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Resumen

El sobrepeso y la obesidad son enfermedades de interés mundial que estan asociadas al desarrollo de
otras enfermedades como las cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, hipertensidn, y al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. Muchas de las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan
por un deterioro cognitivo, por lo que es necesario entender esta condicién y buscar estrategias
terapéuticas. La obesidad es una acumulacion excesiva del tejido adiposo en la que se desarrolla una
condicidn de inflamacidn crénica de bajo grado acompafiada de estrés oxidante. El objetivo de este
proyecto fue evaluar el efecto antioxidante y antiinflamatorio del extracto estandarizado silimarina, que
proviene de la planta Silybum marianum, en un modelo murino de obesidad inducido por una dieta alta
en grasa (HFD) durante 14 semanas. Para este objetivo, se utilizaron ratas macho Wistar, se formaron
cuatro grupos experimentales: dos alimentados con una dieta estandar (control) y dos grupos
alimentados con una dieta alta en grasa (HFD, 54% de lipidos). Los cuatro grupos fueron los siguientes:
control vehiculo, control silimarina, HFD vehiculo y HFD silimarina. La dosis de silimarina fue de 200
mg/kg/dia disuelto en aceite vegetal, administrado via oral (0.5 mL) durante 14 dias. A la semana 12, los
animales que recibieron la HFD tuvieron un peso corporal 30% mayor que los animales que recibieron la
dieta estandar. Dado que la HFD altera negativamente el metabolismo de glucosa, se evalué el efecto de
silimarina sobre este parametro, a través de la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal antes y
después del tratamiento. La silimarina mejoré el metabolismo al reducir los niveles de glucosa en sangre

de los animales HFD comparado con los animales HFD que recibieron solo el vehiculo.

En diversos trabajos de investigacion en modelos murinos, se ha evidenciado que la HFD impacta
negativamente en el desempeno cognitivo (aprendizaje y memoria). En este trabajo se evalué el efecto
de la HFD en un protocolo de 14 semanas de induccion y el efecto de la silimarina sobre el aprendizaje y
la memoria, a través de tres pruebas conductuales: 1) la prueba de reconocimiento de objeto novedoso,
2) la prueba de reconocimiento de objeto novedoso en contexto y 3) el laberinto acuatico de Morris. En
la prueba de reconocimiento de objeto novedoso a corto plazo, el grupo HFD vehiculo presentd un indice
de reconocimiento menor a 0.5, sugiriendo que no recordaba el objeto previamente presentado;
mientras, en el mismo experimento, el grupo HFD con silimarina presentd un indice mayor a 0.5,

sugiriendo que recordaba el objeto anteriormente presentado. En pruebas de memoria de



reconocimiento de objeto novedoso en contexto y laberinto acuatico de Morris no mostraron diferencias
significativas entre los cuatro grupos experimentales, es decir, la HFD durante 14 semanas no afectd el

aprendizaje ni la memoria, del mismo modo la silimarina no modificé la conducta.

Investigaciones previas han reportado que la obesidad desarrolla una condicion de estrés oxidante en el
sistema nervioso central. En este proyecto, nos preguntamos si las ratas HFD después del tratamiento
con silimarina tendrian un impacto sobre la condicién de estrés oxidante en el cerebro. Para ello, se
evaluaron diversos marcadores de estrés oxidante, como: a) la peroxidacidn lipidica de manera indirecta
a través de la cuantificacion del metabolito secundario MDA, b) la actividad de diversas enzimas
antioxidantes como la catalasa y la superdxido dismutasa, y c) el sistema de glutatién que consta de las
tres enzimas: glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation S-transferasa. De todos los
marcadores, solo se encontré diferencia significativa en el incremento de la actividad de la catalasa en
la corteza prefrontal del grupo HFD silimarina comparado con los tres grupos restantes y de la glutation
S-transferasa en el hipocampo de los grupos HFD vehiculo y HFD silimarina comparado con el grupo
control. Nuestros resultados sugieren que, si bien la HFD alteré el metabolismo de glucosa, la silimarina

tuvo un efecto protector.

En el caso de las pruebas conductuales que evaltan aprendizaje y memoria, asi como en el resto de los
parametros evaluados de dafio oxidante, no se encontraron cambios con el tratamiento con silimarina.
Podrias ser que el tiempo de tratamiento con la HFD no fuera suficiente, por lo que no se puede descartar

el efecto neuroprotector de la silimarina.

En conclusion, nuestro modelo murino de obesidad inducido por la HFD incrementd el peso corporal de
los animales, alterd el metabolismo de glucosa y la silimarina lo mejord. Asi mismo, la HFD afectd la
memoria de corto plazo evaluado en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso vy la silimarina
mejoré el desempeno en esta misma prueba. Por ultimo, después de 14 semanas de HFD, no se

observaron alteraciones en los parametros de estrés oxidante que se evaluaron.



Abstract

Overweight and obesity are diseases of global concern that are associated with the development of
comorbidities such as cardiovascular disease, type 2 diabetes mellitus, hypertension, and the
development of neurodegenerative diseases. Many of the neurodegenerative diseases are characterized
by cognitive impairment, so understanding this condition and seeking therapeutic strategies are
necessary. Obesity is an excessive accumulation of adipose tissue in which a condition of chronic low-
grade inflammation accompanied by oxidative stress develops. The aim of this project was to evaluate
the antioxidant and anti-inflammatory effect of the standardized extract silymarin, which comes from
the plant Silybum marianum, in a murine model of obesity induced by a high fat diet (HFD) for 14 weeks.
For this objective, male Wistar rats were used, four experimental groups were formed: two feds with a
standard diet (control) and two groups fed with a high fat diet (HFD, 54% lipids). The four groups were
as follows: vehicle control, silymarin control, vehicle HFD and silymarin HFD. The dose of silymarin was
200 mg/kg/day dissolved in vegetable oil, administered orally (0.5 mL) for 14 days. At week 12, the
animals receiving the HFD had a 30% higher body weight than the animals receiving the standard diet.
Since HFD negatively alters glucose metabolism, the effect of silymarin on this parameter was evaluated
by intraperitoneal glucose tolerance test before and after treatment. Silymarin improved metabolism

by reducing blood glucose levels in HFD animals compared to HFD animals receiving vehicle alone.

Several research studies in murine models have shown that HFD negatively impacts cognitive
performance (learning and memory). In this work, we evaluated the effect of HFD in a 14-week induction
protocol and the effect of silymarin on learning and memory, through three behavioral tests: 1) the novel
object recognition test, 2) the novel object recognition test in context and 3) the Morris water maze. In
the short-term novel object recognition test, the vehicle HFD group presented a recognition index lower
than 0.5, suggesting that they did not remember the previously presented object; while, in the same
experiment, the silymarin HFD group presented an index higher than 0.5, suggesting that they
remembered the previously presented object. In tests of novel object recognition memory in context
and Morris water maze showed no significant differences between the four experimental groups, i.e.,

HFD for 14 weeks did not affect learning or memory, likewise silymarin did not modify behavior.



Previous research has reported that obesity develops an oxidative stress condition in the central nervous
system. In this project, we asked whether HFD rats after silymarin treatment would have an impact on
the oxidative stress condition in the brain. For this purpose, several markers of oxidative stress were
evaluated, such as: a) lipid peroxidation indirectly through quantification of the secondary metabolite
MDA, b) the activity of various antioxidant enzymes such as catalase and superoxide dismutase, and c)
the glutathione system consisting of the three enzymes: glutathione peroxidase, glutathione reductase
and glutathione S-transferase. Of all the markers, significant differences were found only in the increase
of catalase activity in the prefrontal cortex of the HFD silymarin group compared to the other three
groups and of glutathione S-transferase in the hippocampus of the HFD vehicle and HFD silymarin groups

compared to the control group.

Our results suggest that while HFD altered glucose metabolism, silymarin had a protective effect. In the
case of the behavioral tests that evaluate learning and memory, as well as in the rest of the evaluated
parameters of oxidative damage, no changes were found with silymarin treatment. It could be that the
treatment time with HFD was not sufficient, so the neuroprotective effect of silymarin cannot be ruled

out.

In conclusion, our murine model of obesity induced by HFD increased the body weight of the animals,
altered glucose metabolism and silymarin improved it. Likewise, HFD affected short-term memory
evaluated in the novel object recognition test and silymarin improved performance in this same test,
finally, after 14 weeks of HFD no alterations were observed in the oxidative stress parameters that were

evaluated.



1. Introduccion

La obesidad se caracteriza por la acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo en el cuerpo, y se
asocia con un estado de estrés oxidante y de inflamacién crdénica sistémica también llamada
metainflamacion, la cual incluye a la inflamacidon del sistema nervioso central (neuroinflamacidn).
Investigaciones recientes han identificado que el sobrepeso y la obesidad tienen un efecto negativo en
el balance de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERON), asi como en el metabolismo de glucosa.
También se ha visto un decremento en la cognicidn, en particular sobre la memoria, el aprendizaje, la
atencion y la velocidad de respuesta. Estas funciones estan asociadas a estructuras cerebrales como el
hipocampo y la corteza cerebral prefrontal (Vuong etal., 2017). En este proyecto evaluamos si el
tratamiento con silimarina, un extracto estandarizado de flavolignanos de la planta Silybum marianum,
tiene un efecto positivo en el metabolismo de la glucosa, en el desempefio cognitivo y en el control del
estrés oxidante en el sistema nervioso central (SNC), en un modelo murino de obesidad inducido por una

dieta alta en grasa (HFD).

2. Antecedentes

La obesidad es un problema de salud nacional y mundial

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la obesidad se define como la acumulacién anormal o
excesiva del tejido adiposo. Para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos se utiliza el indice
de masa corporal (IMC), el cual se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos entre el cuadrado
de su talla en metros (kg/m?). La OMS asigha sobrepeso cuando el IMC es igual o superior a 25 y obesidad
igual o superior a 30. En 2016, la OMS report6 que el 39% de las personas adultas de 18 o mas afios
tenian sobrepeso, y el 13% obesidad. En 2018, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT)

reporté que el 76.8% de mujeres y 73% de hombres adultos mexicanos tenian sobrepeso y obesidad.

Meéxico es el segundo pais con mayor obesidad de adultos en el mundo. De acuerdo con la Organizacién
para la Cooperacion Del Desarrollo Econémico (OCDE) el impacto socioecondmico de la obesidad en
México es alto, y tiene un costo anual de 200 millones de délares en tratamiento médico. Ademas, la
obesidad incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, principalmente las

cardiopatias y los accidentes cerebrovasculares (Oliveira et al., 2020), la diabetes mellitus tipo 2, los



trastornos del aparato locomotor (osteoartritis), algunos tipos de canceres en: endometrio, mama,
ovarios, prostata, higado, vesicula biliar, rifiones, colon (Bruno y Berger 2020) y recientemente se ha

asociado al desarrollo de enfermedades cognitivas (T. H. Lee y Yau 2020).

La acumulacién de tejido adiposo induce alteraciones metabdlicas que estdn relacionadas con procesos
de inflamacién y oxidacidn sistémica, la cual incluye al SNC, por lo que es necesario profundizar en su

estudio y en la busqueda de estrategias terapéuticas

La acumulacion del tejido adiposo produce alteraciones metabdlicas

Hay dos tipos de tejido adiposo: 1) el tejido adiposo blanco, cuya principal funcidn es el almacenamiento
de energia y 2) el tejido adiposo café o también llamado pardo, cuya funcién metabdlica es la oxidacion
de lipidos para la generacién de calor (Esteve Rafols 2014). En este proyecto, nos enfocamos en el tejido
adiposo blanco, el cual es considerado un érgano endocrino por su capacidad de secretar una variedad
de péptidos bioactivos (adipocinas), que actuan a nivel local (autocrino/paracrino) y a nivel sistémico
(endocrino), con efectos directos en diversas cascadas de sefalizacion (Fantuzzi 2005). Este tejido se
compone principalmente de adipocitos y de una fraccién estromal vascular que esta constituida de
células precursoras de adipocitos, de células inmunes (principalmente macréfagos tisulares y linfocitos),
asi como de vasos sanguineos y terminaciones nerviosas (Kershaw y Flier 2004). El tejido adiposo blanco
se localiza en sitios especificos denominados depdsitos adiposos, que se pueden encontrar debajo de Ia

piel (subcutdneo) y alrededor de los drganos (visceral) (Esteve Rafols 2014).

Cuando se produce un aumento del volumen del tejido adiposo blanco visceral (resultado de la
hiperplasia y de la hipertrofia de los adipocitos) por una dieta hipercalérica, se tienen consecuencias
adversas tanto a nivel celular como metabdlico. La hipoxia del adipocito activa distintas respuestas
celulares entre las que se incluyen: proliferacion celular, resistencia a la insulina, estrés oxidante,
inflamacién y apoptosis (Engin 2017). A nivel metabdlico, la obesidad favorece la resistencia a la insulina,
la hiperglicemia, la dislipidemia, la hipertensién y los estados de estrés oxidante, asi como de un estado

proinflamatorio y protrombético generalizado (Kershaw y Flier 2004).



Patofisiologia del tejido adiposo en la obesidad

La obesidad es un estado de inflamacidn sistémica crénica de bajo grado, donde el tejido adiposo actua
como drgano endocrino y secreta en diferentes concentraciones adipocinas, entre ellas la leptina, la
adiponectina, resistina, visfatina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF a), interleucina uno beta (IL-1B), e
interleucina seis (IL-6), entre otras, las cuales participan en el dafio metabdlico (Esteve Rafols 2014; Bedi

etal., 2019).
Leptina

La leptina es una hormona de 167 aminodacidos. Los adipocitos secretan leptina de manera directamente
proporcional a la cantidad de tejido adiposo, siendo mayor en el tejido adiposo blanco visceral. Los
receptores a la leptina se expresan tanto en la periferia, en el SNC, asi como en los adipocitos (Kershaw
y Flier 2004). La leptina tiene efectos sobre la homeostasis de energia, particularmente en el gasto y la
ingesta (sefalizacién hipotaldmica). Inicialmente fue considerada como una hormona anti-obesidad
porque induce una sefial metabdlica de que hay suficiente energia en el organismo, lo que induce efectos
anorexigénicos (suprimen el apetito) y suprimen la produccién de neuropéptidos orexigénicos sobre el

hipotdlamo (Kershaw y Flier 2004).

La leptina es un potente activador de macréfagos, neutrofilos, eosinéfilos, baséfilos y células NK a través
de su seiial positiva de supervivencia celular, lo cual contribuye a la inflamacién sistémica (Francisco
et al., 2018). La expresion y secrecidn de la leptina también estd influenciada por la concentraciéon de
otros factores moleculares como por ejemplo: la insulina, TNF-a, estrégenos, y glucocorticoides, entre

otros (Maury y Brichard 2010; Francisco et al., 2018).
Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 30 KDa. Sus niveles en plasma son inversamente proporcionales a la
masa de tejido adiposo, es decir, disminuye su concentraciéon en individuos obesos. Los receptores de la
adiponectina son AdipoR1 (se expresa primordialmente en musculo) y AdipoR2 (se expresa
primordialmente en el higado). La activacién de AdipoR1 se vincula con la activacién de la via de la
proteina cinasa activada por monofosfato de adenina (AMPK) que regula la inhibicién de la

gluconeogénesis y el incremento en la oxidacién de acidos grasos. El receptor AdipoR2 esta involucrado
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en la activacién de la via del receptor activado por proliferadores peroxisémicos tipo alfa (PPAR- a), la
cual estimula la disipacion de la energia al incrementar la oxidacidén de acidos grasos e inhibir el estrés
oxidante y la inflamacion (Van Dijk et al., 2015). La adiponectina incrementa la sensibilidad a la insulina,
a través de la reduccién de la gluconeogénesis en el higado y del incremento de la captura de glucosa
por el musculo. En conclusidn, se considera a la adiponectina como una adipocina anti-obesidad porque
incrementa el gasto energético e impide la diferenciaciéon de los adipocitos. Sin embargo, durante la
obesidad la disminucidn en la concentracidn de adiponectina contribuye a la resistencia a la insulina (T.
H. Lee y Yau 2020). La hiperinsulinemia regula negativamente la concentracion de adiponectina, donde
la disminucion de esta hormona produce lipogénesis en el higado y ademas, disminuye la oxidacion de

los acidos grasos libres (Bedi et al., 2019).
TNF alfa

La proteina TNF-a es considerada una citocina proinflamatoria, la cual es secretada en mayor
concentraciéon por los adipocitos durante la obesidad. Esta proteina puede alterar el metabolismo de
glucosa e insulina, porque causa resistencia a la insulina por inhibicion directa del receptor de insulina
(IRS-1, autofosforilacién de la subunidad beta sobre residuos de serina) (Hotamisligil et al., 1996). En
condiciones fisioldgicas, la insulina incrementa la captura de glucosa en los adipocitos, regulando la
movilizacion del transportador GLUT-4 del compartimento citosélico hacia la membrana extracelular del
adipocito (Akash, Rehman, y Liagat 2018). La resistencia a la insulina induce que la glucosa no pueda ser
captada por los adipocitos o no de manera eficiente, en consecuencia, incrementa su concentracion en
la sangre. Esto propicia la condicién de hiperglicemia y el pancreas produce mas insulina para ayudar a
que la glucosa pueda entrar a las células. Estos eventos pueden desencadenar en el individuo la diabetes

tipo 2.

