn totalmente blanca, con dos claves visuales en las paredes (una cruz
y un triangulo negro) (Figura 8). Este, se instalé con un foco de luz brillante (150 W) y un
generador de ruido blanco (90 dB), los cuales se encendian al inicio del ensayo y se apagaban
al finalizar la prueba. De igual forma, los ensayos fueron grabados con una cdmara de video

directo a la computadora. (Troncoso et al., 2010).

Los ensayos se realizaron durante el periodo de luz de las ratas, después de las 12:00

horas, sin un horario fijo.
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Figura 8. Laberinto de Barnes y configuracién de estimulos visuales del Laboratorio de Biofisica de

Membranas y Células Troncales de la Facultad de Medicina.

Procedimiento:

Antes de comenzar con la fase y después de cada ensayo, la mesa del laberinto se
limpid en su superficie y cada agujero usando una solucion de alcohol al 70%. De igual forma
se rotd la mesa sobre su eje central de manera azarosa cuidando que no coincida la caja de

escape con el agujero anterior. Todo esto con el fin de evitar las sefiales olfativas.

Fase de habituacion:

Con el objetivo de que las ratas se familiarizaran con la superficie del laberinto, se
colocaron en el centro del laberinto dentro de una “camara de inicio” que consiste en un

cilindro color negro, con una altura de 30 cm por 22 cm de ancho por 10 segundos.
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Una vez transcurrido este tiempo se retiraron la cdmara de inicio, y se conectaron la
luz y el zumbido, dejando que la rata explorara el laberinto durante 15 segundos. El estrés
producido por estos estimulos indujo a la rata a buscar un espacio cerrado donde esconderse.
Transcurridos los 15 segundos el experimentador intervino para guiar lentamente a la rata
hacia la caja de escape. Una vez dentro se apagaron los estimulos aversivos, se dejo a la rata

10 segundos de permanencia en la caja de escape y posteriormente se termind la fase.

Fase de entrenamiento:

Se realiz6 del dia 2 al 5, iniciando 24 horas después de la habituacion. Para iniciar el
experimento, se coloco a la rata en una cdmara de inicio al centro del laberinto por un periodo
de aclimatacion de 30 segundos. Posteriormente se inicid la luz brillante y el zumbido al

tiempo que se retird la camara de inicio de la rata.

La sesion termind cuando la rata entr6 en la caja de escape o después de 4 minutos
transcurridos. Una vez que la rata entré en la caja de escape, la luz y el zumbido se apagaron
y se dejé que la rata permaneciera en la caja durante 10 segundos. El entrenamiento se repitid

4 veces al dia con un periodo inter-ensayo de 15 a 20 minutos.

Periodo de reposo:

Tuvo una duracion de tres dias, los cuales comprendieron del dia 6 al 8 del
experimento, durante este tiempo las ratas no fueron manipuladas experimentalmente,

unicamente se les dejé con agua y alimento ad libitum.

Evaluacion de Memoria a Largo Plazo:
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Se llevd a cabo el dia 9, es decir al finalizar el periodo de reposo. Se siguio el
mismo procedimiento que en los ensayos de entrenamiento, sin embargo, no se coloco la
caja de escape. El sujeto debio lograr encontrarse con el hoyo de escape que le
corresponde antes de 90 segundos. Se cuantificaron las veces que la rata metio la cabeza
en alguno de los hoyos, tomando como correctos los dos hoyos que se encontraban a la
derecha o izquierda del que la rata aprendi6 anteriormente en el que se encontraba la caja

de escape.

Periodo de reversion:

Se realiz6 durante el dia 10 y 13 del experimento. Se repitieron los pasos de la fase
de entrenamiento, sin embargo, en esta fase la caja de escape se coloc6 a 180° de la ubicacién
original para todos los dias y en todos los ensayos, con la finalidad de verificar que las ratas

se habian guiado con las claves visuales (O'Leary y Brown, 2011).

Durante la prueba se registraron el nimero de errores y la latencia para entrar en la
caja de objetivos utilizada para resolver el laberinto. Los errores se definieron como
busquedas en cualquier agujero que no tuviera la caja de escape. Las busquedas incluyeron
asomar la nariz y desviar la cabeza en un agujero, sin embargo, asomar la nariz sucesivamente

en el mismo agujero no fue contado como errores repetidos. (Cohen et al., 2013).

o Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NOR)

Procedimiento:

La prueba se realizo en una caja de reconocimiento con 90 x 90 x 45 cm de dimension,

situada en una habitacion homogéneamente iluminada y con objetos que deben ser de similar
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textura, color y tamafio, pero de distinta forma (Figura 9). Todos los objetos deben ser lo
suficientemente pesados o fijados el suelo de modo que las ratas no puedan moverlas durante
las pruebas. Antes de comenzar cada fase, la arena de reconocimiento, asi como los objetos
se limpiaron con una solucion de alcohol al 70%, con la finalidad de evitar las sefiales

olfativas.

Los ensayos se realizaron de igual manera durante el periodo de luz de las ratas,

después de las 12:00 horas, sin un horario fijo.

Fase de habituacion:

La rata se colocé en la arena de reconocimiento que es un campo abierto sin ningdn
objeto y se dejaron transcurrir 10 minutos con la finalidad que se familiarizaran con el

entorno.

Fase de entrenamiento:

24 horas después de la habituacién, las ratas se retiraron de su jaula de origen y se
colocaron en la arena de reconocimiento de objetos en el cual previamente se colocaron dos
objetos idénticos en distinta posicion (Al y A2) y se dej6 a la rata en el interior de la caja
durante 3 minutos, contabilizandose el tiempo de exploracion. Transcurridos los 3 minutos
la rata se retiré de la caja de reconocimiento de objetos y se devolvio a su jaula de origen.

Los objetos A1y A2 también se retiraron de la caja.

Fase de reconocimiento:

20 minutos después de la fase de entrenamiento las ratas se retiraron individualmente

de sus jaulas de origen y se regresaron a la arena de reconocimiento de objetos, donde dos
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objetos nuevos (A3 y B) se fijaron al piso. El objeto A3 fue idéntico a los objetos Aly A2,
mientras que el objeto B difirié de los objetos Al, A2 y A3. De igual manera se anotaron el
tiempo de exploracion para ambos objetos. Después de 3 minutos la rata se retird de la caja

de reconocimiento de objetos y se devolvié a su jaula de origen.

Fase de reconocimiento corregida:

Transcurridas 24 horas después la prueba de reconocimiento se medi6 la memoria de
largo plazo, para lo cual se cambiaron el objeto B por un nuevo objeto C y se sigui6 el mismo
procedimiento. La arena se limpié con un pafio himedo que contuvo solucion de hipoclorito

de sodio y los objetos se limpiaron con etanol al 70% para eliminar sefiales de olor.

Figura 9. Arena de reconocimiento y objetos utilizados para la fase de reconocimiento.

La exploracion de un objeto se definid cuando la rata dirigio su nariz hacia el objeto
a una distancia menor de 2 cm. Se realiz6 una grabacion de la fase de muestreo y elecciéon y
dos experimentadores evaluaron de forma independiente el tiempo que cada rata explor6 cada

uno de los objetos durante la muestra y las fases de eleccion.
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La discriminacion se calculd dividiendo la cantidad de exploracién del objeto nuevo
entre la cantidad total de exploracion de dos objetos (el familiar y el novedoso). El tiempo de
exploracion se expresé como la media + la desviacidn estandar. Para la sesion de adquisicion,
el indice de reconocimiento (IR) se calculé como (tiempo explorando uno de los
objetos/tiempo explorando ambos objetos) x100. Para la sesion de reconocimiento, el IR se
calculd como (tiempo explorando el nuevo objeto/el tiempo explorando tanto el objeto

familiar y novedoso) x 100.

Las variables que a cuantificar se tomaron como un indicador de memoria en las ratas
a las expuestas a estas dos tareas conductuales. Los videos fueron vistos por dos observadores
previamente entrenados, obteniéndose un indice de concordancia de 0.93 en promedio para

el LBy de 0.90 para la prueba de NOR.

e Medicion de biomarcadores de inflamacion

En este trabajo se realizd la medicion de biomarcadores inflamatorios. Por lo cual, la
estrategia metodoldgica consistidé en realizar dos mediciones clave: en primer lugar, la
cuantificacion de CRP en plasma fungié como control positivo para la inflamacion, ya que
ha demostrado ser un marcador muy sensible ante eventos inflamatorios (Warnberg, Romero
et al., 2011); por otra parte, se eligio realizar la medicion de TNFa ya que, el aumento en la
concentracion de esta citocina contribuye a la presencia de déficits en el aprendizaje y
memoria dependiente de hipocampo. En ambos casos se utiliz6 el kit ELISA de la marca

ALPCO (Figura 10), asi como el suero sanguineo previamente obtenido.

Para el calculo de ambos resultados, se realiz6 una curva a partir de los calibradores

con la concentracion conocidas de CRP y TNFa. El estandar cero fue usado como blanco con
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su valor medio restado de cada pocillo y con ayuda de un programa de software (Graphpad

prism 6) se calculd la curva estandar y la determinacion de la concentracion de las muestras

Figura 10. Placa de ELISA utilizada para la medicién de citocinas.

El procedimiento para la cuantificacién de CRP se llevé a cabo conforme al manual

adjunto del kit (ALPCO, 2017) (Figura 11).
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pipeteo de 100 pl de los
calibradores, controles y
muestras diluidas a
1:2400

incubacion durante 10 +
2min a temperatura

ambiente y manteniendo ——>

la placa cubiertay
nivelada

aspirar el contenido de
los posos

vV

cuatro lavados de la placa
realizados con 15ml de
solucién de lavado y 95
ml de agua desionizada

pipeteo de 100 ul de
conjugado enzima-
anticuerpo

incubacion durante 10 +
2min con la placa
cubierta, nivelada y en la
oscuridad a temperatura
ambiente

vV

cuatro lavados de la placa
realizados con 15ml de
solucién de lavado y 95
ml de agua desionizada

pipeteo de 100 ul de
sustrato TMB

incubacion en oscuridad
durante 5 min a
temperatura ambiente

Vv

pipeteo de 100 pl de S

solucién de Stop lectura @ 450 nm

Figura 11. Resumen del protocolo utilizado de acuerdo con el manual adjunto del kit ELISA de la

marca ALPCO para la medicion cuantitativa de CRP en rata.

De igual manera, el procedimiento para la cuantificacion de TNFa se llevo a cabo

conforme al manual adjunto del kit (ALPCO, 2016) (Figura 12).
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pipeteo de 100 pl de solucion
diluyente en los posillos
calibradores

100 pl del preparado estandar
en los primeros pocillos y crear
diluciones estandar
transfiriendo los 100 pl de
pocillo en pocillo

agregar 25 pl del diluyente alos
pocillos de las muestras

pipetear 100 ul de la muestra en
los pocillos

T

pipetear 50 pl del conjugado de
biotina

cuatro lavados de la placa
realizados con una solucién con
25ml de solucion de lavado y
475 ml de agua desionizada

cubrir e incubar la placa a una
temperatura de 18-25°C por 2
horas con una agitacién de
100 rpm

pipeteo 100 ul de Streptavidin-
HRP

cuatro lavados de la placa
realizados con solucion de
lavado

cubrir e incubar la placa a una
temperatura de 18-25°C por
una horas con una agitacion de
100 rpm

pipetear 100 pl de sustrato TMB

pipeteo de 100 ul de
solucion de Stop

lectura a 450 nm

cubrir e incubar la placa a una
temperatura de 18-25°C por 10
min evitando la luz intensa

T

Figura 12. Resumen del protocolo descrito en el manual adjunto del kit ELISA de la marca ALPCO

para la medicion cuantitativa de TNFa en rata.

Andlisis estadistico:

Para describir las caracteristicas de la muestra se reporta medidas de tendencia central
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(media, mediana), asi como el error estandar. Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para
probar el supuesto de normalidad y se evalud la homogeneidad de varianzas con la prueba de
Levene. En caso de que se cumplieran los supuestos, se realizaron pruebas paramétricas:

Andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, ANOVA de dos factores, ANOVA de dos




factores con medidas repetidas, las comparaciones multiples se realizaron con la prueba de
Bonferroni y la prueba t de muestras independientes; En caso de no cumplirse los supuestos
se utilizo la prueba U de Mann-Whitney y se realiz6 una correlacion de Pearson. El valor de
significancia que se utilizé fue p < 0.05. Todos los analisis se llevaron a cabo con el programa
estadistico desarrollado por IBM: SPSS version 24, mientras que las gréficas fueron

disefiadas en el programa GraphPad Prism version 6.1.

VII. RESULTADOS

En el presente estudio, la seccion de resultados fue dividida en dos partes. La primera
parte comprende los resultados obtenidos en los pardmetros fisicos y pruebas metabolicas,
con el objetivo de corroborar la presencia de indicadores de SM, asi como la medicion de
citocinas inflamatorias con la finalidad de confirmar el estado de inflamacidn crénica de bajo
grado en las ratas tratadas con una dieta de sacarosa al 20% (p/v) en el agua de beber.

Una vez comprobadas las repercusiones metabolicas, se explord la presencia de
alteraciones conductuales en las ratas tratadas, siendo el principal foco de atencién la
memoria de reconocimiento y visuoespacial, lo cual comprende la segunda parte de los
resultados.