La insulina tiene otras funciones adicionales como incrementar la captura de los acidos grasos libres
(FFA), inhibir la lipdlisis, regular el crecimiento y participa en la diferenciacidn de los adipocitos (Cignarelli
et al., 2019), por lo que una desregulacién de su sefial afecta el metabolismo. Por ejemplo, la resistencia
a la insulina causa la activacién de la enzima lipasa en el higado, esto produce un incremento en la
movilizacion de grasa, lo que a su vez incrementa la circulacién de FFA en el plasmay en el higado (Bedi

etal., 2019).



Los FFA pueden unirse a los receptores tipo Toll cuatro (TLR4), que activan factores de transcripcién
como el factor nuclear kappa B (NF-kB) (se vera mas adelante). Por lo cual la activacién de los TLR4

mantienen el ciclo de produccidn de citocinas proinflamatorias como TNF-a (B.-C. Lee y Lee 2014).

La proteina TNF-a, cuando se une a su receptor TNFR1, activa a NF-kB, este es una familia de factores
de transcripcién inducible, los cuales regulan genes involucrados en procesos inflamatorios. Esta familia
esta compuesta de cinco miembros incluyendo NF-kB1 (también llamada p50), NF-kB2 (también
llamada p52), RelA (también llamada p65), RelB y c-Rel, los cuales median la transcripcién de genes al
unirse a sitios especificos del ADN. Las subunidades de NF-kB pueden formar homodimeros o
heterodimeros. La forma mas abundante NF-kB es el heterodimero p50:p65, y que se encuentra en la
mayoria de las células unido a una proteina inhibidora del factor nuclear kappa (IkB) (T. Liu et al., 2017).
NF-kB permanece inactivo en el citoplasma mientras que esta unido a IkB; sin embargo, cuando IkB se
fosforila, hay un cambio conformacional que permite su ubiquitinacién lo que hace sea transportada al
proteosoma y se degrade. El heterodimero NF-kB activo se transloca al nucleo, donde se une a sus
secuencias consenso en el ADN y estimula la transcripcion de genes especificos, por ejemplo, citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6, quimiocinas, moléculas de adhesién, etc. De este modo
aumenta el reclutamiento de células inmunes para la propagacion de la inflamacién y del estrés oxidante

(EO) en el tejido adiposo (B.-C. Lee y Lee 2014).

El efecto del TNF-a sobre los adipocitos consiste en suprimir genes que codifican para factores de
transcripcion involucrados en la adipogénesis y lipogénesis (Kershaw y Flier 2004). En el higado suprime
la expresidon de genes involucrados en la recaptura de glucosa y en el metabolismo de oxidacién de acidos
grasos, y a su vez TNF-a incrementa la expresion de genes involucrados en la sintesis de novo de
colesterol y acidos grasos (Kershaw y Flier 2004). Ademds, durante la obesidad, la HFD promueve un
cambio en la microbiota intestinal, favoreciendo el crecimiento de las bacterias gram negativas
(disbiosis). Este cambio produce endotoxemia por el incremento en la circulacién de los lipopolisacaridos
(LPS), que son el principal componente de las bacterias (Du et al., 2021). El LPS se unen a TLR4 sobre el
adipocito el cual activa la via de sefializacion Trif/MyD88/ CCL2. CCL2 es una quimiocina que recluta a
macrofagos en el tejido adiposo (T. H. Lee y Yau 2020). La activacion de los macréfagos produce a su vez

citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1pB, IL-6, entre otras, perpetuando la inflamacion.



Generalidades del estrés oxidante en una condicion patofisioldgica

Es bien conocido que el sobrepeso y la obesidad se caracterizan por un estado de estrés oxidante (EO)
(Ahmadinejad et al., 2017). Para comprender mejor la patofisiopatologia de la obesidad a continuacién
se revisaran de manera general los conceptos relacionados con el EQ, la definicién de especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno (ERON), los mecanismos de generacién y el dafio que producen sobre las

diferentes biomoléculas, como los acidos nucleicos, las membranas celulares y las proteinas.

El EO es un estado de desequilibrio en el que se aumenta la produccién de las ERON y disminuye la
actividad protectora de los sistemas antioxidantes de defensa (Carvajal Carvajal 2019). El EO contribuye
a la patogénesis y patofisiologia de diversos problemas de salud, como en las enfermedades
cardiovasculares, pulmonares, neurodegenerativas, la diabetes, la obesidad y el cancer (Pizzino et al.,

2017; Hauck et al., 2019).

Por otra parte, se define como radical libre a aquella especie quimica (atomo o molécula) que contiene
uno o mas electrones desapareados en sus orbitales externos (Aguilar Paredes et al., 2018). Las ERO son
las principales moléculas responsables de generar dafo oxidante. La molécula de oxigeno es reducida
por un electrén, generando el radical anién superéxido (O2*). El radical anidn superdxido puede estar en
su forma protdnica como radical perhidroxilo (HO;®). A partir de este radical, se puede formar el peréxido
de hidrégeno (H20,), el cual no es un radical libre; no obstante, se considera un oxidante porque cuando
interactla con metales de transicion, se genera el radical hidroxilo (OH*), el radical alcoxilo (RO*) y el

radical peroxilo (ROO*®) (Gil Hernandez 2017).

Las ERO son los principales moléculas que producen EO, sin embargo, no son los Unicos. También hay
radicales libres que contienen nitrégeno, derivadas del radical éxido nitrico (ON°®) y el dioxido de
nitrogeno que producen dafio oxidante y se conocen como especies reactivas de nitrégeno (ERN). En
conjunto las ERO y las ERN pueden abreviarse como ERON (Carvajal Carvajal 2019). Las ERON tienen una
elevada capacidad de reaccidn, alterando el funcionamiento de los sistemas biolégicos (Pryor 1976). Lo
gue caracteriza a los radicales libres es su baja estabilidad y su alta reactividad, ya que pueden reaccionar
entre ellos, y pueden convertir un compuesto no radical en radical, ya sea por pérdida o ganancia de un

electron (Aguilar Paredes et al., 2018).
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Generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ERON)

La generacion de ERON en los sistemas bioldgicos puede ser de manera exdgena por radiacién
ultravioleta sobre fotosensibilizadores como: retinol, riboflavina, clorofila, bilirrubina. También de
manera endodgena, por fuentes intracelulares como subproductos del metabolismo celular. Por ejemplo,
en la respiracion mitocondrial (cadena de transporte de electrones), por la actividad de proteinas
enzimdaticas como la monoamino oxidasa, la aldehido oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, y la
oxido nitrico sintasa, o bien, por la autooxidacion de moléculas citosdlicas como catecolaminas, flavinas,

quinonas, tioles, difenoles, etc., (Bhat et al., 2015).

La cadena de transporte de electrones mitocondrial es la principal fuente de generacion de

radicales libres

La cadena de transporte electrénico mitocondrial esta constituida por cuatro complejos multiproteicos
embebidos en la membrana interna denominados NADH-ubiquinona oxidorreductasa (complejo I),
succinato-ubiquinona oxidorreductasa (complejo Il), ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa (complejo
1) y citocromo c oxidasa (complejo V), ademas de dos transportadores, la coenzima Q (ubiquinona) y el
citocromo c. Los complejos | y Il reciben los electrones de la oxidacion de NADH y del succinato,
respectivamente, y los ceden a la coenzima Q. El complejo Il oxida la forma reducida de la coenzima Q
y a su vez reduce el citocromo c. Finalmente, el complejo IV acopla la oxidacion del citocromo ¢ con la
reduccion del oxigeno molecular a agua (Alberts et al., 2014). Durante el transporte de estos electrones,
se bombean protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal, creandose de este modo
un gradiente de protones. Cuando los protones vuelven a entrar a la matriz mitocondrial a través de la
ATP sintasa, la energia liberada al romper este gradiente impulsa la sintesis de ATP a partir de ADP

(Alberts et al., 2014).

Los O;* aparecen en la mitocondria a ambos lados de la membrana mitocondrial; si se produce en la
parte exterior se convierte en H;0; por la CuZn superdxido dismutasa (CuZnSOD) y si aparecen en la

interior, por la Mn superéxido dismutasa (MnSOD) (Hauck et al., 2019).
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El H,0, puede participar en la reaccién de Fenton, reaccién redox entre un ion metdlico reducido y el
H»0,, para formar radicales hidroxilo en presencia de iones de cobre o de hierro (Walling 1998; Carvajal

Carvajal 2019).

En condiciones fisiolégicas y a bajas concentraciones, las ERON actiian como moléculas de sefalizacion,
regulan la proliferacion, diferenciacién y migracion celular, promueven la expresion de genes al estimular
factores de transcripcion y también participan en la apoptosis (Pizzino et al., 2017; Carvajal Carvajal
2019). Sin embargo, cuando hay una sobreproduccion conduce al dafio de las diferentes biomoléculas

como se revisara a continuacion.

Las ERON a altas concentraciones son mediadoras del dafio a estructuras celulares

Las interacciones de los radicales libres de oxigeno con los constituyentes celulares dan lugar a
alteraciones en el metabolismo celular y provocan dafos a estructuras celulares formadas por acidos

nucleicos, lipidos y proteinas.
Daio a los acidos nucleicos

Se conoce que el radical hidroxilo (-OH) reacciona con todos los componentes de la molécula de acido
desoxirribonucleico (ADN), tanto con las bases nitrogenadas como con las desoxirribosas, causando el
entrecruzamiento y la ruptura de las bandas del ADN, esta condicién produce alteraciones ya sea
temporales o permanentes en el genoma, por ejemplo: inversiones, deleciones, duplicaciones vy
translocaciones en segmentos de los cromosoma (Sanchez-Flores et al., 2017) El dafio oxidante puede

constituir el primer paso de mutagénesis, carcinogénesis y envejecimiento (Valko et al., 2007)
Oxidacion lipidica

La oxidacion de lipidos denominada también peroxidacion lipidica ocurre cuando los radicales libres
reaccionan con los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de los lipidos de las membranas. La peroxidacién
lipidica puede ser iniciada por los radicales hidroxilos (OH*) y perhidroxilo (HOz®). El radical libre abstrae
un atomo de hidrégeno de un grupo metileno (-CH2-) para neutralizarse en forma de H20, lo que genera
un radical libre lipidico (L*). La presencia de un doble enlace en el acido graso debilita los enlaces C-H del

atomo del carbono adyacente a ese doble enlace y, de esta manera, facilita la liberacién del atomo de
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hidrégeno. El L* formado tiende a estabilizarse por medio de un reajuste molecular que produce un dieno
conjugado (moléculas con dobles enlaces adyacentes), el cual reacciona con oxigeno molecular para
formar un radical peroxilo (ROO®). EIl ROO* puede a su vez abstraer un atomo de hidrégeno de otra
molécula lipidica para convertirse en un hidroperdxido y formar un nuevo L*, que puede reaccionar con
otra molécula de oxigeno y asi puede establecerse una cadena de propagacion de dafo oxidante (Hall y

Bosken 2009).

La peroxidacion lipidica puede tener efectos profundos sobre las funciones celulares porque afecta
principalmente a las membranas y produce cambios como la disminucién de la fluidez, aumento en la
permeabilidad, disminucién del potencial de membrana, cambios en las propiedades fisicoquimicas,
cambios en la dindmica de interaccién lipido-lipido y lipido-proteinas, disminuye la actividad de las
enzimas de la membrana, disfuncién de los receptores, deterioro del transporte electrénico
mitocondrial, modificaciones en el transporte de iones y nutrientes, y la modificacidon en las vias de
sefalizacidn que se inician en la membrana (Ighodaro y Akinloye 2018). Los cambios en la permeabilidad

permiten la entrada de agua, lo que incluso puede generar la muerte celular por necrosis.
Oxidacion proteica

La oxidacion de las proteinas produce alteraciones estructurales como entrecruzamiento,
fragmentacion, y fenédmenos de agregaciéon (mediados por la formacion de puentes disulfuro). Estas
alteraciones estructurales conducen a la disminucion o pérdida de sus funciones. La susceptibilidad de
las proteinas al dano por radicales libres dependera de su composicidn de aminoacidos. Las moléculas
gue poseen dobles enlaces o que contienen grupos sulfhidrilo pueden sufrir facilmente el ataque de los
radicales libres. Las proteinas con gran proporcién de los aminoacidos como triptéfano, tirosina,
fenilalanina, histidina, metionina y cisteina son las mas susceptibles (Hauck et al., 2019). La magnitud del
dano oxidante dependera de si estos aminodcidos forman parte de grupos funcionales responsables de
la actividad de la proteina, ya sean proteinas estructurales, enzimaticas o proteinas de membrana

(transportadores, receptores y/o canales ionicos) (Gil Hernandez 2017).
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Estrés oxidante y seializacidn celular en la biologia del tejido adiposo

En la biologia del tejido adiposo, la obesidad se correlaciona positivamente con el incremento de las
ERON vy se vincula con la disfuncion mitocondrial, el estrés del reticulo endopldsmico, y resistencia a la

insulina. (Hauck et al., 2019).

La familia de enzimas NADPH oxidasas (NOX) catalizan la reduccidn de oxigeno molecular para producir
el anidén superdxido y perdxido de hidrégeno. Esta familia de enzimas se activa cuando los animales son
alimentados con una HFD. En los adipocitos se expresa NOX4 y puede ser activado por citocinas
proinflamatorias como IL-1pB, lo cual incrementa la produccién de ERON en el citosol de los adipocitos
(Hauck et al., 2019). Asi mismo, cuando el medio de cultivo de adipocitos murinos se enriquece con altas
concentraciones de glucosa y con acidos grasos saturados, hay un incremento la expresion de NOX4 y de
ERON (Hauck et al., 2019). Los macrdfagos del tejido adiposo expresan NOX2 y éste es activado en

respuesta a agonistas como LPS y acidos grasos saturados.

Otra fuente de produccion de ERON en los adipocitos es causada por la enzima ERO1 (del inglés,
endoplasmic reticular oxidoreductinl). ERO1 es una enzima del reticulo endopldsmico que produce
perodxido de hidrégeno como consecuencia del plegamiento de proteinas y su secrecion, por lo tanto su

actividad es una fuente de producciéon de ERON intracelulares (Hauck et al., 2019).
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El exceso de ERON mitocondriales causa disfuncién mitocondrial en el tejido adiposo

La disfuncién mitocondrial estd involucrada en algunos sintomas de la obesidad como baja generacién
de energia y la presencia de marcadores inflamatorios. Las mitocondrias de individuos obesos tienen
menor capacidad de generacion de energia, se observan cambios morfolégicos en su membrana interna
al verse menos definidas y hay una reducida capacidad de oxidacidn de los dcidos grasos. En el adipocito
las vias metabdlicas estan alteradas: la adipogénesis, la lipdlisis, la esterificacién de acidos grasos vy la
produccién de adiponectina; todos estos factores en conjunto cambian la sensibilidad a la insulina (de

Mello et al., 2018).