Primera parte: cambios metabolicos.

Peso Corporal:

Para conocer si la dieta influy6 en el desarrollo de la obesidad, el peso corporal de
ambos grupos fue medido semanalmente, a partir de las ocho semanas de edad. Las ratas del
grupo control iniciaron con un peso promedio de 246.16 + 3.53 g, mientras que el grupo

tratado inicié con 248.5 + 3.01 g de peso. Las diferencias del peso a lo largo del estudio
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fueron analizadas por medio de ANOVA de dos factores. Revelandose un efecto significativo
en el factor tiempo (p < 0.05), no asi en el factor tratamiento ni en la interaccion entre los

factores tiempo-tratamiento (p > 0.05), pues en ambos grupos se observa una evolucion de

peso similar (Gréafica 1).
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Gréfica 1. Evolucién temporal de peso durante 40 semanas. Los datos representan el promedio + ES. Se

representa el grupo control en circulos blancos n= 19y el grupo DAS en cuadrados grises n=16, * p < 0.05.

Consumo de agua y alimento:

Con la finalidad de corroborar si la dieta juega un papel importante en el aumento de

peso se cuantificd el consumo semanal de alimento y de agua con sacarosa para cada sujeto

a lo largo del estudio.

Referente al consumo de agua, ambos grupos mostraron un consumo similar en la
semana previa a la implementacion de la DAS el cual fue analizado con una prueba t de
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Student para muestras independientes sin revelar diferencias estadisticamente significativas
(t3=0.153, p=0.879). Una vez iniciada la manipulacion de la dieta el grupo tratado mostro
un consumo significativamente mayor en comparacion con el grupo control. Estas diferencias
fueron analizadas con un ANOVA de dos vias, el cual mostrd un efecto significativo en
funcién del tratamiento (F(140= 8.630, p=0.006) y en funcién del factor semana (F,19)=
118.77, p = 0.001), mostrando de igual manera una interaccion semana por grupo

significativa (F (40,320= 3.084, p= 0.035). (Grafica 2a).
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Gréfica 2a. Consumo de agua por semana a lo largo del estudio. Los datos representan el promedio + ES. Se

presenta el grupo control en circulos blancos n= 19 y el grupo DAS en cuadrados grises n=16, * p= <0.05.

En cuanto al consumo de alimento se observa una ingesta similar entre ambos grupos
previo a la implementacion de la dieta, la cual no mostré diferencias significativas (tzz)=

0.511, p= 0.613). Sin embargo, a partir de la semana 1 y hasta el final del tratamiento, el
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grupo control consumié significativamente mas alimento en comparacion con el tratado. Un
ANOVA de dos vias indico que existen un efecto significativo en el factor grupo Fi,16)=
797.207, p = 0.001, en funcion de las semanas Fo,240= 21.048, p=0.001 y en la interaccion

de ambas F0,240)= 8.926, p= 0.001 (Gréfica 2b).
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Gréfica 2b. Consumo semanal de alimento. Los datos representan el promedio * ES. Se presenta el grupo

control en circulos blancos n= 19 y el grupo DAS en cuadrados grises n=16, * p < 0.05.

Consumo calérico:

Posteriormente se analizé el consumo calorico a lo largo del estudio para ambos
grupos, el célculo se hizo a partir de las calorias proporcionadas por la dieta chow para el
grupo control, y para el grupo tratado ademas se sumaron las calorias aportadas por el agua

con sacarosa. Nuevamente se verificd que el consumo caldrico fuera similar en la semana
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previa a la DAS con una prueba t de Student para muestras independientes ts)= 0.499, p=
0.621).

En cuanto a las semanas posteriores a la implementacion de la dieta se observo por
medio de un ANOVA de dos vias que no existio una diferencia significativa en el consumo
caldrico promedio entre grupos. Sin embargo, el analisis de comparaciones multiples arrojo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en las semanas 2, 3 y 39 (Grafica

3). Se observo un efecto significativo en el factor semanas (Fao,240= 13.64, p= 0.001).
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Gréfica 3. Curso temporal del consumo calérico por semana durante el estudio. Los datos representan el

promedio + ES. Se presenta el grupo control en circulos blancos n= 19 y el grupo DAS en cuadrados grises

n=16, * p < 0.05.
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Medida de talla y cintura:

Otro parametro fisico medido fue la talla y circunferencia abdominal (cintura), asi
como la composicion corporal. Se observa en el punto de corte de 20 semanas un incremento
en la medicion de cintura del grupo DAS= 21.86 + 1.77 con respecto a la de los controles=
19.67 + 1.87, esta diferencia fue analizada con una prueba t de Student para muestras
independientes encontrandola estadisticamente significativa tus)= -2.376, p= 0.032. Sin
embargo, no se revelaron diferencias significativas en el parametro talla a a las 20, mientras
que a las 40 semanas no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los

parametros cintura y talla (p= >0.05) (Gréfica 4).
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Gréfica 4. Medicion de talla y abdomen (cintura) en cm. a) Media + ES en el grupo de 20 semanas.
b) Media + ES en el grupo de 40 semanas. Para ambos grupos se representa grafico el grupo control n=9 con

barras negras y el grupo DAS n=7, * p <0.05.

Composicion corporal:

Las diferencias en la composicion corporal fueron analizadas por medio de una
prueba t de Student para muestras independientes, observandose que el grupo tratado
presentd un aumento estadisticamente significativo en el valor de grasa corporal (t4)= 4.59,

p <0.001) y masa magra (t4= 3.45, p=0.004), pero no en las variables de agua extracelular
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y agua total para el punto de corte de 20 semanas. Mientras que a las 40 semanas no se

encontraron diferencias significativas en ninguno de los valores mencionados (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Composicion corporal medida en gramos. a) Se graficé la media + ES del grupo de 20
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semanas. b) media + ES del grupo de 40 semanas. (GC) grasa corporal, (GM) grasa magra, (AE) agua
extracelular, (AT) agua total. Para ambos puntos de corte se representa el grupo control n=9 con barras

negrasy el grupo DAS n=7, * p < 0.05.

Medicion de Triglicéridos:

La hipertrigliceridemia es otra manifestacion que presentan los sujetos que padecen
SM, por lo que se decidié analizar si los grupos ocupados en este estudio presentaban
alterados los niveles en sangre de triglicéridos. Esta diferencia fue analizada con una prueba
t de Student para muestras independientes, la cual mostrd un incremento significativo a las
20 semanas en los sujetos del grupo DAS (t4)= 4.64, p= 0.001). Véase Grafica 6a. Mientras
que a las 40 semanas se sigue el mismo patron donde el grupo DAS presenta valores mas
elevados en comparacién con el grupo control y cuya diferencia es estadisticamente

significativa (t4)= 3.461, p= 0.004) (Grafica 6b).
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Gréfica 6. Medicion de triglicéridos. a) Media + ES del grupo de 20 semanas, b) Media + ES del
grupo de 40 semanas. Para ambos puntos de corte se representa el grupo control n= 9 con barras negras y el

grupo DAS n=7 con barras grises, * p < 0.05.

Curva de tolerancia a la glucosa:

Otra medicién metabdlica realizada fue la curva de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal. Las ratas tuvieron un ayuno previo a la prueba de 12 horas y se registraron
los valores basales y hasta los 120 minutos después de ser administrada una carga de glucosa
intraperitoneal.

Para el punto de corte de 20 semanas la curva de ambos grupos present6 el maximo
punto glucémico a los 30 minutos posterior a la administracion de glucosa y que continuaron
con una disminucion gradual hasta los 120 minutos. Se realiz6 un ANOVA de dos vias con
medidas repetidas para determinar las diferencias a lo largo de la curva, el cual revel6 la
presencia de un efecto en el factor grupo F 5= 7.427, p=0.042 y en el factor tiempo F25=
12.430, p < 0.001), no asi en la interaccion de ambos (p > 0.05). A traveés del andlisis de
comparaciones multiples se encontraron diferencias en los puntos correspondientes a los 30

(p=0.02), 60 (p=0.041) y 120 minutos (p= 0.033), vease Grafica 7a.
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Mientras que para el punto de corte de 40 semanas se observa el punto maximo
glucémico a los 60 minutos para las ratas control y a los 30 minutos para el grupo tratado.
Las diferencias entre ambos grupos fueron analizadas por medio de un ANOVA de dos vias,
obteniendo un efecto en el factor tiempo F254015241y= 8.12, p= 0.003) no asi en el factor
grupo ni en la interaccion entre ambos (p > 0.05). Las comparaciones mdltiples revelaron

diferencias significativas en a los 60 (p=0.038) y 120 minutos (p= 0.048) (Grafica 7b).
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Gréfica 7. Curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. a) Media = ES del grupo de 20 semanas,
b) Media * ES del grupo de 40 semanas. Ambas graficas muestran los niveles de glucosa en sangre del
minuto cero que es antes de la carga de glucosa y hasta los 120 minutos después de la misma. Para ambos
puntos de corte se representa el grupo control n=9 con circulos blancos y el grupo DAS n= 7 con cuadrados

grises, * p < 0.05.

Medicion de Insulina:

La insulina es una hormona estrechamente relacionada con la regulacién en los
niveles de glucosa, por lo que una curva de tolerancia alterada sugiere la existencia de un
cambio en la secrecion normal de insulina. Por ello se analizaron los niveles en sangre de
insulina para los dos grupos, asi como en los dos puntos de corte. Se puede observar que el

grupo tratado con sacarosa a las 20 (5.17 £ 0.65 ng/ml) y 40 semanas (5.91 £ 1.23 ng/ml)
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tienen niveles mayores en comparacion con el grupo control de 20 (2.51 + 0.81 ng/ml) y de
40 semanas (1.29 £ 0.31 ng/ml). Estas diferencias se analizaron con las pruebas t de Student
para muestras independientes las cuales resultaron ser significativas a las 20 (t4)= 2.50, p=

0.027) y a las 40 semanas (t4)= 4.07, p=0.001) (Grafica 8).
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Gréfica 8. Medicidn de Insulina. a) Media £ ES del grupo de 20 semanas, b) Media + ES del grupo
de 40 semanas. Ambas graficas muestran los niveles de Insulina en sangre. Para los dos puntos de corte se

representa el grupo control n=9 con barras negras y el grupo DAS n= 7 con barras grises, * p < 0.05.

Presion Arterial:

Tomando en cuenta que la hipertension arterial esta presente en el SM, se evaluo la
existencia de este signo en las ratas que recibieron la dieta alta en sacarosa. Por lo cual los
sujetos fueron habituados durante cinco dias en un inmovilizador para evitar que el estrés
provocado por el instrumento de medicién alterara los resultados. Se observa que a las 20
semanas las ratas tratadas muestran resultados ligeramente mas altos en marcadores como
presion diastolica, presion sistolica, media, flujo y volumen, asi como las ratas control
muestran un ligero aumento en la frecuencia. Estas diferencias fueron analizadas por medio
de una prueba t de Student para muestras independientes para cada parametro registrado sin
revelar diferencias significativas entre estos parametros. Mientras que a las 40 semanas las
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ratas tratadas siguen mostrando valores ligeramente mayores en todos los parametros

previamente sefialados sin ser significativos (Gréafica 9).
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Gréfica 9. Medicidn de Presién Arterial. a) Media  ES del grupo de 20 semanas, b) Media + ES del grupo de
40 semanas. En ambos casos los valores se presentan en unidades de milimetros de mercurio (mmHg). PD:
Presion Diastdlica. PS: Presion Sistdlica. Med: Media. Frec: Frecuencia. Flu: Flujo. Vol: Volumen. Para
ambos puntos de corte se representa al grupo control (n= 6, 20 semanas y n= 10, 40 semanas) con barras

negras y el grupo DAS (n= 6, 20 semanas y n= 10, 40 semanas) con barras grises.

Medicion de marcadores de inflamacién:

Con la finalidad de confirmar la presencia inflamacién crénica de bajo grado en las
ratas tratadas con sacarosa se realiz6 la medicion cuantitativa de CRP a partir del suero

sanguineo como control positivo.

o) CRP

El primer marcador de inflamacion que se midié es la CRP. Se aprecia que a las 20
semanas las ratas tratadas presentan niveles mayores de CRP (476.64 + 50.22 pug/mL) en

comparacion con el grupo control (224.77 + 65.81 ug/mL). Estos valores fueron analizados
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por una prueba t de Student para muestras independientes, la cual mostré diferencias
significativas (to)= -2.84, p= 0.002).

Por otra parte, a las 40 semanas el grupo tratado con sacarosa sigue mostrando niveles
mayores de CRP (611.66 + 67.45 pug/mL) en comparacion con el grupo control (344.98 +

168.66 pg/mL), sin embargo, a las 40 semanas no se revelaron diferencias significativas

(Grafica 10).
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Grafica 10. Medicion de CRP. a) Media + ES del grupo de 20 semanas, b) Media + ES del grupo de 40
semanas. Para ambos puntos de corte los valores se presentan en unidades de microgramos por mililitro
(ng/mL). En las dos graficas representa al grupo DAS (n=7, 20 semanas y n=4, 40 semanas) con barras grises

y el grupo control (n=4, 20 semanas y n=5, 40 semanas) con barras blancas. * p < 0.05.