La mitocondria es un organelo que tiene como funcién primaria producir energia para las células en
forma de ATP. Sin embargo, no es la Unica funcién, también produce ERON que funcionan como
moléculas de sefializacién de dafio celular. La mitocondria es la mayor fuente de ERON, las cuales
contribuyen al EO en el tejido adiposo. Este incremento conduce a la disfuncién mitocondrial que se
define como una mala respuesta adaptativa, lo que produce irregularidades en la funcién de las
proteinas incluyendo proteinas de la cadena respiratoria. Ademds, ocurren cambios en los
amortiguadores de calcio, daifio al ADN mitocondrial y a sus membranas lipidicas, se observan cambios
en el tamafio de las mitocondrias y puede haber apoptosis (de Mello et al., 2018). Las mitocondrias de
los adipocitos de individuos obesos estan sobrecargadas de glucosa y de acidos grasos, esto incrementa
la concentracion de la molécula acetil coenzima A, en consecuencia, incrementa NADH del ciclo de Krebs,
hay mayor disponibilidad de electrones para la cadena respiratoria, lo cual conduce a mayor produccién
de ERON. El exceso de produccién de ERON activa el factor de transcripcién NF-kB que produce citocinas

proinflamatorias y exacerba la inflamacién del tejido adiposo (de Mello et al., 2018b).

Las ERON producidas en la mitocondria estimulan la liberacion de citocromo c. La interaccién de las ROS
sobre la proteina cardiolipina, causa la disociacion del citocromo ¢ con la membrana interna de la
mitocondria y permite que salga al espacio citosélico de la célula y se activa la via intrinseca de apoptosis
(Ott et al. 2007). Las concentraciones de proteinas pro-apoptoéticas estan incrementadas en roedores y
en individuos obesos. La apoptosis puede ser inducida por el estrés oxidante y por el estrés del reticulo
endopldasmico (de Mello et al., 2018). La hipoxia disminuye la produccion de ATP en la mitocondria y esta

disminucion puede ser también causa de la apoptosis y necrosis (Yin et al., 2009).
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El cerebro durante la obesidad: mecanismos que promueven

neuroinflamacion y estrés oxidante

Investigaciones recientes han encontrado una asociacidén entre la obesidad y diversas afecciones del
funcionamiento cerebral, como apneas, desorden bipolar y ansiedad, ademds de enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Barnham, Masters, y Bush 2004; Pugazhenthi, Qin, y
Reddy 2017). El sobrepeso y la obesidad conducen al desarrollo de una inflamacién sistémica de bajo
grado, de EO y de disfuncidon mitocondrial en el sistema periférico. En décadas recientes, cada vez mas
trabajos confirman que también ocurren dafios en el SNC (Pugazhenthi, Qin, y Reddy 2017). En este
proyecto nos enfocamos en la asociacion entre la obesidad y la disfunciéon cognitiva, por lo que la
introduccidon se enfoca principalmente en el dafio a las regiones del cerebro vinculadas al aprendizaje y

la memoria.
Barrera hematoencefalica y neuroinflamacion

Los procesos de inflamacidn sistémica y de EO en la periferia (sistémica) repercuten en el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE), y activan a la microglia, es decir, a los macréfagos
residentes del SNC. Diversos estudios han demostrado una correlacion entre la inflamacion sistémica y

la disfuncidn cognitiva (Tanaka et al., 2020).

Recientemente, se ha demostrado que la obesidad disminuye la integridad de la BHE, esto permite que
tanto las citocinas proinflamatorias y los acidos grasos esterificados atraviesen la BHE y activen a la
microglia (Tucsek et al., 2014). En un estudio realizado por Freeman y Granholm (2012), demostro la
disminucion de la integridad de la BHE en el hipocampo de ratas alimentadas con una dieta rica en
colesterol y grasas saturadas. En el estudio de Drake et al. (2011) se encontrd una mayor infiltracién de
los leucocitos activos (marcados con CD45) al SNC en ratones obesos, ademas de un incremento en las
moléculas de adhesién VCAM en plexos coroideos de los ventriculos laterales de la fimbria hippocampi
hasta el drea caudal de los ventriculos. Davidson et al. (2012), mostraron en un modelo de ratas con una
alimentacion alta en grasa y sacarosa que se incrementé la permeabilidad de la BHE del hipocampo, a
través de una prueba en la que utilizaron sodio fluorescente. Todas estas evidencias confirman el dafio

y el incremento de la permeabilidad de la BHE provocado por la obesidad.
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La activacion de las células gliales como los astrocitos y la microglia son una pieza clave en la
neuroinflamacion. Una de las vias de activacion de estas células es a través del receptor TLR4, el cual es
activado por FFA y también por LPS (Pugazhenthi, Qin, y Reddy 2017). Una vez activado este receptor,
se desencadena la via de sefalizacidn inflamatoria a través de las proteinas MyD88, TRAF6, TAK1, p38y
NF-kB, lo cual promueve la produccion de mas citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL-1, IL-6 entre

otras dentro del SNC (E.-B. Kang et al., 2016).

La citocina TNF-a es un elemento clave en la neuroinflamacién, ya que contribuye en el deterioro
cognitivo al activar a la microglia, la cual a su vez produce mas citocinas proinflamatorias. El TNF-a
contribuye en la enfermedades neurodegenerativas desmielinizantes (Fischer et al., 2011). La via de
sefializacidon del TNF-a involucra a dos receptores TNFR1 y TNFR2. El receptor TNFR1 se localiza en las
neuronas y cuando es activado produce dafio axonal y neuronal por sus efectos proinflamatorios. El
receptor contiene un dominio de muerte el cual media la sefial apoptética (Fischer et al., 2011).
Spagnuolo et al. (2015) mostraron el aumento en la concentracion del mediador proinflamatorio TNF-a

en el hipocampo en un modelo murino de obesidad.

El hipocampo es una zona rica en microglia ademas de ser una de las estructuras cerebrales mas
afectadas como consecuencia de la neuroinflamacidn y del EO que deriva de la obesidad. Rivera et al.
(2013) desarrollaron un protocolo con ratas Wistar que fueron alimentadas con HFD (60%) durante 13
semanas evaluando astrogliosis y microgliosis a través de los marcadores GFAP e |ba-1, respectivamente.
Observaron que en la regién del hipocampo estos marcadores estaban altamente expresados en
comparacion con las ratas alimentadas con una dieta estandar. Ademas, demostraron que incrementdé
el numero de células pro-apoptéticas (células positivas a pro-caspasas) y apoptéticas (células positivas a
caspasas) en las regiones del giro dentado, de CA1y CA3 comparado con ratas alimentadas con una dieta

estandar.

Parte de la evidencia por la cual la obesidad esta asociado con un deterioro de las funciones cognitivas
es que durante la obesidad disminuyen los marcadores sinapticos y la densidad de espinas dendriticas
de las neuronas (Bocarsly et al., 2015). También Vuong y colaboradores demostraron que disminuye la
densidad de neuronas piramidales en la region CA1 del hipocampo en un modelo murino de obesidad

(Vuong et al., 2017).

17



Las regiones del giro dentado y la zona ventricular del hipocampo son regiones que se caracterizan por
presentar neurogénesis, es decir, ocurre la proliferacidon de células neuroprogenitoras y su diferenciaciéon
a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. En modelos animales de obesidad y diabetes se ha reportado
el dafio en la neurogénesis asi como una disminucién de BDNF (Lang et al., 2009; Pugazhenthi, Qin, y
Reddy 2017). La dieta alta en grasa dafia la neurogénesis en el hipocampo de roedores, incrementa la

peroxidacion lipidica y disminuye la molécula BDNF (Park et al., 2010).
Especies reactivas de oxigeno y nitrogeno en el cerebro

El cerebro es un tejido que se caracteriza por su alto consumo de oxigeno, sus relativamente bajos niveles
de antioxidantes, su alta tasa metabdlica y la entrecomillada baja capacidad de regeneracién, lo que
hacen al tejido cerebral susceptible al dafio oxidante. Las ERON son producidas por diferentes vias que
incluyen la interaccién directa entre los metales y el oxigeno. Se producen por la reaccién de Fenton y la
de Haber-Weiss o por vias indirectas que involucran la activacidn de calcio de metaloenzimas como la
sintasa de éxido nitrico o la xantina oxidasa. El cerebro es un 6rgano que concentra metales idnicos, y se
sugiere que la ruptura en la homeostasis de los metales es un factor de riesgo para desarrollar

enfermedades neurodegenerativas (Barnham, Masters, y Bush 2004).

Las ERON producidas en las células del cerebro, generan peroxidacion lipidica de las membranas, como
consecuencia se producen metabolitos téxicos como malondialdehido (MDA), acroleina y 4-hidroxi-2-
nonenal (4-HNE), que van a interactuar con proteinas modificando las cascadas de sefalizacién (Paredes
et al., 2018). Las ERON producen excitotoxicidad por fallo en la recaptura de glutamato y dafio a la
neurona por la mala regulacién de la sefializacién de calcio, por la inhibicién de la expresion de los
transportadores de glucosa, ya que estos afectan a las ATPasas de Na*/K* que mantiene el potencial
eléctrico de membranay finalmente porque estimulan a la cascada de sefializacidn apoptdtica (Barnham,

Masters, y Bush 2004).

En un estudio desarrollado por Fischer et al. (2011) en neuronas co-cultivadas con peréxido de hidréogeno
disminuy® la viabilidad celular probablemente por apoptosis (medido por la técnica de TUNEL). Ma et al.
(2014) reportaron el incremento en la producciéon de ERON en el cerebro y plasma en las ratas que fueron

alimentadas con HFD.
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En el trabajo de D. H. Kang etal. (2015) mostraron en un modelo murino que la HFD produce
neuroinflamacién y EO, ya que los animales con HFD presentaron un incremento en el nimero de células
apoptoticas en la region CA3 del hipocampo. Asi mismo, mostraron que incrementd la expresion de TLR4,
ciclooxigenasa-2 (COX-2), y de la enzima de dxido nitrico inducible (iNOS) en el giro dentado y en la region

CA3.

La disfuncién mitocondrial en el SNC es otro vinculo fundamental entre la obesidad y el deterioro
cognitivo. El ADN mitocondrial oxidado por la alta produccidon de ERON cuando es liberado al citosol de
la célula induce la formacion del inflamosoma al unirse directamente con NLRP3, el cual es un complejo
multiproteico citosélico que conduce a la activacion de caspasa-1 y a la secrecion de citocinas
proinflamatorias (Shimada et al. 2012). El inflamosoma también se puede formar por el estrés

mitocondrial causado por cambios en las concentraciones de calcio (Pugazhenthi, Qin, y Reddy 2017).
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Funciones cognitivas: Aprendizaje y memoria

El aprendizaje es el proceso mediante el cual adquirimos nueva informacion del entorno o de nosotros
mismos. La memoria se puede definir como la retencidn a corto y largo plazo de la informacion
dependientes de la experiencia (Navarrete et al., 2008). En los procesos de aprendizaje y memoria se
incluyen el aprendizaje asociativo, espacial o no espacial y la memoria a corto y largo plazo entre muchos
otros (Navarrete et al., 2008; Paul, Magda, y Abel 2009). La memoria se puede clasificar en dos tipos
principales: memoria implicita (no declarativa) y explicita (declarativa). La memoria implicita es la
resultante de procesos de aprendizaje no consciente realizados a través de habitos y habilidades,
mediante estimulacion o sensibilizacién previa, asi como en los que interviene la musculatura
esquelética o bien respuestas emocionales y de aprendizaje no asociativo. La memoria explicita o
declarativa engloba la retencidn del conocimiento de acontecimientos, lugares o hechos, y depende del
I6bulo medio temporal del diencéfalo. Esta informacidn se retiene mediante un esfuerzo consciente y a
través de asociaciones nuevas (Quillfeldt 2016). La adquisiciéon de la memoria implicita o explicita es un
proceso que requiere tres fases: 1) Codificaciéon o adquisicidn: se refiere a la captacidon sobre los
estimulos y el entorno y su asociacion entre ellos o con estimulos previos, 2) Consolidacion: que es el
proceso de almacenamiento o retenciéon de la informacién a lo largo del tiempo y 3) Recuperacidn: que
consiste en recordar la informacion retenida para crear una representacion del suceso o para ejecutar

una respuesta motora aprendida (Domjan 2014).

La memoria de reconocimiento es la habilidad para discriminar entre la novedad y la familiaridad de las
cosas previamente experimentadas. El proceso de reconocimiento tiene dos componentes funcionales.
El primero basado en el reconocimiento de la familiaridad de los estimulos y el segundo en el recuerdo
de la informacién espacio-temporal (contextual) de los eventos. El hipocampo es indispensable para la
consolidacién de la memoria de estimulos dentro de un contexto espacio-temporal especifico o memoria

episddica (Balderas et al. 2008).
Pruebas conductuales

La investigacién con pacientes presenta limitaciones que hace imprescindibles los estudios

experimentales con modelos animales como primates, ratas y ratones, cuyos procesos cognitivos son
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similares a los humanos. Hay diferentes pruebas de conducta usadas en animales de experimentacién

para la evaluacién del aprendizaje y la memoria (Paul, Magda, y Abel 2009).

Los laberintos son los dispositivos que se utilizan con frecuencia para evaluar el aprendizaje y la memoria
en roedores. El fundamento se basa en que los animales son capaces de aprender y recordar la
localizacion de recursos como refugio, alimento, agua, o alguna otra recompensa, a través de sefiales

visuales-espaciales (Paul, Magda, y Abel 2009)
Prueba de reconocimiento de un objeto novedoso (PRON)

La PRON requiere de habilidades cognitivas como la identificacidn, la comparacién y la discriminacién de
objetos (Balderas et al., 2008). Las pruebas de memoria de reconocimiento involucran tres fases.
Primero la fase de habituacidon donde el animal se familiariza con el entorno y con el dispositivo donde
se llevara a cabo la prueba. Segundo, la fase de adquisicidn, la cual consiste en presentar los estimulos y
adquirir la informacién, en este caso dos objetos idénticos. Posteriormente hay un intervalo de
retencidn, no se presentan ni estimulos previos ni nuevos. Tercero, la fase de eleccién, se presenta un
estimulo a elegir donde el sujeto compara la informacién previamente almacenada con el actual estimulo
(estimulo novedoso). Si el animal recuerda el estimulo previamente presentado entonces explorard

durante mas tiempo el objeto novedoso (Steckler et al., 1998).
Prueba de reconocimiento de un objeto en contexto (PROC)

La PROC fue disefiada Balderas et al. (2008) basandose en la tendencia a explorar un objeto familiar en
un contexto novedoso, donde la asociaciéon entre los objetos y las claves ambientales donde se
encuentran son los estimulos predominantes a recordar. La tarea de objeto en contexto estd basada en
la asociacién de un estimulo con su contexto especifico y para esto el sujeto necesita recordar “donde”
experimenté previamente el estimulo. En esta prueba, tanto los objetos como el contexto, deben ser
familiares en la prueba de memoria, la Unica informacién novedosa es la relacién entre ellos. Las ratas
exploran durante mas tiempo el objeto familiar que es presentado en un contexto novedoso, que el
objeto familiar en un contexto en el cual ya habia sido presentado previamente. En esta prueba se evallua

el tiempo de exploracién de ambos objetos.
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Memoria espacial: Laberinto acuatico de Morris

La memoria espacial es la capacidad de reconocer el arreglo de objetos o de rutas especificas en el
entorno (Paul, Magda, y Abel 2009). Una de las pruebas conductuales mas utilizadas para el estudio de
la memoria espacial es el laberinto acudtico disefiado por Morris (1984). La prueba se desarrolla en una
piscina circular dividida en cuatro cuadrantes imaginarios, en uno de los cuales se dispone de una
plataforma de escape sumergida 1 cm de la superficie del agua. Alrededor de la piscina se colocan
sefiales visuales que facilitan la orientacién espacial del animal (Figura 1). En la fase de adquisicion, se
introduce al animal con el hocico apuntando hacia las paredes de la piscina y se permite que nade
libremente hasta que encuentre la plataforma y escape del agua, en caso contrario, se le coloca sobre
esta. Después se retira al animal de la plataforma y se le deja descansar antes del siguiente ensayo. La
capacidad del animal para localizar eficientemente la plataforma depende de la utilizacién de las claves
gue rodean la piscina, esta fase de adquisicién o aprendizaje puede durar varios dias. Finalmente el dia
de la prueba se retira la plataforma de la piscina, y se evalla el tiempo de exploracién en el cuadrante

donde se localizaba la plataforma (Navarrete et al., 2008).
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Figura 1 Representacion del laberinto acudtico de Morris. Tomado vy
modificado de Paul 2009.
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Uso de antioxidantes para disminuir las alteraciones cognitivas

observadas durante la obesidad

Sistemas de defensa antioxidante

Los organismos poseen diversos sistemas antioxidantes que trabajan para mantener la homeostasis
redox celular y proteger a los sistemas bioldgicos frente a los efectos perniciosos de las reacciones que
causan oxidacién excesiva. Un antioxidante es una sustancia capaz de prevenir o retrasar la oxidacion de
un sustrato oxidable (Carvajal Carvajal 2019). Los sistemas antioxidantes actuan al evitar la formacién de

radicales libres, asi como de bloquearlos o al capturarlos.
Clasificacion

Los sistemas de defensa antioxidantes de origen enddgeno pueden ser de naturaleza enzimatica y no
enzimatica. Los antioxidantes enzimdaticos son proteinas de alto peso molecular, mayor a 10 KDa, como:
las enzimas superodxido dismutasas (SOD), la catalasa (CAT), las enzimas glutation peroxidasas (GPx) y la
enzima glutation reductasa (GR) (Paredes et al. 2018). Los sistemas de defensa antioxidantes no
enzimaticos pueden ser incorporados a través de la dieta. Suelen ser moléculas de bajo peso molecular
(menores a 1KDa) como: la vitamina C, el acido ascérbico, la vitamina E (tocoferol), los carotenoides, las

antocianinas, los polifenoles, entre otros (Paredes et al., 2018).
Antioxidantes endégenos

Las enzimas SOD son una familia de metaloenzimas que catalizan la dismutacién (un elemento es al
mismo tiempo oxidado y reducido) del O;* para producir H,O2y O3 (Figura 2). Se han encontrado niveles
de SOD mas altos en higado, glandulas suprarrenales, rifidn y bazo. La velocidad de dismutacion
enzimdtica es 10*veces superior a la dismutacion espontanea. Este grupo de enzimas poseen una

variedad de grupos prostéticos (Torres 2002; Gil Hernandez 2017).