TNFo

Posteriormente se cuantifico la concentracion de TNFa en suero sanguineo como un

indicador mas orientado a evidenciar la presencia de alteraciones cognitivas.

Se observa que a las 20 semanas el grupo DAS presenta mayores niveles de TNFa
(34.04 + 2.19 pg/mL) en comparacion con el grupo control (6.64 + 1.67 pg/mL). De igual
manera a las 40 semanas el grupo tratado presenta niveles ligeramente mayores (41.94 £5.61

pg/mL) en comparacion con el grupo control (38.59 + 3.30 pg/mL). Ambos puntos de corte
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no revelaron diferencias significativas con la prueba t de Student. Estas diferencias fueron
analizadas por medio de una prueba U de Mann Whitney (U= 36, p= 0.002) revelando

diferencias estadisticamente significativas a las 20 semanas, no asi a las 40 semanas (Grafica

11).
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Grafica 11. Medicién de TNFa. a) Media + ES del grupo de 20 semanas, b) Media £ ES del grupo de 40
semanas. Para ambos casos los valores se presentan en unidades de picogramos por mililitro (pg/mL). En
ambos puntos de corte se representa al grupo DAS (n=6, 20 semanas y n=6, 40 semanas) con barras grises y

el grupo control (n=6, 20 semanas y n=7, 40 semanas) con barras blancas. * p < 0.05.

En resumen, el grupo tratado con DAS fue significativamente diferente al grupo
control en los parametros que caracterizan el SM como lo es obesidad central (peso, grasa y
circunferencia abdominal), curva de tolerancia a la glucosa alterada, hipertrigliceridemia e
hiperinsulinemia) asi como un aumento en los marcadores de inflamacion periférica, lo cual

podria indicar un estado de inflamacion crénica de bajo grado.
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Segunda parte: alteraciones cognitivas.

Una vez comprobado que el grupo al que se le administr6 una DAS presenta
alteraciones propias del SM y cuenta con alteracion en los niveles de citocinas inflamatorias,
se evalud la memoria de reconocimiento y visuoespacial en ambos puntos de corte y se

analizaron las curvas de aprendizaje de cada grupo.

Memoria de reconocimiento:

Se evalu6 la memoria de reconocimiento con la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos en la semana 15 y 35 de tratamiento. En ambos casos, se evalu6 el indice de
reconocimiento a los 30 miny 24 horas posteriores a la fase de familiarizacion, el cual evalla
la preferencia para explorar los objetos que le resulten novedosos a los sujetos de
experimentacion a partir de la medicion del tiempo que invierten los sujetos experimentales

explorando los objetos familiares y novedoso.

Los datos obtenidos muestran que, en la primera fase de prueba, realizada a los 30
minutos posteriores a la familiarizacion en ambos puntos de corte el grupo control presenta
mayor preferencia al objeto novedoso en comparacion con el grupo tratado. Dicha diferencia
fue analizada por medio de la prueba t de Student para muestras independientes donde se
revelaron diferencias significativas para a las 20 semanas tas)= 2.542, p=0.002), no asi a las

40 semanas t12)= 1.154, p= 0.271 (Gréfica 12).
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Grafica 12. indice de reconocimiento. Los datos representan la preferencia a explorar el objeto novedoso
pasados 30 minutos después de la fase de familiarizacion. a) Media + ES del grupo de 20 semanas, b) Media
+ ES del grupo de 40 semanas. En las dos graficas representa al grupo DAS (n=8, 20 semanas y n=6, 40

semanas) con barras grises y el grupo control (n=9, 20 semanas y n=8, 40 semanas) con barras blancas. * p <

0.05.

La segunda fase de prueba se realizd 24 horas después de realizada la familiarizacion
de objetos. Nuevamente se le presento a los sujetos un objeto novedoso y se midié el tiempo
que gastaban explorando ambos objetos para posteriormente calcular el indice de
reconocimiento. Se observa que, nuevamente para ambos puntos de corte el grupo control
muestra mayor preferencia para explorar el objeto novedoso en comparacion con el grupo de
DAS. Dicha diferencia fue significativa solo a las 20 semanas t(15y= 3.85, p= 0.002 (Gréfica

13).
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Grafica 13. indice de reconocimiento. Los datos representan la preferencia a explorar el objeto
novedoso pasadas 24 horas de la fase de familiarizacion. a) Media + ES del grupo de 20 semanas, b) Media +
ES del grupo de 40 semanas. En las dos graficas representa al grupo DAS (n=8, 20 semanas y n=6, 40
semanas) con barras grises y el grupo control (n=9, 20 semanas y n=8, 40 semanas) con barras blancas. * p <

0.05.

Memoria visuoespacial:

Posterior a la medicion de memoria de reconocimiento se aplico el LB para evaluar
la memoria visuoespacial a las 17 y 37 semanas de tratamiento. Para ello se cuantificaron dos
pardmetros (errores y latencia) y se analizaron las curvas de aprendizaje.

Errores: son aquellos errores que se cometieron antes de encontrar por primera vez el
agujero de escape durante cada ensayo. Para las 20 semanas, se obtuvo que al inicio de la
fase de adquisicion las del grupo tratado obtuvieron un promedio de errores (4.53 + 0.61)
similar al del grupo control (4.83 + 0.60). Asimismo, a lo largo de esta fase se observa una
reduccion en el nimero de errores cometidos en ambos grupos, para finalizar en un promedio
de errores nuevamente similar para el grupo tratado (2.83 £ 0.65) y el grupo control (2.86 +
0.65). Mientras que en la fase de reversion se obtuvieron resultados similares en el grupo
tratado (4.14 £ 0.61) y el control (4.56 +1.01) al inicio y al final (2.70 + .39, 2.21 + 0.35)
respectivamente. Estos resultados fueron analizados con un ANOVA de dos vias cuyos
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resultados fueron significativos para el factor ensayo F.26 2088= 3.788, p= 0.012, sin

embargo, el factor grupo y la interaccion entre ambos no fue significativa (p > 0.05).

Por otra parte, a las 40 semanas se observa nuevamente que al inicio de la adquisicion

el promedio de errores es similar para el grupo control (4.81 + 0.47) y tratado (5 + 0.87), los

cuales disminuyeron paulatinamente hasta terminar en 3.70 + 0.49 y 3.96 = 0.70 en el grupo

control y tratado respectivamente. Para el periodo de reversion se observa el grupo control

presenta 6.40 £ 0.41 errores al inicio y 4.31 £ 0.55 al final; por otra parte, el grupo tratado en

esta fase presenta 5.87 + 1.09 y 2.89 + 0.55 errores al inicio y al final respectivamente. El

ANOVA para este punto de corte no arrojo resultados significativos para los factores grupo,

ensayos, ni en la interaccion entre ambos (Grafica 14).