La CuZnSOD o SOD1 es una proteina dimérica de 32 KDa. El &tomo de cobre es esencial para la actividad
catalitica de esta enzima, mientras el atomo de zinc le proporciona estabilidad. La SOD1 se localiza
mayoritariamente en el citosol de las células eucariotas. También puede estar presente en el ntcleo, los

lisosomas, los peroxisomas y el espacio intermembranal mitocondrial. Hay una segunda isoforma de la
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CuZnSOD, la cual es una proteina de localizacién extracelular y se conoce como SOD3 (Torres 2002; Gil

Herndndez 2017; Paredes et al. 2018).

La MnSOD o SOD2 es una proteina tetramérica de cuatro subunidades idénticas, con peso molecular de
88 KDa y se localiza en la matriz mitocondrial. La SOD2 neutraliza al radical anién superdxido producido

durante el transporte electrénico mitocondrial (Torres 2002; Gil Herndndez 2017; Paredes et al. 2018).

02° " +02° + 2H" > H202 + 02

Figura 2 Reaccién de la enzima
superodxido dismutasa.

La CAT es una hemoproteina que cataliza la reduccion del perdxido de hidrégeno a oxigeno molecular y
agua (Figura 3). Esta enzima consta de cuatro subunidades, que contiene cada una un grupo hemo que
forma parte de su centro activo y, tiene un peso molecular de 240 KDa. La CAT de las células eucariotas
se localiza fundamentalmente en los peroxisomas (Torres 2002; Gil Herndndez 2017; Paredes et al. 2018)

aunque también puede encontrarse en otros sitios de la célula.

2 H,0, =2 H,0+0,

Figura 3 Reaccion dela
enzima catalasa.

Las enzimas GPx son una familia de enzimas dependientes de selenio y pertenecen a la familia de las
peroxidasas que catalizan la reduccién del perdxido de hidrégeno y de hidroperéxidos organicos
empleando el glutation (GSH) como sustrato donador de 2H. El GSH se oxida pasando a glutation oxidado
(GSSG) (Figura 4). Se conocen tres enzimas: GPx-c, GPx-p y GPx-PH. Las enzimas GPx-c y GPx-p son
proteinas tetraméricas que contienen cuatro atomos de selenio, mientras que GPx-PH es monomérica.
Las GPx se localizan fundamentalmente en el citosol de las células eucariotas, aunque también puede
encontrarse en las mitocondrias. Si bien la CAT y la GSH-Px son enzimas que reducen el H;0,, sus

mecanismos de regulacién son diferentes, la CAT actua en presencia de altas concentraciones de H,0;
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mientras que la GSH-Px actua a bajas concentraciones (Lawrence y Burk 1976; Cisneros Prego, Pupo

Balboa, y Céspedes Miranda 1997).

H,0;+ 2 GSH = GSSG+ 2 H,0

Figura 4 Actividad de la enzima
glutation peroxidasa.

La enzima glutation reductasa (GR) tiene un requerimiento absoluto de GSH para funcionar. La principal
enzima responsable de mantener elevada la relacién GSH/GSSG es la enzima glutation reductasa. Esta
enzima cataliza la reduccidn del GSSG utilizando equivalentes redox en forma de NADPH. La enzima
glutatién reductasa tiene un peso molecular de 120 KDa, se conforma de dos subunidades cada una de
ellas con un grupo FAD en su centro activo. Su localizacién es citosdlica y mitocondrial (Gil Hernandez

2017; Paredes et al. 2018; Torres 2002).
Antioxidantes no enzimaticos

Hay otro sistema de defensa antioxidante que funciona sin intervencién enzimatica. En este caso, los
antioxidantes no enzimaticos donan un electrén o un electrén y un protén (un hidréogeno completo) a
los radicales libres que escapan de las enzimas antioxidantes. En este sistema, se encuentran diversas
moléculas de bajo peso molecular como el glutation, la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides y los
polifenoles. Estos antioxidantes se obtienen principalmente a través de la dieta (Gil Hernandez 2017;

Pizzino et al. 2017). En esta revisiéon hacemos énfasis en los antioxidantes glutatién y en los polifenoles.

El tripéptido GSH, gamma-glutamil-cisteina-glicina (Figura 5), constituye el tiol de bajo peso molecular
mas abundante de las células de mamiferos. EI GSH puede reaccionar con los radicales libres de oxigeno
de diferentes maneras. Primero, mediante la accién de la enzima glutatién peroxidasa puede reducir
especies como el perdxido de hidrégeno u otros perdxidos organicos formando el GSSG. Segundo, puede
reaccionar directamente con radicales libres como: radical anién superdxido, radical hidroxilo, y de
radical alcoxilo, donando un dtomo de hidréogeno y formando un radical tiol, que posteriormente puede

formar un puente disulfuro dando lugar al GSSG. Tercero, puede reaccionar con electréfilos para formar
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aductos covalentes mediante reacciones catalizadas por las enzimas glutation transferasas (Torres 2002;

Pizzino et al., 2017; Gil Hernandez 2017; Paredes et al., 2018; Carvajal Carvajal 2019).

SH
o) O 0O

P
N
OH OH

NH, o)

=z

Figura 5 Estructura de la molécula antioxidante
enddgena no enzimatica glutation reducido (GSH).
Esta molécula es un tripéptido no proteico
constituido por 3 aminodacidos: glutamato, cisteina
y glicina, el grupo tiol (SH) actia como donador de
electrones, en su forma oxidada se convierte en
disulfuro de glutation (GSSG). Tomado de la web.

Los polifenoles son compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal que estan formados por
uno o mas anillos fendlicos. Se conocen mas de ocho mil polifenoles, clasificados en 16 clases. Las clases
mas conocidas son los estilbenos, lignanos, acidos fendlicos, y flavonoides (Y. Kim, Keogh, y Clifton 2016;
Gil Herndndez 2017). Los polifenoles son considerados agentes antioxidantes, antialérgicos,
antiinflamatorios, antivirales y anticarcinogénicos (Y. Kim, Keogh, y Clifton 2016; Zhou et al. 2016). Los
polifenoles pueden actuar como antioxidantes tanto en fase acuosa como lipofilica. Los flavonoides son
el grupo de compuestos polifendlicos mds abundante, desde el punto de vista estructural tiene un anillo
bencénico inserto en un anillo heterociclico, contribuyen a la regulacién del estado redox celular. Los
polifenoles, son moduladores en la cascada de eventos asociados con las respuestas inflamatorias. De
manera general inhiben la actividad de enzimas proinflamatorias (COX-2, la lipoxigenasa LOX, y la iNQOS),
inhiben al NF-kB y de la proteina activadora 1 e incrementan la activacion de enzimas antioxidantes (Y.

Kim, Keogh, y Clifton 2016; Yahfoufi et al., 2018; Di Meo et al. 2020).
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Silybum marianum

Silybum marianum (cardo mariano) es una planta que se distribuye principalmente en Asia y Europa,
pertenece al género Silybum y a la familia Asteraceae. El término silimarina se ha empleado para hacer
referencia al extracto estandarizado del fruto y las semillas de la planta. Aproximadamente del 70 al 80%
del extracto lo componen los flavonolignanos como silibina A, silibina B, isosilibina A, isosilibina B,
silidianina, silicristina, isosilibina, dehidrosilibina, deoxysilycistina, deoxysilydianina, silandrina,
silybinoma, silyhermina, silyamandina y neosilyhermina (Figura 6). En menor fraccidén estd compuesta

de flavonoides como quercetina, (+)-taxifolina y kaempferola (Trouillas et al., 2008).

OH OCH3 HO. O
o
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m CH,0H HO ©
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Figura 6 Planta silimarina y composicion del extracto estandarizado. Tomado de Tajmohammadi,
Razavi, y Hosseinzadeh 2018.

La silimarina ha sido utilizada desde |la época de los griegos para tratar enfermedades, principalmente
del higado. También se ha identificado muy bien que la planta se caracteriza por tener actividad

antiinflamatoria y antioxidante (Viktorova et al., 2019).
Efectos de la silimarina sobre el control de la glicemia

La silibina, el mayor componente del extracto de la silimarina, interfiere con algunos mecanismos de

accion de la insulina y disminuye la resistencia a esta molécula. Ademds, mejora la sensibilidad a la
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leptina, modula la recaptura de glucosa en adipocitos, bloquea el GLUT4, disminuye la acumulacion de
tejido adiposo visceral e inhibe la gluconeogénesis en el higado (Z.-W. Wang 2008; Tajmohammadi,

Razavi, y Hosseinzadeh 2018).
Propiedades antioxidantes de la silimarina

En diversos protocolos de investigacion clinica con pacientes y en modelos animales se ha documentado
que la silimarina tiene un efecto protector contra el EO, ya que puede inhibir la formacién de ERON vy
restaura las concentraciones de enzimas antioxidantes. Asi mismo se ha demostrado que la silimarina

modula la inflamacion (Yamasaki et al., 2017).
Efecto antioxidante de la silimarina

Los grupos hidroxilo y nitrégeno de la silimarina actian como donadores de electrones, por lo que
neutralizan a las ERON. Asi mismo, forma aductos con los radicales, previene la oxidacion de proteinas,
disminuye la peroxidacion lipidica, estabiliza la membrana mitocondrial, e inhibe la activacion de NF-kB.
También, modula la actividad de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GSH-Px y GR (Trouillas et al.,
2008; Tajmohammadi, Razavi, y Hosseinzadeh 2018; Pignatelli, Carnevale, y Menichelli 2019). La
silimarina tiene un efecto antidiabético debido a su efecto anti-oxidante, anti-inflamatorio, y el
mecanismo es a través de la inhibicidn de la expresién de la NADPH oxidasa y la activacion de NF-kB

(Feng et al., 2016).

Uso de la silimarina en el SNC

Las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis
multiple afectan principalmente a las neuronas por el fallo en la trasmision de la informacién, por la
disfuncién mitocondrial, y por el dafio secundario del EO y de la neuroinflamacién (Borah et al. 2013).
Las enfermedades neurodegenerativas representan un gran sufrimiento humano por ser incurables y
por los grandes costos econémicos que conllevan. Muchos compuestos de plantas medicinales como los
polifenoles, alcaloides y terpenos tienen propiedades terapéuticas (Pérez-Hernandez et al. 2016). Los
polifenoles son los compuestos bioactivos mas comunes de las plantas y vegetales consumidos por los

humanos (Lu et al. 2009; Borah et al. 2013; Pérez-H et al. 2014).
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Si bien el efecto protector de la silimarina se comenzé a estudiar inicialmente como protector del dafio
del metabolismo periférico, recientemente surgié la pregunta si esta planta podia tener efectos
protectores en enfermedades neurodegenerativas. Song et al. (2018) evidenciaron a través de la técnica
de HPLC que la silibina se encuentra presente en el liquido cefalorraquideo de ratas Sprague Dawley en

un modelo de Alzheimer en los que inyectaron el péptido beta-amiloide.

Cada vez hay mas evidencia del efecto neuroprotector de la silimarina en diferentes modelos
experimentales de enfermedades neurodegenerativas. Galhardi et al. (2009) mostraron que el
tratamiento de la silimarina en ratas envejecidas a una dosis de 400 mg/kg durante tres dias incrementd

la concentracién del GSH y la actividad de la enzima antioxidante SOD.

En modelos murinos experimentales de la enfermedad de Alzheimer en los que inyectaron el péptido
beta-amiloide, el tratamiento con silibina disminuyd los niveles del MDA en el hipocampo (Haddadi,
Shahidi, y Eyvari-Brooshghalan 2020). Ademas, la silimarina incrementa los niveles de BDNF en modelos
murinos HFD, esto podria estar asociado con sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias al reducir
las citocinas proinflamatorias en el hipocampo vy la corteza cerebral (Yon, Belviranli, y Okudan 2019). La
silimarina inhibe la expresién de proteinas asociadas con la neuroinflamacién como iNOS, COX-2,
mieloperoxidasa, NF-kB y citocinas proinflamatorias como IL-1B y TNF-a evitando |la neurodegeneracion
asociada con la isquemia (Hou et al., 2010). Por estas propiedades, la silimarina podria ser un probable
agente terapéutico para prevenir el deterioro cognitivo asociado a la neuroinflamacién inducida por

obesidad.
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3. Planteamiento del problema

La obesidad constituye uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo por sus efectos
deletéreos en multiples dorganos y sistemas (Tanaka et al. 2020). Se prevé que para 2030 habrd 1.35
billones y 573 millones de personas adultas con sobrepeso y obesidad respectivamente en el mundo
(OMS). México forma parte de la pandemia en la cual actualmente mas del 70% de la poblacién padece
sobrepeso u obesidad (ENSANUT, 2018). Es importante profundizar en la comprension de la obesidad y
sus complicaciones, asi como en la busqueda de tratamientos para contrarrestar estas afecciones. En
este trabajo de investigacién nos preguntamos si la alimentacion con una dieta alta en grasa (54% de
lipidos) durante 14 semanas y el tratamiento subcrénico de silimarina (200 mg/Kg) durante 14 dias
tienen un efecto en el metabolismo de glucosa, en la funcidn cognitiva (aprendizaje y memoria) y en la
condicién de EO en el cerebro de ratas jovenes macho Wistar. En este trabajo se estudié: 1) si el modelo
de induccién de obesidad repercute en el metabolismo de la glucosa y si el tratamiento con silimarina
mejora los niveles de glucosa en sangre, 2) si el modelo de induccién de obesidad repercute en el estado
cognitivo y si la silimarina lo puede revertir 3) si hay cambios en el balance éxido-reduccién en el cerebro

HFD en presencia o ausencia de silimarina.

4. Hipotesis
La silimarina mejorard el estado metabdlico, cognitivo y oxidativo de las ratas sometidas a una dieta alta

en lipidos.
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5. Objetivos

General

Evaluar el efecto de la silimarina en los cambios metabdlicos periféricos, el estado cognitivo y oxidante

en el sistema nervioso central en un modelo murino de obesidad.