) -5~ Control b)
%+ DAS

8 8
o o
54 5
3 3
o o

)
£ 21 E
S b
Z Z

0 T T T T T T T T
D2 D3 D4 D5 R1 R2 R3 R4
Ensayo (dia)

-©- Control
43 DAS
T T T T T T T T
D2 D3 D5 D4 R1 R2 R3 R
Ensayo (dia)

Grafica 14. Errores. Los datos representan la curva de aprendizaje con el nimero de errores a lo

largo de los ensayos de la prueba Laberinto de Barnes. a) Media = ES del grupo de 20 semanas, b) Media

ES del grupo de 40 semanas. En las dos graficas representa al grupo DAS (n=8, 20 semanas y n=6, 40

semanas) con cuadrados grises y el grupo control (n=9, 20 semanas y n=8, 40 semanas) con circulos blancos

blancas.

Latencia: fue el segundo indicador de aprendizaje y memoria utilizado en este

paradigma, el cual se refiere al tiempo que las ratas utilizan para buscar el agujero de escape.
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Para el punto de corte de 20 semanas se observa una tendencia por parte del grupo
tratado a presentar una latencia promedio ligeramente mayor (5 + 0.87) en comparaciéon del
grupo control (4.81 + 0.47) al inicio de la adquisicion, sin embargo, para el final de esta el
resultado es similar para ambos grupos. En la fase de reversion ocurre lo contrario, al
principio es el grupo control quien presenta una latencia superior (6.40 + 0.41) al grupo
tratado (5.87 £ 1.10) y posteriormente va disminuyendo hasta terminar en una latencia
similar. EIl ANOVA para la latencia a las 20 semanas revel6 un efecto significativo para el
factor ensayo (F, 26=16.847, p < 0.001), no asi para el factor grupo ni la interaccion entre
ambos.

A las 40 semanas se observa al inicio de la adquisicidn el grupo control present6 un
promedio mayor (66.57 + 8.55) en comparacion del grupo tratado (45.25 + 9.94), en ambos
casos dicho resultado fue disminuyendo a lo largo de los ensayos para culminar esta fase en
resultados equivalentes para ambos grupos. Por otra parte, en la fase de reversion los
resultados fueron parecidos al inicio (27.26 + 6.49 y 28.96 + 8.54) para el grupo control y
tratado respectivamente, y fueron disminuyendo a lo largo de la fase. Un ANOVA de dos
vias revelo resultados significativos solo para el factor ensayo (Fg20= 16.632, p < 0.001).

Véase (Grafica 15).
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Grafica 15. Latencia. Los datos representan la curva de aprendizaje con la latencia de escape a lo
largo de los ensayos de la prueba Laberinto de Barnes. a) Media + ES del grupo de 20 semanas, b) Media +
ES del grupo de 40 semanas. En las dos gréficas representa al grupo DAS (n=8, 20 semanas y n=6, 40
semanas) con cuadrados grises y el grupo control (n=9, 20 semanas y n=8, 40 semanas) con circulos blancos

blancas.

En este pardmetro, ambos puntos de corte, los grupos presentaron una curva de
aprendizaje evidenciada por la disminucién del tiempo que invirtieron en la bdsqueda del
agujero de escape tanto en la fase de adquisicién como en la de reversién. Se puede observar
que los grupos de 40 semanas en general presentan una mayor latencia de escape en

comparacion con el grupo de 20 semanas. Esto puede deberse a la edad de las ratas.

MLP: esta evaluacion se realizd con la finalidad de obtener un indicador de la
retencion de la ubicacidn espacial del agujero de escape, a través de la cuantificacion de
aciertos en un ensayo aislado, 72 horas posteriores al final de la habituacién. En donde se
considera una menor retencion el obtener un menor nimero de aciertos y una mayor retencion

para un mayor nimero de aciertos.
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Para los grupos de 20 semanas se obtuvo un 35% de aciertos para las ratas controles
mientras que las tratadas presentaron un 38%. Por otra parte, a las 40 semanas ambos grupos
presentaron un 41% de aciertos. Este resultado fue analizado con una prueba t de Student sin
ser significativo en los dos puntos de corte.

Tiempo en el cuadrante correcto: De la misma manera, esta cuantificacion es un
indicador de retencién de memoria a través de la medicion del tiempo que la rata permanece
en el cuadrante en el que previamente aprendié que se encontraba ubicado el agujero de
escape.

En este indicador, encontramos que a las 20 semanas el grupo control presenta un
tiempo de permanencia de 44.28 + 6 segundos en el cuadrante correcto mientras que para el
grupo tratado el tiempo que invirtieron en este cuadrante fue de 42.43 + 5 segundos. Las
diferencias se evaluaron con una prueba t de Student para muestras independientes sin ser
significativas.

A las 40 semanas encontramos que, el tiempo de permanencia en el cuadrante blanco
para el grupo control fue de 46.23 + 4, mientras que en el grupo control dicha latencia fue de

47.91 + 7. Nuevamente no se encontraron diferencias significativas en este parametro.

Correlaciéon entre resultados conductuales y medicién de biomarcadores de

inflamacion:

Finalmente, para determinar si existia una relacion entre la concentracion de
marcadores de inflamacion y el desempefio en las tareas de memoria, se realiz6 una
correlacion de Pearson entre los niveles de TNFa, CRP y las variables conductuales obtenidas

(Tablal).
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COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON

MARCADOR IR30m IR24h #ERRORES
20 CRP -0.392 (p=0.296) | -0.359 (p=0.308) | 0.207 (p=0.567)
SEMANAS TNFa -.0.692 (p=0.018)* | -0.603 (p=0.038)* | 0.179 (p=0.577)
40 CRP -0.786 (p=0.064) | -0.625 (p=0.134) | 0.260 (p=0.534)
SEMANAS TNFa -0.003 (p=0.992) | 0.045 (p=0.896) | -0.184 (p=0.555)

Tabla 1. Coeficiente de correlacion de Pearson entre los niveles de CRP y TNFa y los indices de
reconocimiento a los 30 minutos y 24 horas asi como el aprendizaje (medido a través del nimero de errores

del D5) para todos los grupos.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion significativo para las variables IR30m r= -
.0.692 (p=0.018) e IR 24h r=-0.603 (p=0.038), mientras que, para estas mismas variables se
obtuvo un coeficiente de determinacion para IR30m de R? =0.479 y para IR 24h fue
R2=0.363, lo cual indica que hay una correlacion media para el IR 30 min y una correlacion

baja para el IR24h tomando en cuenta todos los grupos (Figura 16).
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Grafica 16. Correlacion entre la concentracion de TNFa e IR en el grupo de 20 semanas. Diagrama
de dispersién de la correlacion entre la concentracion de TNFa e IR. a) coeficiente de determinacion entre los
niveles de TNF a e IR 30m, (r=-.0.692, p=0.018), R?=0.479. b) coeficiente de determinacién entre los

niveles de TNF o e IR24h min, (r=-0.603, p=0.038) R2=0.363.