Especificos
1. Determinar el efecto de la silimarina sobre la ganancia de peso corporal provocada por la HFD.
2. Conocer el efecto de la silimarina sobre la tolerancia a la glucosa inducida por la HFD.
3. Evaluar el efecto de la silimarina sobre el deterioro del aprendizaje y la memoria inducido por la
HFD.
4. Evaluar el efecto de la silimarina sobre el estado de EO en el SNC inducido por la HFD.
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6. Metodologia

Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 250-300 g de peso corporal, obtenidas del bioterio de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales se mantuvieron en grupos de 4 en cajas de acrilico en
un ambiente controlado a una temperatura de 22° C con un ciclo de luz/oscuridad 12:12, luces
encendidas a las 7:00 horas. Alimentados con dieta de laboratorio estandar Chow (LABDIET, laboratory
autoclavable rodent diet 5010) y agua ad libitum. Todos los procedimientos fueron apegados a la ley
mexicana de proteccion animal (Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-2001). El Comité de
Investigaciéon y Etica de la Facultad de Medicina, UNAM, aprobé todos los procedimientos

experimentales (Aprobaciéon No. 111/2014).

Induccion de la obesidad

Dos grupos de animales fueron alimentados con dieta alta en grasa durante 14 semanas, permitiéndoles
libre acceso (24 h/dia) a la misma para inducir obesidad, la cual, suponemos, deberia provocar un estado
de inflamacién y EO sistémico crénico que repercutiria en el SNC. La dieta alta en grasa (HFD) fue
preparada en el laboratorio y se compone de 54% de grasa, 30% carbohidratos y 15% proteina (Tabla 1).

Cada semana los animales fueron pesados el mismo dia a la misma hora.

Tabla 1 Caracteristicas de la dieta

Tipo de dieta Contenido caldrico Calorias de macronutrientes
12 % Grasa
CHOW 3.42 Kcal/g

58 % Carbohidratos
28 % Proteina

54 % Grasa

30 % Carbohidratos
15 % Proteina

HFD 5.56 Kcal/g

Tratamiento de silimarina

Después de 12 semanas de dieta, dos de los cuatro grupos experimentales recibieron diariamente (a las
09:00 hrs) 200 mg/kg de silimarina (Sigma Aldrich) por via oral usando una sonda intragastrica durante

14 dias, la cual fue disuelta en aceite vegetal (0.5 ml). La dosis fue seleccionada con base a trabajos

32



previos en los que se ha documentado efectos neuroprotectores (Lu et al., 2009; Pérez-H et al., 2014)

(Figura 7). Los otros dos grupos recibieron solo aceite vegetal (0.5 ml).

Disefo experimental

En el presente trabajo se emplearon cuatro grupos experimentales con una n de 25 a 30 por grupo. Para

las pruebas conductuales y bioquimicas se utilizaron diferentes animales de estos mismos grupos.

Grupo | control vehiculo. Las ratas recibieron dieta CHOW durante las 14 semanas que durd el protocolo

y se les administré aceite vegetal via oral (0.5 mL) durante 14 dias previos a finalizar el protocolo.

Grupo Il _control silimarina. Las ratas recibieron dieta CHOW durante las 14 semanas que durd el

protocolo y se les administré el tratamiento de silimarina (200 mg/kg/dia) disuelto en aceite vegetal via

oral (0.5 mL) durante 14 dias previos a finalizar el protocolo.

Grupo Ill HFD vehiculo. Las ratas recibieron HFD durante las 14 semanas que durd el protocolo y se les

administré aceite vegetal via oral (0.5 mL) durante 14 dias previos a finalizar el protocolo.

Grupo IV HFD silimarina. Las ratas recibieron HFD durante las 14 semanas que duré el protocolo y se les

administré el tratamiento de silimarina (200 mg/kg/dia) disuelto en aceite vegetal via oral (0.5 mL)

durante 14 dias previos a finalizar el protocolo.

Curva de tolerancia a la glucosa

T

O semanas 2 4 6 8 10 12 14
1 1 1 1 1 1
HFD (dieta alta en grasa) Silimarina
Ratas Wistar, Vehiculo {r
adultas jovenes Eutanasia

Figura 7 Disefio experimental. Los animales se mantuvieron bajo un régimen alimenticio durante
14 semanas, y a partir de la semana 12 recibieron la silimarina 200 mg/Kg/dia o vehiculo, por via
oral.
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Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal

La prueba de tolerancia a la glucosa consistio en la administracidn intraperitoneal de 1 ml de glucosa a
una concentracion de 2 g/Kg. Las ratas fueron puestas en ayuno durante 12 horas previas a la prueba.
La cuantificacion de la glucosa en plasma se obtuvo usando el glucémetro (Optimus pro), a partir de
muestras de sangre de la vena caudal de los mismos animales a diferentes intervalos de tiempo (0, 15,

30, 60, y 120 min) (Rivera et al., 2013).

Procedimiento conductual

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso
Aparatos

En la PRON se utilizd una caja cuadrada de madera (40X40X40 cm) con el piso cubierto de aserrin. Se
colocd una video camara encima de la caja para grabar las sesiones. Los objetos a discriminar fueron un
foco y un frasco transparente de vidrio, mismos que se fijaron al piso con velcro para evitar que fueran
desplazados por las ratas. Los objetos se colocaron en las esquinas de las cajas a 10 cm de distancia de
las paredes. Para evitar sefiales olfativas los objetos se limpiaron con etanol al 70% vy el aserrin de las
cajas se removio después de cada ensayo. Los experimentos se realizaron durante la fase de luz a las

9:30 horas.
Procedimiento

En todos los experimentos los animales habitaron en el cuarto experimental para disminuir el estrés
durante las pruebas que pudiera afectar la ejecucidn de la tarea. Los animales tuvieron una fase de

habituacion de 3 minutos durante 5 dias consecutivos en la caja sin objetos.

Después de la fase de habituacion se llevd a cabo la fase de adquisicién, en la cual se introdujo a la rata
a la caja experimental y se le permitié explorar dos objetos idénticos Al y A2 (dos frascos de vidrio)
durante 10 minutos. Después de la fase de adquisicidn se realizd la prueba de memoria de corto plazo a

los 90 minutos y de largo plazo a las 24 horas. En la prueba de memoria a corto plazo se introdujo a la
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rata en a la caja mirando hacia la pared opuesta al sitio donde se colocaron el objeto A (frasco de vidrio)
y el nuevo objeto B (foco redondo blanco) durante 3 minutos. En la prueba de memoria de largo plazo

el objeto novedoso fue C (foco largo blanco).
Prueba de reconocimiento de objeto novedoso en contexto

Aparatos

En los experimentos de memoria de reconocimiento de objeto novedoso en contexto se utilizaron dos
arenas con diferentes caracteristicas fisicas. Una arena cuadrada de madera (40X40X40 cm) y otra
circular (40 cm de alto X 40 cm de didmetro) como el segundo contexto (cilindro negro), en ambas arenas
el piso fue cubierto de aserrin. Las arenas fueron colocadas en el mismo cuarto con una iluminacion
controlada. Se colocé una video camara por encima de las cajas para grabar todas las sesiones. Los
objetos a discriminar fueron focos y frascos transparentes de vidrio. Los objetos se fijaron al piso con
velcro para evitar que fueran desplazados por las ratas. Los objetos se colocaron en las esquinas traseras
de las cajas a 10 cm de distancia de las paredes. Para evitar sefiales olfativas los objetos se limpiaron con
etanol al 70% y el aserrin de las cajas se removié después de cada ensayo. Los experimentos se realizaron

durante la fase de luz.

Procedimiento de la prueba

Durante 5 dias consecutivos los animales fueron habituados durante 3 minutos a ambos contextos sin
objetos (separados por un intervalo de 90 minutos). En la fase de muestra 1, se colocé a la rata en el
contexto 1 (caja cuadrada) y se le permitid explorar libremente 2 objetos diferentes durante 10 minutos
(frasco de vidrio y foco). A las 24 horas, en la fase de muestra 2 se coloca a la rata en el contexto 2
(cilindro negro) y se le permitié explorar libremente dos objetos idénticos durante 10 minutos (dos
frascos de vidrio). A los 90 minutos se realizé la prueba de memoria a corto plazo, donde se reintroduce
a la rata en el contexto 2 (cilindro negro) y se le permitié explorar durante 3 minutos los dos objetos
presentados en la fase de muestra 1 (frasco de vidrio y foco redondo blanco). En este caso el foco es el
objeto novedoso porque es la primera vez que es presentado en el contexto 2 (Balderas et al., 2008). A

las 24 horas de la fase de adquisicion se realizé la prueba de memoria de largo plazo (Figura 8).
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Fase de muestra 1 Fase de muestra 2 Prueba de memoria

10 minutos 10 minutos 3 minutos
24 hrs 90 min

A B 24 hrs

Contexto 1 Contexto 2 Contexto 2

Figura 8 Esquema del procedimiento de la prueba conductual
reconocimiento de objeto novedoso en contexto.

Analisis de las pruebas conductuales de objeto novedoso y objeto novedoso en contexto

indica que hay preferencia por el objeto novedoso (Ennaceur y Delacour 1988).

B
A+B

indice de reconocimiento =

Se considera como conducta de exploracion cuando el animal dirige la nariz en direccién del objeto a
una distancia menor a 1 cm y/o que lo toque con la nariz. Se calcula un indice de reconocimiento para
los objetos, el cual se define como el tiempo de exploracion del objeto nuevo expresado en funcion del

tiempo total dedicado a la exploracidn de los dos objetos. Un indice de reconocimiento mayor a 0.5
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Laberinto acuatico de Morris (LAM)

El LAM es una prueba conductual utilizada para evaluar aprendizaje y memoria espacial (Morris 1984).
La prueba del laberinto acuatico se divide en dos etapas, la primera etapa consta de una serie de ensayos
donde el animal aprende a través de pistas espaciales donde se encuentra la plataforma. En esta etapa
los animales fueron sometidos a una sesién de entrenamiento diaria de cuatro ensayos durante cinco
dias consecutivos para encontrar la plataforma que estaba fija y sumergida a 1 cm en uno de los cuatro
cuadrantes. Los animales fueron colocados en el tanque y liberados en cuatro distintos puntos del
mismo, permitiéndoles nadar libremente 120 s para encontrar la plataforma (15 x 15 cm), si durante este
tiempo no encontraban se les guio manualmente a ella. Una vez que los animales llegaron a la
plataforma, se les mantuvo en ella durante 20 s y después se colocaron en una caja fuera del tanque
aproximadamente 10 min. Todos los ensayos fueron videograbados (c170 Logitech Webcam) y
analizados posteriormente en el software Solomon coder. En esta tarea se cuantificé la latencia de

escape, es decir, el tiempo en que tardan en llegar a la plataforma (Datusalia y Sharma 2014).

La sesion de prueba de retencién de la memoria se realizé el dia seis. Se retird la plataforma y los
animales se colocaron en el tanque durante 120 s. Posteriormente se midid el tiempo que pasé el animal

en el cuadrante donde estaba la plataforma (Datusalia y Sharma 2014).

Obtencion y analisis de muestras

En la semana 14 después de las pruebas conductuales y de la prueba de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal, se obtuvieron muestras de sangre las cuales fueron centrifugadas (1600g por 10 min a
4°C) y el plasma fue almacenado a -70 °C. Después de 24 horas los animales fueron anestesiados y se
realizé la eutanasia. Se tomaron muestras del tejido adiposo blanco visceral, y se removié el cerebro, el
cual fue diseccionado para obtener la corteza prefrontal y el hipocampo. Las muestras se pesaron y

fueron inmediatamente congeladas hasta el momento de realizar los ensayos bioquimicos.

Determinacion de marcadores de estrés oxidante

La determinacidon de marcadores de estrés oxidante se realizé con el apoyo del Dr. José Pedraza Chaverri

y del M.C. Omar Noel Medina Campos, del Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica, UNAM.
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Se midié la concentracién de proteinas totales en el homogenado mediante el método de Lowry (Lowry
et al. 1951). Para la determinacion de proteinas se necesitan 20 pL del homogenizado de la muestra, y
se le afladieron 340 pL de solucion C que se compone de 50 mL de reactivo A (Na2CO3 2% en NAOH 0.1
N) y 1 mL de reactivo B (CuSO4 0.5% en tartrato de sodio y potasio 1%). Una vez agregada la solucién C,
se mezclaron las muestras y se dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después,
se anadieron 100 pL de solucién follin 1:2 y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.
La absorbancia se detecté en un lector de placas Biotek a una longitud de onda de 550 nm. La
concentraciéon de proteina de cada muestra se determind con base a una curva estandar de albumina al

0.05%.
Peroxidacion lipidica (MDA)

La concentracién de MDA se determind de acuerdo al protocolo de Gérard-Monnier et al. (1998). El
sobrenadante de los tejidos homogenizados en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 de los cerebros
fueron centrifugados a 3000 g por 10 min a 4°C, el sobrenadante se incubd en 1-metil-2-fenilindol (15.4
mM) en acetonitrilo: metanol (3:1) a 45°C durante 40 min. Los aductos de MDA se detectaron a 586 nm.

La concentraciéon de MDA se determind usando una curva estandar de tetrametoxipropano.
Estimacion de la actividad de la CAT y de la SOD total

La actividad de la CAT fue evaluada de acuerdo al protocolo de Hussein y Najm (2015). El ensayo se basa
en la disminucidén de la absorbancia del H,0, debido a su degradacion por la CAT para formar oxigeno
molecular y agua. Se incubd la enzima de la muestra en 1.0 mL de sustrato (65 pmol/ mL de H,0; en 60
mmol, en un amortiguador de fosfato de sodio/potasio (50 mM), pH 7.4, a 37° C por tres minutos. La

reaccion fue detenida con molibdato de amonio.

La actividad de la SOD se midié por la capacidad de la enzima por inhibir la reduccién del azul de
nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superéxido generados por el sistema de la xantina-xantinaoxidasa
(XO) (Oberley y Spitz 1984). En el ensayo se preparé una mezcla de reaccion (Tabla 2), sin XO que es la
enzima que inicia la reaccién. Para el ensayo se colocaron en un tubo de ensayo 1.66 mL de mezcla de

reaccion, 330 plL de amortiguadory 33 pL de XO (168 U/L). La reaccidén se incubd 15 min a 27°C. Después
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se agregaron 660 uL de CuCl2 para detener la reaccion. Se midid la absorbancia a una longitud de onda

de 560 nm durante 3 min, cada min, en un espectrofluorémetro.

Tabla 2 Mezcla de la reaccién para determinar la actividad de SOD en el tejido cerebral
Concentracion final

Xantina 0.122 mM
EDTA 0.122 mM
NBT 30.6 uM
Albumina 0.006%
Na;COs3 49 mM

Estimacion de la actividad de la glutation reductasa, glutation peroxidasa GPx y glutation s

transferasa

La actividad de la glutation reductasa requiere NADPH, esta cataliza la conversién de GSSG a GSH. El
método de cuantificacion de la actividad fue con base en el método descrito por Carlberg y Mannervik
el cual se basa en medir la desaparicion de NADPH a 340 nm de una mezcla de reaccidon que contiene
GSSG, EDTA, NADPH (Carlberg y Mannervik 1975). La mezcla de reaccion contiene amortiguador de
fosfatos 0.1 M, pH 7.6, EDTA 0.5 mM, GSSG 1.25 mM y NADPH 0.1 mM. La reaccion se inicia agregando
50 pl de homogenado del tejido cerebral total diluido 1:5 con amortiguador de fosfatos 100 mM. La
mezcla fue centrifugada a 20,937 x g /4°C/1 h. Se obtuvo el sobrenadante, se agitd en vortex y se vacio
por decantacidn a la celda (placas de ELISA) para iniciar las lecturas. Se midio6 la absorbancia a 340 nm

cada minuto durante 3 minutos utilizando un programa de cinética.