En resumen, los resultados conductuales muestran que las ratas del grupo DAS presentan una
alteracion en la memoria de reconocimiento a las 20 semanas de tratamiento, sin embargo,
este resultado no se presenta a las 40 semanas de tratamiento. En cuanto a la memoria
visuoespacial si bien se observan cambios de acuerdo a la edad de las ratas y al tiempo de

tratamiento, no se encontraron alteraciones entre ambos grupos.

VIII. DISCUSION

La inflamacion cronica de bajo grado es una condicion presente en diversas
enfermedades, entre ellas se encuentran los trastornos metaboélicos como el SM (Ransohoff
et al., 2015; Shabab et al., 2016; Hamasaki, Machado y Pinheiro da Silva, 2017) cuya
incidencia ha ido aumentando en México y en el mundo (Pefia et al., 2018), principalmente

por la creciente ingesta de carbohidratos. Por lo cual el objetivo del presente trabajo fue
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evaluar si existe una alteracion en la memoria visuoespacial y la memoria de reconocimiento

en ratas con inflamacion cronica de bajo grado inducida por SM.

El SM como un desencadenante de la inflamacion cronica de bajo grado.

El SM es un conjunto de alteraciones metabdlicas, constituido por la obesidad central,
hipertrigliceridemia, hipertension arterial, hiperglucemia, hiperinsulinemia y dislipidemia.

Con la finalidad de inducir inflamacién cronica de bajo grado, se realizé la
administracion de una dieta alta en sacarosa en ratas como un modelo animal controlado de
SM, a través del cual se observaron cambios en el consumo a lo largo del tratamiento pues
las ratas tratadas presentaron una disminucion en el consumo de alimento, asi como un
incremento en la cantidad de solucion de sacarosa al 20% que bebian semanalmente. No se
presentaron diferencias significativas en el consumo caldrico total, peso, y talla en ambos
puntos de corte, lo cual ha sido reportado anteriormente en estudios con este modelo, pero
con diferente concentracion de sacarosa (Soares et al., 2013; Lemos et al., 2016; Burgerio et
al., 2017). Asimismo, a diferencia de lo que ha reportado anteriormente por Larque et al.
(2011) en este estudio no encontramos un efecto de la modificacion a una DAS en los
parametros de presion arterial en ninguno de los puntos de corte utilizados, aunque se observa
una tendencia por parte del grupo tratado a presentar promedios un poco mas altos en
comparacion con el control.

De igual manera en otros parametros como circunferencia abdominal, cantidad de
grasa corporal y grasa magra, nivel de triglicéridos y de insulina en sangre, hemos encontrado
diferencias entre los grupos para ambos puntos de corte, lo cual concuerda con los resultados

arrojados en otros estudios (Long et al., 2017; Soares et al., 2013; Burgeiro et al., 2017
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Larqué et al., 2011; Gomez-Criséstomo, 2018). En relacion con la medicién de tolerancia a
la glucosa encontramos alteraciones a las 20 semanas a los 30, 60 y 120 minutos posteriores
a la administracion de solucion de glucosa, dicho resultado es parecido al reportado
anteriormente (Burgeiro et al., 2017; Larqué et al., 2011; Long; 2017), mientras que para las
40 semanas observamos alteracion a los 60 y 120 minutos de la curva, asi como un nivel
basal de glucosa aumentado, aunque sin ser significativo. Dicho aumento en el nivel basal en
estudios de larga duracidn con este modelo se ha sido observado anteriormente (Long et al.,
2017). Estos resultados en conjunto muestran los cambios metabolicos que conforman el SM
ya instalados en los grupos tratados.

En conjunto, se estudiaron diversas variables metabdlicas, las cuales se sabe estan
alteradas en presencia del SM y en relacién con la inflamacion crénica de bajo grado (Leon
Pedroza et al., 2015; Pefia et al., 2018). En principio, el adipocito es la fuente principal de
adipocinas asociadas a la inflamacion, del mismo modo que la infiltracion de tejido adiposo
por macrofagos y células T (Warnberg, Romero et al., 2011; Arisi, 2014; Calder et al., 2013;

Lasselin y Capuron, 2014).

La medicién de biomarcadores como indicadores de inflamacion.

Como se ha mencionado anteriormente, la inflamacion es una condicién
estrechamente relacionada con alteraciones metabdlicas como el SM. En este estudio se
decidié utilizar como marcador de inflamacion a la CRP en plasma, debido a su alta
sensibilidad en la inflamacion periférica (Warnberg, Romero et al., 2011). Una vez
confirmada la presencia de inflamacion en las ratas tratadas, se procedié a la cuantificacién

de niveles en plasma sanguineo de TNFa con la finalidad de corroborar si existe una relacion
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entre la elevacion de esta citocina y la conducta medida a través de una tarea de memoria
dependiente de hipocampo.

Los resultados muestran que tanto a las 20 como a las 40 semanas de tratamiento hay
un aumento de TNFa a nivel periférico, mientras que para la CRP se encontré un aumento
significativo a las 20 semanas de tratamiento lo cual concuerda con el aumento en la grasa
corporal y circunferencia abdominal pues se sabe que a nivel periférico el tejido adiposo
puede secretar estas citocinas proinflamatorias (Ramirez Alvarado y Sanchez Roitz, 2012;
Warnberg, Romero et al., 2011; Dinel et al., 2011). En ambos grupos se observa un efecto de
la edad; dicha variable corre de manera paralelay se ha reportado anteriormente que se asocia
con el aumento de marcadores inflamatorios, principalmente TNFa, tanto en humanos como
en modelos animales (Minihane et al., 2015).

Asimismo, es importante mencionar que otros estudios indican que a través de la
modificacion de la dieta se pueden limitar un pequefio nimero de marcadores sanguineos de
inflamacion, los cuales se miden en un estado de ayuno, lo cual no necesariamente refleja la
respuesta inflamatoria (Minihane et al., 2015).

Resumiendo hasta este punto, el aumento en los biomarcadores medidos nos indica
la posible presencia de un estado inflamatorio cronico en los grupos tratados con DAS, lo
cual podria afectar a nivel cognitivo. Esto debido a que la inflamacion cronica de bajo grado
provoca repercusiones sobre la barrera hematoencefalica y llevando asi al tejido cerebral a

un estado de neuroinflamacion.

66



La inflamacion cronica de bajo grado vy las alteraciones en la memoria.

Se ha sugerido que la funcidn cerebral es susceptible a los efectos de la inflamacion
cronica de bajo grado, el cual puede derivar en deficiencias en los procesos cognitivos
(Almeida-Suhett, Graham, Chen y Deuster, 2017). En este sentido, se ha propuesto que un
estado inflamatorio cronico puede desencadenar una situacién conocida como
neuroinflamacion, a través de un dafio en la integridad de la barrera hematoencefélica, el cual
involucra la activacion de células gliales capaces de liberar citocinas proinflamatorias y

especies reactivas de oxigeno (Shabab et al., 2016).

Como se ha mencionado, las citocinas proinflamatorias presentes en el SNC
desempefian un papel importante en la plasticidad sinaptica, la potenciacion a largo plazo
(LTP), la neurogénesis y la consolidacion de la memoria, de manera que una alteracion en la
homeostasis por un aumento de éstas se ha asociado con el deterioro cognitivo (McAfoose y
Baune, 2009). Por lo que se ha teorizado que podria haber una relacion entre las alteraciones
cognitivas y el incremento en la concentracion de citocinas circulantes como CRP y TNFa y
la inflamacion (Dinel et al., 2011).

De acuerdo con los datos obtenidos en la prueba NOR se determin6 que la capacidad
de reconocer un objeto previamente conocido esta alterada a las 20 semanas de tratamiento
con DAS, tanto a los 30 minutos después a la familiarizacién como a las 24 horas posteriores.
Esto resulta en un indice de correlacion que, si bien no es una asociacién relevante, se puede
considerar como una correlacion negativa media con TNFa cuya sobreexpresion se ha

relacionado con alteraciones de la memoria dependiente de hipocampo (Belarbi et al., 2012).
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A las 40 semanas no se observan diferencias en la ejecucion de la prueba y adicionalmente
se encontré que no existe una correlacion entre los indices de discriminacion obtenidos y la
concentracion de citocinas proinflamatorias. En un estudio realizado por Buyakata, Vukalo,
Xu, Khore y Reichelt (2018), con una DAS al 10% por dos semanas no encontraron
diferencias en el indice de discriminacion con respecto del grupo control; del mismo modo
se han reportado déficits en la memoria de reconocimiento en ratas con una DAS (35%)
mayor de 9 semanas (Lemos et al., 2016; Soares et al., 2013). Sin embargo, no se cuenta con
estudios previos que muestren alteraciones en este tipo de memoria para tiempos tan
prolongados como se realizo en el presente estudio.

Estos datos son de gran interés ya que la correlacion negativa obtenida para el IR-
30m y TNFa podria ser un indicio de que este cambio se debe a una desregulacion de esta
citocina a nivel de SNC.

En cuanto a los resultados de memoria visuoespacial, estos indican un desempefio
similar en el LB para ambos grupos; no se encontraron cambios significativos en la memoria
visuoespacial a las 20 ni a las 40 semanas de tratamiento con DAS respecto de los grupos
control. De igual manera no se encontré una correlaciéon entre los niveles de citocinas
estudiados y el desempefio en el LB, en contraste con investigaciones previas donde se
encontraron deficiencias en memoria visuoespacial utilizando el LB, asi como en el laberinto
acuatico de Morris, en ratas con DAS a diferentes concentraciones en tiempos cortos. Sin
embargo, también se ha reportado que en estudios con un tratamiento mayor de 10 semanas
no encuentran diferencias entre los grupos (Kendig, 2014). Por otra parte, se ha reportado
una relacién entre los niveles de la citocina interferon Y, y el déficit cognitivo evidenciado
por un bajo rendimiento en la tarea del LB; en este estudio se utiliza al estrés cronico como

desencadenante de una respuesta inflamatoria (Palumbo et al., 2018).
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De acuerdo con las evidencias anteriores, se concluye que el SM provoca un aumento
en la concentracion de dos biomarcadores inflamatorios a nivel periférico, cuyos perfiles son
sustancialmente distintos y que apoyan por un lado un estado general de inflamacién (CRP),
y por el otro, un estado de neuroinflamacién (TNFa) que orienta hacia una alteracion central
que puede estar afectando la memoria de reconocimiento en las ratas tratadas a las 20
semanas de tratamiento con una DAS. Esto debido a los efectos que el TNFa tiene como
mediador critico de la disfuncion neuronal y el deterioro cognitivo inducido por
neuroinflamacion.

De esta forma, se sugiere para futuros estudios abordar el impacto que tienen los
desarreglos metabdlicos en el orden cognitivo del sistema nervioso central realizando la
medicion de TNFa en LCR, asi como aumentar el nimero de marcadores de inflamacion,
con la finalidad de obtener una mejor caracterizacion de la neuroinflamacion. Proponemos
la medicidn de IL-1 e IL-6 debido a que juegan un papel importante para el aprendizaje y la

memoria dependiente de hipocampo.

Finalmente, consideramos este estudio es de gran importancia dentro de la psicologia,
pues se abordan las repercusiones a nivel metabdlico y cognitivo de llevar una dieta alta en
carbohidratos, la cual ha ido en aumento en los Gltimos afios a nivel mundial. Particularmente
en México se estima que el 80% de la ingesta de alimentos no recomendables para consumo
diario pertenece a la ingesta de bebidas altas en azucares por parte de adultos y nifios
(Rodriguez-Burelo, Avalos-Garcia y Lopez-Ramon, 2014). Este tipo de dieta, normalmente
se relaciona con el desarrollo de alteraciones metabolicas como ya se ha abordado a lo largo
del trabajo, sin embargo, también se deberia de resaltarse las repercusiones en procesos

cognitivos como el aprendizaje y la memoria. De igual manera este tipo de investigaciones
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podria dar pie a campafias de promocién de la salud no solo orientadas a la prevencion de
sobrepeso y obesidad de nifios en edad escolar, si no, también en las consecuencias que puede

tener el consumo bebidas azucaradas en el rendimiento escolar.

IX. CONCLUSIONES
1. Las ratas sometidas a una DAS al 20% (p/v) presentan alteraciones
metabdlicas propias del SM a las 20 y a las 40 semanas.
2. A las 20 y 40 semanas se observa una elevacion en la concentracion de CRP
y TNFa siendo més evidente este cambio a las 20 semanas, lo cual indica la presencia
de un estado inflamatorio crénico de bajo grado tanto inespecifico, en el caso del
primer marcador, como de probable neuroinflamacion, en el segundo caso.
3. Las ratas bajo una DAS al 20% (p/v) no muestran alteraciones significativas
en la curva de aprendizaje a las 20 y 40 semanas de tratamiento.
4. A las 20 semanas de tratamiento con una DAS al 20% (p/v) las ratas muestran
un deterioro significativo en la memoria de reconocimiento, el cual correlaciona con

la elevacion de la concentracion de TNFa en sangre.
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