La actividad de la GPx se midié de manera indirecta por la reaccién acoplada con la GR, la cual se basa
en la disminucion de la absorbencia a 340 nm debido a la desaparicién de NADPH. La GPx cuando reduce
los hidroperdxidos consume GSG, el cual es regenerado por la GR a partir de GSSG, proceso que consume
NADPH. El ensayo se realizé basado en el protocolo con modificaciones de Lawrence y Burk (Lawrence y
Burk 1976). El ensayo inicia al colocar en un tubo de vidrio 400 pL de la mezcla de reaccién (Tabla 3) y

50 plL de la muestra de tejido cerebral. Después de 5 minutos de incubacidn, se afiadieron 50 uL de H,0;
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(1.25 mM). La mezcla se agitd en el vértex y se vacid por decantacion en la celda (placa de ELISA). Se

midio la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 3 minutos en el espectrofotémetro.
Tabla 3 Mezcla de reaccién para determinar la actividad de GPx en el tejido cerebral

Concentracion final

EDTA 1 mM
Azida de sodio 1 mM
NADPH 0.2 mM
Glutatidon reducido 1 mM
Glutation reductasa 1U/ mL

Amortiguador de fosfatos 50 mM

La glutatién S-transferasa cataliza la conjugaciéon del GSH enddgeno a una variedad de compuestos
electrofilicos, protegiendo las macromoléculas biolégicas. La actividad de esta enzima fue evaluada
siguiendo el método de Habig (Habig, Pabst, y Jakoby 1974). La enzima fue determinada utilizando 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) y glutatién reducido (GSH), como sustratos que forman el conjugado

2,4-dinitrofenil-S-conjugado que absorbe a 340 nm.

Analisis estadistico

El andlisis de todos los datos se llevd a cabo usando el programa estadistico GraphPad Prism 5.01. Todos
los datos se muestran como el promedio + el error estandar de la media (ESM). Se realizé la prueba de
Pearson-omnibus para confirmar que los datos tengan una distribucién normal, la prueba de T de
student nivel de confianza del 95%. Se realizé un ANOVA de 2 vias seguido de una prueba de comparacion
multiple de Tukey. El drea bajo la curva (ABC) fue calculada por la suma de trapezoides entre los

diferentes puntos de los niveles de glucosa en sangre.
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7. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados divididos en tres secciones. En la primera seccidn, se
presentan los resultados relacionados con la induccién del modelo de obesidad en las ratas Wistar, la
segunda seccidén, se muestran el desempefio en las pruebas conductuales, donde se evalué el
aprendizaje y la memoria. En la tercera, se muestran los resultados del estado de EO en el SNC a través
de medir la actividad de diversas enzimas antioxidantes, asi como la lipoperoxidacién, tanto en la corteza

prefrontal como en el hipocampo.

Alteraciones metabdlicas asociadas a la acumulacion de tejido

adiposo

La primera aproximacion en el presente estudio fue evaluar el incremento del peso corporal como
consecuencia de la administracion de la HFD, conocer las posibles alteraciones en el metabolismo de la

glucosa y el efecto del tratamiento de silimarina en estos parametros.

Efecto de la dieta alta en grasa sobre el peso corporal

Los animales iniciaron con pesos de 300 g. En la semana cuatro de la dieta los grupos control tenia un
promedio de peso de 376 £ 3.76 g, mientas que los grupos HFD de 405 + 4.85 g. Desde la semana cuatro
hasta la Ultima semana de dieta, los grupos ya eran significativamente diferentes. En la semana 12 previo
al tratamiento con silimarina, los grupos control tenia un promedio de peso de 449 + 4.75 g, mientas que
los grupos HFD de 519 + 6.57 g, es decir, el peso corporal de los animales alimentados con la dieta alta

en grasa era 15% mayor comparado con los controles (Figura 9).
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Figura 9 Ganancia de peso corporal. Seguimiento del peso corporal en animales controles vehiculo
(C+V, linea naranja continua n= 30), controles silimarina (C+S, linea vino punteada n= 27) y en
animales alimentados con una dieta alta en grasa vehiculo (H+V, linea morada continua n=30) y dieta
alta en grasa con silimarina (H+S, linea verde punteada n= 30). El * indica una diferencia significante
entre grupos segun la prueba de ANOVA de dos vias y la prueba de comparacién multiple de Tukey
(p<0.5). Los datos se muestran como promedio * error estandar.

El tratamiento de silimarina no causé una disminucidén en el peso corporal

Uno de los objetivos planteados fue conocer si el tratamiento con silimarina tendria un efecto en el peso
corporal y particularmente si disminuia el peso de los sujetos alimentados con la HFD. Después de los 14
dias de tratamiento con la silimarina, ésta no produjo un cambio significativo en el peso corporal de los
animales (Tabla 4). Cabe mencionar que en el caso del grupo con trol vehiculo, el aceite vegetal tampoco

tuvo efectos.
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Tabla 4 La administracién de silimarina no modifica el peso corporal.

C+V C+S H+V H+S
semana 12 450 +6.99 444 +6.39 522 +9.84% 515+ 8.79%
semana 14 440 + 6.98 438 +5.62 527 +9.80* 519+9.17%

Promedios de los pesos corporales de los cuatro grupos experimentales en la semana 12 (previo al
tratamiento con silimarina) y en la semana 14 (después del tratamiento con silimarina). Promedio *
Error estdndar, ANOVA de una via *P<0.05
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Efecto de la dieta alta en grasa sobre el metabolismo de glucosa

En el modelo experimental que utilizamos, se alimentaron a los animales con una HFD (54% de lipidos)
durante 14 semanas. En la semana 12 antes de iniciar con el tratamiento de silimarina, se evalto el
metabolismo de glucosa, en los grupos experimentales control (C) y dieta alta en grasa (HFD), con la
finalidad de conocer si la HFD alterd negativamente el metabolismo de glucosa. Para tal objetivo, se

realizo la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal.

La concentracion de glucosa en sangre en el tiempo cero, previo a la administracidon de glucosa, fue
similar en ambos grupos. En los puntos temporales 15, 30, 60 y 120 min los animales que fueron
alimentados con la HFD presentan diferencias estadisticamente significativas con una mayor

concentracién de glucosa (Figura 10 a).

En resumen, los grupos experimentales que recibieron la HFD mantuvieron concentraciones de glucosa
mas elevadas que los animales que recibieron la dieta control. Para evidenciar este resultado, se calculd
el drea bajo la curva de los grupos experimentales. Los grupos alimentados con la HFD tuvieron una

mayor area bajo la curva (unidades arbitrarias, Figura 10 b).

En la Tabla 5, se muestran los valores de concentracién de glucosa (mg/dl) de los dos grupos

experimentales en los diferentes puntos temporales previo al tratamiento de silimarina.
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Figura 10 Efecto de la HFD sobre el metabolismo de captura de glucosa. (a) Curva de tolerancia a la
glucosa controles (C, linea naranja continua n=24), y en los animales alimentados con una HFD (H, linea
morada continua n=22). El * indica una diferencia significante entre grupos segun la prueba de ANOVA
de dos vias y la prueba de comparacidon multiple de Tukey (p<0.5). (b) Grafico del area bajo la curva, los
valores promedio en unidades arbitrarias del grupo control 14 773 + 380 (C, barra naranja n=24), y en
animales HFD 19 061 + 655 (HFD, barra morada n= 22). El * indica una diferencia significante entre
grupos segun la prueba de t de student. En ambos graficos los resultados son representados como
promedio * error estandar.
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Tabla 5 Valores de las concentraciones de glucosa en sangre (mg/dl) previo al tratamiento con silimarina.

Tiempo min) C HFD
Semana 0 63.20+1.01 | 71.60+2.15
12 15 102 £+9.85 | 203 + 14.60*
30 166 +5.92 206 + 8.53*
60 125+3.94 172 + 6.84*
120 78.80+1.29 | 104 +3.31*

Promedio # Error estdndar, ANOVA de dos vias *P<0.05 comparado con el grupo C
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La silimarina disminuye los niveles de glucosa en el grupo de animales alimentados con dieta

alta en grasa

Dado que la HFD altera el metabolismo de glucosa al incrementar la concentracion de esta en sangre, la
siguiente pregunta a contestar fue si el tratamiento de silimarina puede disminuir la concentracion de
glucosa y mejorar el metabolismo de captacién alterado en los animales con HFD. Después de 14 dias de

tratamiento, se realizé la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal.

Al tiempo cero previo al estimulo con la glucosa intraperitoneal los cuatro grupos experimentales no
demostraron diferencias significativas. Interesantemente al minuto 15, el grupo experimental HFD+V
tuvo el valor mas alto de concentracién de glucosa (233 + 11.20 mg/dl), dicho promedio fue
estadisticamente significativo respecto a los tres grupos restantes incluyendo al grupo HFD+S (Figura
11a). Para los puntos temporales de 30 y 60 minuto, la diferencia estadisticamente significativa fue entre
el grupo HFD+V con respecto al C+V, es decir el grupo HFD+S no fue diferente respecto a los grupos
alimentados con dieta control, sin embargo, el HFD+S no fue estadisticamente diferente respecto al
HFD+V (Figura 11a), eso significa que el tratamiento con silimarina disminuye los niveles de glucosa en
sangre. En el ultimo punto temporal correspondiente al minuto 120 no hubo diferencias significativas

entre los cuatro grupos.

Se analizd el area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en los cuatro
grupos, sin embargo, no mostraron diferencias significativas. Los resultados fueron C+V (15 455 + 1 040),
C+S (17 287+ 1 372) y en animales alimentados con una HFD+V (18 627 + 758) y HFD+S (18 849 + 872),

(promedio + error estandar en unidades arbitrarias) (Figura 11b).

En la Tabla 6, se muestran los valores de concentracion de glucosa (mg/dl) de los cuatro grupos

experimentales en los diferentes puntos temporales después del tratamiento con silimarina.
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Figura 11 Efecto de la silimarina sobre el metabolismo de captura de glucosa en animales alimentados
con una dieta alta en grasa. (a) Curva de tolerancia a la glucosa, controles vehiculo (C+V, linea naranja
continua n= 10), controles silimarina (C+S, linea vino punteada n=9) y en animales alimentados con
una dieta alta en grasa vehiculo (H+V, linea morada continua n=13) y dieta alta en grasa con silimarina
(H+S, linea verde punteada n= 14). El * indica una diferencia significante entre el grupo HFD+V con
respecto a los otros tres grupos, El # indica una diferencia significante entre el grupo HFD+V con
respecto C+V segln la prueba de ANOVA de dos vias y la prueba de comparaciéon multiple de Tukey
(p<0.5) Los resultados son representados como promedio + error estandar. (b) Grafico del area bajo
la curva, los valores promedio en unidades arbitrarias.
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Tabla 6 Valores de las concentraciones de glucosa en sangre (mg/dl) después del tratamiento con

silimarina.

Tiempo min)

C+V

C+S H+V H+S
Semana 0 75.10+1.74 | 69.60 +2.43 70.10 £1.90 74.90 £ 2.50
14 15 180+ 14.10 184 +14.50 233 +£11.20* 191+12.80
30 172 +12.60 190 + 14.10 218 + 10.80% 202 £9.26
60 130+ 6.81 155 +10.70 166 + 8.11* 161 +8.14
120 88.70 £ 2.96 100 £ 6.63 101 +£3.13 101+£2.61

Promedio * Error estandar, ANOVA de dos vias *P<0.05 comparado con el grupo C+V, C+S y HFD+S, #
P<0.05 comparado con el grupo C+V.
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El tratamiento de la silimarina no disminuyd el porcentaje del tejido adiposo blanco

retroperitoneal en los animales alimentados con dieta alta en grasa.

Para confirmar que la HFD tiene efecto en el aumento del porcentaje de tejido adiposo blanco
retroperitoneal, al finalizar el tratamiento con silimarina se realizd la eutanasia de los animales, se
extrajo el tejido adiposo. El tejido se pesd y se normalizé con respecto al peso total del animal. Los grupos
de ratas que fueron alimentados con HFD mostraron mayor porcentaje de tejido adiposo blanco
retroperitoneal (grupo HFD vehiculo 3.47 £ 0.24 % y HFD silimarina 3.36 £ 0.16%) con respecto a aquellos
que fueron alimentados con dieta estandar (grupo control vehiculo fue de 1.45 + 0.11 %, y el grupo
control silimarina fue de 1.23 + 0.08%). El tratamiento con silimarina no tuvo un efecto en la disminucion

de tejido adiposo entre los animales alimentados con HFD (Figura 12).

Tejido adiposo (%)

C+V C+S H+V H+S

Figura 12 Tejido adiposo blanco retroperitoneal. Control vehiculo (C+V, barra naranja n= 29),
control silimarina (C+S, barra vino n= 24) y en animales alimentados con HFD vehiculo (H+V,
barra morada n= 28) y dieta alta en grasa con silimarina (H+S, barra verde n=27). La literal ay
b indica una diferencia significante entre grupos segun la prueba de ANOVA de una viay la
prueba de comparacion multiple de Tukey (p<0.5) Los resultados son representados como
promedio * error estandar.
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Efecto de la silimarina en las pruebas conductuales: reconocimiento
de objeto novedoso, reconocimiento de objeto novedoso en contexto

y laberinto acuatico de Morris

Reconocimiento de objeto novedoso

Para evaluar el efecto de la HFD y posible efecto benéfico de la silimarina sobre las funciones cognitivas
(aprendizaje y memoria) en las ratas; la primera aproximacion fue realizar la prueba de memoria de

reconocimiento de objeto novedoso a corto y largo plazo en los cuatro grupos experimentales.

Para el caso de la prueba de memoria de corto plazo, los grupos control vehiculo, control silimarina y
HFD silimarina presentaron indices de reconocimiento mayores a 0.5. Esto significa que los animales
fueron capaces de discriminar el objeto novedoso del objeto familiar. Sin embargo, el grupo HFD vehiculo
presentd un indice de 0.45 * 0.08, es decir, las ratas de este grupo no recordaron haber experimentado
el objeto familiar previamente. Mientras que el grupo HFD que recibié el tratamiento de silimarina si lo

recuerda, estas ratas presentaron un indice promedio de 0.75 £ 0.03 (Figura 13 a, Tabla 5).

Para el caso de la prueba de memoria de reconocimiento de objeto novedoso a largo plazo, los cuatro
grupos experimentales mostraron indices mayores a 0.5, aunque los grupos HFD tanto los que recibieron
el vehiculo como los que recibieron el tratamiento de silimarina presentaron indices menores

comparados con el grupo control vehiculo (Figura 13 b, Tabla 5).
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Figura 13 Graficos de los indices de reconocimiento de objeto novedoso. (a) Memoria corto plazo (90
min.) y (b) Memoria largo plazo (24 hrs.) Controles vehiculo (C+V, barra naranja n= 8), controles
silimarina (C+S, barra vino n= 8) y en animales alimentados con HFD vehiculo (H+V, barra morada n= 8)
y HFD con silimarina (H+S, barra verde n= 8). Los resultados son representados como promedio * error
estandar. Los datos fueron analizados por la prueba de andlisis de varianza multiple de una via y se realizo
la prueba de comparacion multiple de Tukey. Para el caso de la memoria a corto plazo el * indica una
diferencia significante comparado con el grupo H+S (p < 0.05). Para el caso de la memoria a largo plazo
el * indica una diferencia significante comparado con el grupo C+V (p < 0.05).

Tabla 7 indices de reconocimiento del objeto novedoso para evaluar memoria de corto y largo plazo.

C+V C+S H+V H+S
Memoria corto plazo | 0.66 + 0.05 0.56 +0.04 0.45 + 0.08* 0.75+0.03
Memoria largo plazo | 0.78 £+ 0.03 0.73 £0.02 0.63 £ 0.04* 0.63 £ 0.03*

Los resultados son representados como promedio * error estdndar. Para el caso de la memoria a corto
plazo el * indica una diferencia significante comparado con el grupo H+S (p < 0.05). Para el caso de la
memoria a largo plazo el * indica una diferencia significante comparado con el grupo C+V (p < 0.05).

Reconocimiento de objeto novedoso en contexto

De acuerdo a la literatura, sabemos que diferentes estructuras del |6bulo medio temporal participan en
procesos de aprendizaje y de memoria. La investigacién de Balderas et al. (2008) nos permitié conocer

gue particularmente el hipocampo participa en la consolidacién de la memoria a largo plazo de
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reconocimiento de objeto novedoso en contexto. En nuestros resultados, no encontramos diferencias
significativas en esta prueba después de haber alimentado a las ratas con HFD; ni a corto ni a largo plazo.
En todos los casos presentaron un indice de reconocimiento mayor a 0.5. Tampoco se encontraron

diferencias en los animales tratados con silimarina. (Figura 14, Tabla 5).

V)
o

Corto plazo Largo plazo

indice de reconocimiento

indice de reconocimiento

C+V C+S H+V H+S C+V C+S H+V H+S

Figura 14 Gréficos de los indices de reconocimiento de objeto novedoso en contexto. (a) Memoria corto
plazo (90 min.) y (b) Memoria largo plazo (24 hrs.) Controles vehiculo (C+V, barra naranja n=7), controles
silimarina (C+S, barra vino n=7) y en animales alimentados con HFD vehiculo (H+V, barra morada n=7)
y HFD con silimarina (H+S, barra verde n= 7). No se mostraron diferencias significativas entre los grupos.
Los resultados son representados como promedio + error estandar. Los datos fueron analizados por la
prueba de analisis de varianza multiple de una via y se realizé la prueba de comparacién multiple de
Tukey.

Tabla 8 indices de reconocimiento del objeto novedoso en contexto para evaluar memoria de corto y
largo plazo.

c+Vv C+S H+V H+S
Memoria corto plazo 0.74 £0.08 0.79 £0.04 0.68 £0.04 0.76 £ 0.05
Memoria largo plazo 0.64 £ 0.06 0.59 £ 0.05 0.62 +0.04 0.57 +0.08

Los resultados son representados como promedio * error estdndar.
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Laberinto acuatico de Morris

Para evaluar el posible dafio de la HFD y el efecto de la silimarina sobre el desempefio cognitivo se realizé
la prueba de laberinto acuatico de Morris. En la curva de aprendizaje que se realizé durante cinco dias
consecutivos los valores de latencia de escape fueron diferentes el primer dia, siendo diferente el grupo
C+V del grupo HFD+S (Figura 15 a, Tabla 9). En el segundo dia de la curva de aprendizaje los cuatro
grupos disminuyeron en mas del 50% el tiempo de latencia de escape, sugiriendo que los cuatro grupos
experimentales recordaban en que cuadrante estaba la plataforma. Para los dias tres, cuatro y cinco los
tiempos de latencia de escape continuaron disminuyendo sin diferencias significativas entre los grupos.
En el dia de la prueba cuando la plataforma fue retirada del laberinto y se midi6 el tiempo de nado en el
cuadrante, los cuatro grupos mostraron valores que no fueron diferentemente significativos entre ellos,

los cuatro grupos emplearon valores de mas de 30 segundos (Figura 15, Tabla 10).
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Figura 15 Efecto de la dieta alta en grasa y de la silimarina sobre la prueba de laberinto acuatico de
Morris. (a) Tiempo de latencia de escape (segundos) en la curva de aprendizaje controles vehiculo (C+V,
linea naranja continua n= 9), controles silimarina (C+S, linea vino punteada n= 5) y en animales
alimentados con HFD vehiculo (H+V, linea morada continua n=8) y HFD con silimarina (H+S, linea verde
punteada n= 7). (b) Tiempo empleado en el cuadrante donde estaba la plataforma. Los resultados son
representados como promedio + error estandar. El * indica una diferencia significante entre C+V vs H+S
(p < 0.05). Los datos fueron sometidos al andlisis de varianza multiple de una via y se realizé la prueba
de comparacién multiple de Tukey.
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Tabla 9 Valores del tiempo en segundo de latencia de escape en la curva de aprendizaje de la prueba de
laberinto acuatico de Morris.

c+Vv C+S H+V H+S
Dia 1 42.80 + 4.05 45.20 +10.10 53.10+7.44 58.4 £ 9.4*
Dia 2 20.10+2.68 12.10+1.59 19.20+3.11 23.7+2.52
Dia 3 13.70+2.64 11.70+2.59 15.60 + 2.88 13.4+1.17
Dia 4 8.62+£1.38 6.88+1.43 12.56 +2.78 9.55+1.58
Dia 5 9.06 £ 2.03 6.54 £1.22 7.90 £ 1.52 6.23+0.61

Los resultados son representados como promedio + error estdandar, ANOVA de dos vias *P<0.05
comparado con el grupo C+V

Tabla 10 Valores del tiempo en segundos del tiempo de nado el dia de la prueba en el cuadrante donde
estaba la plataforma del laberinto acudtico de Morris.

Grupo
c+Vv C+S H+V H+S
experimental
tiempo 36.7+1.98 37.6+5.78 36.0 £3.33 34.0+2.52

Los resultados son representados como promedio * error estdndar.
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Efecto de la dieta y del tratamiento de silimarina sobre el estrés

oxidante en la corteza prefrontal y el hipocampo

Efecto de la silimarina sobre la concentracion de malondialdehido (MDA) en la corteza

prefrontal y en el hipocampo de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa

Dado que se conoce que la HFD produce un estado de EO en la periferia, la siguiente pregunta fue si en
el cerebro, particularmente en la corteza prefrontal y el hipocampo, también se estaba desarrollando
una condicién de EO a las 14 semanas de HFD vy si la silimarina después de 14 dias de tratamiento tiene
una contribucion positiva. Una manera de contestar esta pregunta es a través de la medicién de la
peroxidacioén lipidica que es causada por las ROS, para dicho propésito se cuantificd la concentracidn de

malondialdehido (MDA), un metabolito secundario de la peroxidacion.

Los resultados fueron normalizados respecto al C+V que es representado como el 100%, para el caso de
la corteza prefrontal tanto los grupos C+S, HFD+V y HFD+S los valores de MDA fueron 127 + 15.5, 130 +
11.2 y 127 + 17 respectivamente (Figura 16). Para el caso de la regién del hipocampo los grupos C+S,
HFD+V y HFD+S los valores de MDA fueron 67.3 £ 14.1,79.5 £ 7.5y 88.6 + 10.2 respectivamente. No se

encontraron diferencias dadas por el tratamiento de silimarina. (Figura 16).
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Figura 16 Efecto de la silimarina sobre la concentracién de malondialdehido (MDA) en la corteza
prefrontal y el hipocampo de ratas alimentadas con HFD. Controles vehiculo (C+V, barra naranja n=
8), controles silimarina (C+S, barra vino n=5) y en animales alimentados con HFD vehiculo (H+V,
barra morada n=8) y HFD con silimarina (H+S, barra verde n= 8). Los resultados son representados
como promedio t error estandar. Los datos fueron sometidos al andlisis de varianza multiple de una
via y se realizé la prueba de comparacién multiple de Tukey.

Efecto de la silimarina sobre la actividad de la enzima superoxido dismutasa y catalasa en el

SNC de animales alimentados con una dieta alta en grasa

En este proyecto, se evalué la actividad de la enzima SOD, esta metaloenzima cataliza la dismutacion del
02° para producir H;0; y Oy, tanto en la corteza prefrontal como en el hipocampo, no se encontraron
diferencias en la actividad de esta entre los grupos experimentales. Los resultados fueron normalizados
respecto al C+V que es representado como el 100%. Para el caso de la corteza prefrontal tanto los grupos
C+V, C+S, HFD+V y HFD+S los valores de la actividad de la SOD fueron 100 £ 11.7, 101 + 13.3, 106 £ 9.61
y 106 + 6.49 mientras que en el hipocampo los valores fueron 100 + 12.1,90.9 + 11.5, 115+ 13.4y 104

+19.2, respectivamente, (Figura 17 ay b).

Se evalud la actividad de la enzima CAT, la cual cataliza la reduccién del H0;a O,y agua. Los resultados
fueron normalizados respecto al C+V que es representado como el 100%. Para el caso de la corteza
prefrontal los valores de la actividad para los grupos C+V, C+S, HFD+V y HFD+S fueron 100 + 8.47, 106 +
10.2, 108 £ 7.93 y 141 + 13.7. La actividad en la corteza prefrontal fue significativamente mayor en el

grupo H+S comparado con el H+V. El analisis de comparacién multiple no mostrd diferencias entre H+S
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vs H+V. La actividad de la CAT en el hipocampo fue similar en los grupos C+V, C+S, HFD+V y HFD+S sin
diferencias significativas estos fueron 100 £ 12.1,90.9 + 11.5, 115 + 13.4 y 104 + 19.2 (Figura 17 cy d).
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Figura 17 Efecto de la silimarina sobre la actividad de las enzimas la superdéxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT) en la corteza prefrontal y en el hipocampo de ratas alimentadas con HFD. Controles
vehiculo (C+V, barra naranja n= 8), controles silimarina (C+S, barra vino n=7) y en animales alimentados
con HFD vehiculo (H+V, barra morada n= 7) y HFD con silimarina (H+S, barra verde n=5). Los resultados
son representados como promedio + error estandar. Los datos fueron sometidos al analisis de varianza
multiple de una via y se realizé la prueba de comparaciéon multiple de Tukey.
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Actividad de las enzimas glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation S-transferasa

Los resultados fueron normalizados respecto al control vehiculo que es representado como el 100%. La
actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) no fue significativamente diferente entre los cuatro
grupos experimentales: C+V, C+S, HFD+V y HFD+S ni en la corteza prefrontal (100 £ 10.5, 104 + 10.9, 102
+ 6.45 y 105 + 11.4, respectivamente), ni en el hipocampo (100 + 16.5, 133 + 14.8, 133 + 7.05y 133 +
12.8, respectivamente Figura 18 a y b). Del mismo modo, no se observaron cambios entre los cuatro
grupos de la actividad de la enzima GR para los cuatro grupos silimarina ni en la corteza prefrontal (100
+10.6,126+17.1,112 £+6.76 y 118 £ 10.8, respectivamente), ni en el hipocampo (100 £ 6.59, 111 + 12.6,

121 +9.3y 105 + 6.49, respectivamente (Figura 18 jError! No se encuentra el origen de la referencia.cy d

).

En cuanto a la actividad de la enzima glutatién s-transferasa, no se observaron diferencias entre los
cuatro grupos experimentales: C+V, C+S, HFD+V y HFD+S para la regién de la corteza prefrontal (100 +
11.3, 104 + 16.8, 104 + 6.43 y 94 + 11.9, respectivamente). Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en la actividad de esta enzima en la regién del hipocampo con un 30% de mayor actividad
en los grupos alimentados con dieta alta en grasa: HFD+V y HFD+S comparado con el grupo C+V (Figura

18 f).
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Figura 18 Actividad del sistema antioxidante de glutatién: glutation reductasa (GR), glutation peroxidasa
(GPx) y glutation S-transferasa (GST) en la corteza prefrontal y el hipocampo. Controles vehiculo (C+V,
barra naranja n= 7), controles silimarina (C+S, barra vino n= 5) y en animales alimentados con HFD
vehiculo (H+V, barra morada n= 7) y HFD con silimarina (H+S, barra verde n= 7). Los resultados son
representados como promedio * error estandar. Los datos fueron sometidos al analisis de varianza
multiple de una via y se realizé la prueba de comparaciéon multiple de Tukey.
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8. Discusion general

La ingesta de dietas altas en calorias y en grasas se estd volviendo cada vez mds comun en nuestra
sociedad. Esto representa un factor de riesgo para el desarrollo de sobrepeso, obesidad, sindrome
metabdlico y de otras enfermedades crénicas, incluyendo las neurodegenerativas como el Alzheimer
(Haddadi, Shahidi, y Eyvari-Brooshghalan 2020; Kébe et al., 2017; Y. Liu et al., 2014). Ahora es bien
reconocido que la nutricién es un factor que influye en la estructura cerebral, en la conectividad

funcional y la cognicion (Kobe et al., 2017).

Componentes bioactivos de diversas plantas como: berberina (Coptis chinensis), curcumina (Curcuma
longa), ginsenoside Rgl (Panax notogiseng), puerarin (Pueraria lobata,) entre otras plantas tienen
efectos neurobioldgicos benéficos en la clinica (M. H. Kim, Kim, y Yang 2014). Asi también, la silimarina
es el extracto de flavonoides y flavolignanos que se encuentra en las semillas de la planta cardo mariano.
Hay una creciente cantidad de reportes de la silimarina y de sus propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias (Pérez-H et al., 2014; P. Liu et al., 2020). En estudios previos, se han reportado sus
efectos neuroprotectores en modelos de dafo neuronal, como en modelos de la enfermedad de
Parkinson, de Alzheimer, isquemia cerebral, etc. (Pérez-H et al. 2014; Haddadi, Shahidi, y Eyvari-
Brooshghalan 2020). En este proyecto evaluamos el impacto de una HFD en el metabolismo de la
glucosa, en las funciones cognitivas y en el balance REDOX del cerebro, asi como el efecto del tratamiento

subcronico de silimarina.

El primer paso fue establecer el modelo HFD. En esta investigacién utilizamos una HFD con un porcentaje
de grasa del 54% durante 14 semanas, con base en previas investigaciones. Por ejemplo, el trabajo de
Woo et al. (2013) en el que utilizaron un modelo de HFD del 40% de grasa durante 13 semanas, en ratas
Sprague Dawley, y en la cual observaron dafio cognitivo en la prueba de laberinto acuatico y disminucién
de los marcadores BDNF y NGF en el hipocampo. Cuando los tiempo de exposicidn a la HFD son cortos
como en el trabajo de Beilharz, Maniam, y Morris (2016) en el que utilizan una HFD (40% de grasa)
durante 2 semanas, aun no se observan cambios en la expresion de genes considerados marcadores de
inflamacién como TNF-a e IL-1B ni en el tejido adiposo blanco, hipocampo, corteza perirrinal, ni en el
hipotalamo. Es por estos, que se eligidé un periodo de 12 semanas para primero establecer el modelo de

obesidad y de dafio cognitivo.
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La dosis de silimarina fue seleccionada con base en investigaciones previas, incluyendo nuestro
laboratorio, donde se ha reportado y se evaluan los efectos benéficos de la silimarina en diversos
modelos de dafio en la periferia y en el SNC. Por ejemplo, el trabajo de Hirayama et al. (2016) en un
modelo de isquemia cerebral en ratas, los investigadores evaluaron el efecto neuroprotector de la
silimarina a una dosis de 200 mg/kg, antes y después de la isquemia. Realizaron una tincion de fluoro-
jade en la regién del hipocampo para evaluar la neurodegeneracién. En el analisis encontraron que
disminuyd el nimero de neuronas tefiidas, sugiriendo que a esta concentracién la silimarina tiene un
efecto neuroprotector. En nuestro equipo de investigacién, en el trabajo de Pérez-H et al. (2014)
demostraron el efecto neuroprotector de la silimarina a una dosis de 100 mg/Kg durante 5 dias de
administraciéon intraperitoneal, en un modelo de la enfermedad de Parkinson inducido por la toxina
MPTP en ratones C57BL/6J. En el modelo de dafio cognitivo, la silimarina conservé las concentraciones
de dopamina, disminuyd el numero de células apoptdticas (técnica de tunel), y preservé las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra. Por estos antecedentes consideramos que la silimarina podria
tener un efecto neuroprotector en el modelo de dafio cognitivo inducido por la HFD. Se empleé una
dosis de 200 mg/Kg al dia durante 14 dias. Dado que la silimarina es liposoluble se ocupé como vehiculo
el aceite vegetal y la via de administracion oral, a diferencia de otros modelos en que administran de

manera intraperitoneal.

Por otra parte, en nuestros resultados, los grupos que fueron alimentados con HFD, ademas de
incrementar el peso corporal en general (Figura 9), también presentaron un incremento de la cantidad
de tejido adiposo blanco retroperitoneal (Figura 12). Nuestros resultados son consistentes con los de
otras investigaciones utilizando modelos similares (Rivera et al., 2013; Sdnchez-Sarasua et al., 2016;

Chang et al., 2019; F. Wang et al., 2020).

El grupo de HFD que recibié el tratamiento de silimarina no presenté una disminucién del peso en

general ni del tejido adiposo (Figuras 9y 12).

Si bien, en nuestros resultados, la silimarina no disminuyé el peso corporal de los animales en los 14 dias
de tratamiento. En el trabajo de Y. Liu et al. (2014) en un protocolo de 20 semanas mostraron que los

ratones alimentados con HFD y que recibieron el flavonoide luteolina si tuvieron una disminucion
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significativa de peso en las ultimas dos semanas. Es probable que si se incrementan los tiempos de

exposicion del tratamiento con silimarina puedan tener un efecto en el peso corporal.

Diversos estudios han demostrado que la HFD modifica la homeostasis de glucosa donde se produce
resistencia a la insulina. Esta resistencia a la insulina ocasiona un incremento en los niveles de glucosa
en sangre, los cuales predisponen al desarrollo de la diabetes tipo 2 (Sun et al., 2020). En nuestros
resultados, la alimentacién durante 12 semanas de HFD causd un incremento significativamente mayor
en los niveles de glucosa en la sangre de la ratas al ser comparadas con el grupo control. Ademas, al
obtener el drea bajo la curva se confirmé que las ratas HFD eran intolerantes a la glucosa (Figura10 ay
b). Este resultado era de esperarse por lo reportado previamente en la literatura. Por ejemplo, el trabajo
de Sanchez-Sarasua et al. (2016) en ratas Wistar, después de una HFD (60% grasa) durante 12 semanas.
En la investigacidn reportaron un incremento en los niveles de glucosa al ser comparado con las ratas
alimentadas con una dieta estandar. Sin embargo, en nuestra investigacién desconociamos el posible
efecto benéfico de la silimarina en el metabolismo de glucosa de las ratas HFD. Después del tratamiento
con silimarina, solo se encontraron diferencias significativas al 15 minutos entre los grupos HFD+V y
HFD+S, siendo 29% menor la concentracion de glucosa en el grupo HFD+S. Este resultado sugiere que la
silimarina mejoré el metabolismo de glucosa. Es probable que se deba a que la silimarina disminuye la
resistencia a la insulina, sin embargo, para comprobar esta hipotesis se debe de realizar una prueba de
tolerancia a la insulina. Cabe sefialar que, al obtener el area bajo la curva, no se encontraron diferencias
significativas entre los cuatro grupos (Figura 11 a y b). Un segundo resultado interesante que llamé la
atencidn, es que el grupo C+S mostré valores de glucosa ligeramente mayores con respecto al grupo
C+V, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas en la curva de tolerancia a la glucosa y
tampoco en el analisis del area bajo la curva. El resultado de que la silimarina mejora el metabolismo de
glucosa, al disminuir los valores de esta en sangre, al menos al minuto 15 es consistente con la evaluacién
de otros flavonoides que también mejoran los niveles de glucosa sérica (Rivera et al., 2013; Y. Liu et al.,

2014).

Por lo anterior, se logré establecer el modelo de obesidad inducido por la HFD, reflejado en el aumento
del peso, del tejido adiposo y en la perdida de la homeostasis de la glucosa, y si bien la silimarina no

disminuyd el peso corporal, si presenté un efecto positivo en el metabolismo de glucosa.
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Una vez observados los cambios en el metabolismo periférico, la siguiente pregunta fue conocer si la
HFD tendria un impacto en las funciones cognitivas y poder evaluar el efecto neuroprotector de la

silimarina.

Estudios de investigacion en humanos, han demostrado que la diabetes y la obesidad son factores de
riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Pugazhenthi, Qin, y Reddy 2017; Xu, Zhou, y
Zhu 2017; Holscher 2019). El exceso de la ingesta caldrica afecta la estructura y funcion del hipocampo
incluyendo la plasticidad sinaptica y la neurogénesis, las cuales estan vinculadas con el aprendizaje y la
memoria (Y. Liu et al., 2014). En el trabajo de Noble et al. (2014) en un modelo HFD (45% grasa), de 16
semanas en ratas Sprague Dawley mostraron que disminuye el BDNF en la regiéon CA3 del hipocampo,
un drea importante para el aprendizaje espacial y contextual. Resultados similares fueron encontrados
en el trabajo de Macedo etal. (2015) en ratas Wistar en un modelo HFD de 12 semanas, donde
observaron menor expresion de BDNF tanto en el hipocampo como en el hipotalamo. El trabajo de Hao
et al., (2016) en ratones C57B1/6J después de 12 semanas de HFD observaron que en el hipocampo de
estos ratones habia mayor microgliosis y menor expresién de proteinas sindpticas (SYP y PSD95),
sugiriendo que hay menor transmision sindptica. Ademas, en la prueba conductual de objeto novedoso,
estos ratones exploraron por menor tiempo el objeto novedoso en comparacién con los ratones
alimentados con la dieta control, sugiriendo que tienen afectada la memoria. Interesantemente, en el
trabajo de Alzoubi et al. (2018) en un modelo de obesidad en ratas Wistar inducido por HFD (25% de
grasa), en tan solo cuatro semanas de induccién de la HFD, encontraron una afectacién en la memoria
de corto y largo plazo en la prueba de laberinto radial. Ademas, al evaluar el hipocampo de estas ratas,
encontraron que disminuyd la concentracién de GSH y aumentdé el GSSH; incrementd la peroxidacion
lipidica (TBARS) y estaba reducida la actividad de la CAT. Estos resultados permiten especular que el dafio
en la memoria es consecuencia del EO en el hipocampo. De forma semejante, en el trabajo de Z. Wang
et al. (2020) pero en ratones C57BL/6J alimentados con una HFD (21% grasa) durante 7 semanas, y a los
cuales le realizaron la prueba de memoria de condicionamiento al miedo. Los ratones HFD tenian Ila
memoria afectada, y al analizar bioquimicamente pardmetros de EO en el hipocampo, reportaron mayor
produccién de ROS, menor actividad de la CAT e incremento de la peroxidacion lipidica (midieron MDA).
Los autores analizaron la expresion de la sinapsina y sinaptofisina, las cuales son proteinas de las

vesiculas sindpticas, para conocer de manera indirecta la secrecidn de neurotransmisores. Encontraron
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que hay menor concentraciéon de la sinaptofisina en el grupo HFD, sugiriendo que esta afectada la

neurotransmision como consecuencia del EO derivado de la HFD.

Con estos antecedentes esperdbamos que, en nuestro modelo, el grupo HFD estuviera afectada la
memoria y de este modo evaluar el posible efecto benéfico de la silimarina sobre las funciones cognitivas
de aprendizaje y memoria a través de tres pruebas conductuales: la prueba de reconocimiento de objeto
novedoso, reconocimiento de objeto novedoso en contexto y el laberinto acuatico de Morris (Figuras
13,14y 15, respectivamente). Cabe mencionar que las tres pruebas conductuales que se llevaron a cabo,
evaluan el tipo de memoria explicita (también llamada declarativa), especificamente la episddica, que
almacena informacion relacionada con hechos que contesta las preguntas “équé?, écuando? y ¢donde?”.
La cual depende anatdmicamente-funcionalmente del l6bulo temporal medial, que involucra al
hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4, giro dentado y el subiculo), y las cortezas entorrinal, parahipocampal y
perirrinal. Las diferentes dreas que conforman el I6bulo temporal medial desempefan distintos roles en
el sistema de memoria episddica, dependiendo de la informacién almacenada, es decir, si es un estimulo
familiar, de novedad, si son claves espaciales, o estimulos Unicos. Estas regiones tienen conexiones
eferentes y aferentes con la corteza prefrontal (Eichenbaum 2004; Ergorul y Eichenbaum 2004;
Eichenbaum 2017). Es por ello, que se emplearon tres pruebas diferentes para evaluar la memoria

episédica.

En nuestro resultados de conducta, los animales HFD+V solo presentaron cambios en la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso a corto plazo. Los animales HFD +S mejoraron el desempefio de esta
prueba, explorando por mas tiempo el objeto novedoso, sugiriendo que tenian mejor memoria al
recordar el objeto que habian explorado previamente e interesandose por el novedoso (Figura 13). En
la prueba de reconocimiento de objeto novedoso participa el hipocampo asi como de la corteza perirrinal
(Daselaar, Fleck, y Cabeza 2006). Sin embargo, en la misma prueba, pero a largo plazo utilizando las
mismas ratas, no se encontraron diferencias significativas entre los cuatro grupos. Es probable que este
resultado se deba a que como las ratas fueron las mismas que en la prueba de corto plazo, esta a su vez,
permitid que el objeto familiar, fuera adin mas familiar. Es posible especular que el mecanismos por el
cual la silimarina mejoré el desempefio en la prueba RON a corto plazo en los HFD, sea por neutralizacion

de las ERON, derivado del EO (Nencini, Giorgi, y Micheli 2007); por disminucion de citocinas
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proinflamatorias, al preservar las neuronas y/o al evitar la apoptosis de las neuronas. Sin embargo, se

requiere de mas analisis bioquimicos para confirmar estas hipétesis.

En las pruebas de objeto novedoso en contexto y laberinto acuatico de Morris, son pruebas que
dependen del hipocampo, del cortex parahipocampal, y cértex entorrinal. En nuestros experimentos, los
grupos experimentales no presentaron cambios en la conducta en ambas pruebas; y por tanto el
tratamiento de silimarina no presentd en este caso un efecto neuroprotector (Figuras 14 y 15). El trabajo
de Song et al. (2018) en el que utilizan un modelo de dafio cerebral ocasionado por el péptido beta
amiloide y trataron a las ratas Sprague Dawley dos dias después de la cirugia con silibina durante 20 dias.
Ellos demostraron diferencias en la conducta vy la silibina tuvo un efecto neuroprotector tanto en la
prueba de reconocimiento de objeto novedoso como en la prueba de laberinto acuatico de Morris
utilizando dosis de 50 y 100 mg/kg. En este mismo modelo, demostraron que el tratamiento con silibina
disminuye el nimero de células apoptéticas en el hipocampo. Del mismo modo, en el trabajo de P. Liu
et al. (2020) encontraron resultados similares en un modelo de deterioro cognitivo y de EO inducido por
la inyeccion cerebro ventricular de estreptozotocina en ratas Sprague-Dawley en las que administraron
silibina en tres dosis diferentes (25, 50 y 100 mg/kg) diariamente durante 30 dias. En sus resultados
observaron que mejoré el desempefio cognitivo evaluado en tres pruebas diferentes (laberinto en T,
reconocimiento de objeto novedoso y laberinto acuatico de Morris), cuando realizaron la tincion de HE
y de Nissl en la regién CA1 del hipocampo, mostraron que las neuronas piramidales de las ratas que
habian recibido la silibina estaban mas saludables y mejor preservadas; también mostraron que la silibina
disminuia la muerte neuronal por apoptosis. En otros estudios semejantes pero en ratones C57BL/6
alimentados con HFD durante 20 semanas con 42 % de grasa, se ha observado dafio en el hipocampo y
cuando administran el flavonoide luteolina (10 mg/Kg) mejora el desempefio en la prueba conductual
de laberinto acuatico de Morris (Y. Liu et al. 2014). Es probable que nuestro modelo de 14 semanas con
un porcentaje de 54% de grasa aun no fue suficiente para causar un dano cognitivo, que se viera reflejado
en un cambio de la conducta. Por lo tanto, se deben de probar otras condiciones aumentando las
semanas de exposicion a la HFD para inducir dafio cognitivo y también modificar el tiempo de exposicion

de silimarina para comprobar su efecto neuroprotector.
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El sobrepeso y la obesidad repercuten en la fisiologia del cerebro provocando el desarrollo de la
neuroinflamacion y del estrés oxidante, incrementan los niveles de citocinas proinflamatorias como
TNFa, IL-1P e IL-6 esto afecta la plasticidad sindptica del hipocampo, disminuye la expresién de BDNF y
conduce a la atrofia neuronal (Y. Liu et al., 2014). Previamente se ha demostrado que incrementa la
produccion de ROS en ratones macho de la cepa C57B1/6 después de 28 semanas de HFD (45% grasa)
(Freeman et al. 2013). También se ha mostrado que el incremento del tejido adiposo reduce la actividad

de enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GPx en hipocampo (Y. Liu et al. 2014).

En nuestro proyecto para conocer el balance REDOX del cerebro por el probable dafio derivado de la
obesidad, evaluamos el nivel de peroxidacion lipidica en la corteza prefrontal y en el hipocampo,
evaluadas por ser las responsables del aprendizaje y la memoria, no encontramos diferencias
significativas entre los grupos, aunque esperdbamos que el grupo HFD presentard niveles mas altos de
peroxidacién como consecuencia del EO (Figura 16). Cuando medimos la actividad de enzimas
antioxidantes, encontramos que hay mayor actividad de la catalasa en la corteza prefrontal del grupo
HFD que recibid el tratamiento de silimarina comparado con los tres grupos restantes (Figura 17).
También encontramos un incremento en la actividad de la enzima glutatién transferasa en el hipocampo
en este caso de los grupos HFD+V y HFD+S, aunque esperdbamos que la actividad de estas enzimas
antioxidantes estuviese reducida en el grupo HFD como reflejo del dafio oxidante (Figura 18). Avila-Nava
et al. (2017) en un modelo de dieta alta en grasa y sucrosa en ratas Sprague Dawley durante 24 semanas
mostraron que incrementa la peroxidacién lipidica al incrementar el MDA en el cerebro y disminuye la

memoria evaluada en el laberinto en T.

Nuestros resultados en conjunto demuestran que las ratas alimentadas con la HFD desde la semana
cuatro presentaron un mayor peso corporal, esta dieta favorecié la acumulacién de tejido adiposo
blanco. El tratamiento de silimarina no modifico el peso corporal de los animales alimentados con HFD,
pero modula el metabolismo periférico de la glucosa al disminuir los niveles de esta en sangre. En los
tiempos evaluados, la HFD solo modificé la conducta en la prueba de reconocimiento de objeto
novedoso a corto plazo. A las 14 semanas de HFD aun no hay un dafio significativo de EO reflejado en el

cerebro, ya que solo se observaron cambios en el incremento la actividad de la catalasa y de la glutation
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S transferasa. Sin embargo, no se descarta el efecto neuroprotector de la silimarina ya que en otros

reportes se ha demostrado sus propiedades antioxidantes en el cerebro.
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9. Conclusiones

El tratamiento de silimarina no disminuyd el peso corporal de los animales HFD.

El grupo de ratas HFD presentd concentraciones de la glucosa en sangre significativamente mayores al
ser comprado con el grupo control. El tratamiento de silimarina solo disminuyd significativamente este

incremento al minuto 15.

La memoria en el grupo HFD solo se observé afectada en la prueba RON a corto plazo, y la silimarina

mejord el desempefio de la prueba en el grupo HFD+S.

En general el grupo HFD no mostré indicios de EO en la corteza prefrontal ni en el hipocampo, al no

observar cambios en la peroxidacidn lipidica ni en la actividad de las enzimas antioxidantes.

10. Perspectivas

En nuestra investigacion esperdbamos poder evaluar el efecto benéfico de la silimarina en un modelo de
dafio derivado de la HFD, en el metabolismo de glucosa y en las funciones cognitivas. Sin embargo, el
modelo por si mismo no presentd los dafios que esperdbamos encontrar segln con lo reportado en la
literatura. Si bien, si se observé dano en la periferia en el metabolismo de la glucosa no encontramos
dano en el SNC, al menos no reflejado en la memoria que depende de informacidn espacial y del contexto
a través de las pruebas de conducta seleccionadas, ni en el EO al evaluar la peroxidacién lipidica y la
actividad de enzimas antioxidantes. Por lo anterior, es necesario comprender con analisis mas sutiles o
mas sensibles los cambios en la fisiologia del SNC particularmente en las regiones del hipocampo y en
las cortezas (entorrinal, perirrinal, parahipocampal y prefrontal), a través de evaluar microgliosis, medir
citocinas proinflamatoria, produccion de ROS, medir produccién de los factores de crecimiento (BDNG y
NGF), identificar si hay células apoptéticas. Si bien nuestro modelo de induccién de dafio por HFD fue en
ratas jovenes, podriamos considerar evaluar el efecto neuroprotector de la silimarina en ratas HFD
envejecidas y quizas incrementar los tiempos de exposicion al tratamiento. Por otra parte, cabe destacar
gue la silimarina actud positivamente en el metabolismo de la glucosa al controlar la glicemia al menos
en el minuto 15, por lo que abre un darea interesante de estudio al comprender con mas detalle este

efecto y realizar la prueba de tolerancia a la insulina y conocer mejor el mecanismo.
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