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Resumen

Los malos habitos alimenticios han aumentado la presencia de enfermedades
relacionadas con la dieta, entre estas, las enfermedades neurodegenerativas.
Dichas enfermedades, representan un problema econdémico, social y de salud ya
que son incapacitantes, por lo que la basqueda de tratamientos accesibles y
eficientes es una tarea esencial. Durante mucho tiempo, se ha considerado al
romero como “la planta de los recuerdos” en diversas culturas, y en México se ha

utilizado desde hace tiempo como parte de la medicina tradicional.

El presente trabajo evalu6 el consumo de romero para revertir los efectos negativos
gue genera una dieta alta en grasas sobre la memoria de reconocimiento de objetos.
Se generd un modelo murino de deterioro cognitivo a partir del consumo de dieta
rica en grasas. Posteriormente se establecieron dos grupos de ratones macho
C57BL/6 alimentados durante 2 meses uno con dieta estandar para roedores y otro
con dieta hipercaldrica alta en grasas (60% calorias provenientes de grasas). Al
inicio del tercer mes, a la mitad de cada grupo se les adiciond hoja de romero
pulverizada en la dieta (0.25 g de romero/100 g de alimento) durante un mes, con
la finalidad de que consumieran alrededor de 0.286 mg/g de peso corporal/dia. La
dieta rica en grasas genero hiperglucemia, hiperlipidemia y mayores depdsitos de
grasa epididimal sin aumento de peso corporal, ademas de dafio en la memoria de
reconocimiento de objetos a largo plazo. EI consumo de hoja de romero pulverizada
produjo una disminucién de la glucosa en sangre y de depdsitos de grasa epididimal,
asi como una mejora en la memoria de reconocimiento de objetos de los ratones
alimentados con dieta grasa. Estos resultados sugieren que el romero podria ser
usado para el tratamiento de deterioro cognitivo causado por exposicion a dietas

altas en grasa.



Abstract

Unhealthy eating habits have led to an increase in diseases related to diet, which
include certain neurodegenerative disorders. Neurodegenerative disorders place an
enormous economic, social, and public strain on the patients and their families, since
many cases lead patients to become physically incapacitated. As a result, it is
necessary to develop novel treatment strategies, with a focus on accessibility and
efficiency. For a long time, rosemary has been considered by many ancient cultures
as “the plant of memories”, and has been used in traditional medicine in Mexico. The
present work is geared towards evaluating the ability of rosemary to alleviate the

adverse effects born from high-fat diet consume on recognition memory.

A murine model of cognitive impairment was generated based on a high-fat
consumption diet. Subsequently, two experimental groups of C57BL/6 mice were
established, where one was fed a standard mice chow, and the other with an
isocaloric and isoproteic high-fat diet (60% of all calories originate from fat-based
foods) for two months. At the end of the second month, rosemary leaf powder was
added to the food (0.25 g/100 g) of half of the experimental cohort, persisting with
this new diet for another month, giving each mouse 0.286 mg of rosemary for every
1 gram of food each day. High-fat diets led to hyperglycemia, hyperlipidemia, and
greater amounts of epidermal fat deposits that do not affect the overall body weight.
Furthermore, high-fat diets demonstrated long-term recognition memory impairment.
The consumption of rosemary leaf powder yielded a hypoglycemic effect, as well as
diminishing the amount of epidermal fat deposits. Additionally, rosemary
consumption improved object recognition memory as compared to the purely high-
fat diet group. These findings suggest that rosemary could potentially be used to

treat cognitive impairment due to a high-fat diet.



Introduccién

Aprendizaje y memoria

El aprendizaje se define como la capacidad de adquirir un conocimiento o habilidad,
mientras que la memoria se define como la capacidad de codificar, retener y
recuperar dicha informacion (Kandel et al., 2021).Tanto el aprendizaje como la
memoria son herramientas evolutivas sumamente Utiles que compartimos casi
todos los miembros del reino animal. Algunos corvidos, por ejemplo, recolectan
semillas a lo largo del afio y al llegar el invierno, deben recordar donde las
almacenaron para poder alimentarse, lo que les otorga cierta ventaja para
sobrevivir (Purves et al., 2018). El aprendizaje y la memoria son herramientas
sumamente Utiles para la vida, tanto en animales no humanos como en humanos y

cuya perturbacién podria generarle graves consecuencias para su supervivencia.

Clasificacion de la memoria

Existe una gran variedad de tipos de aprendizaje y memoria, cada uno con
mecanismos propios que se apoyan en sistemas cerebrales especificos (Kandel et
al., 2021). En humanos se han distinguido dos grandes grupos de memoria: La
memoria declarativa, aquella que puede ser consciente como hechos, eventos o el
significado de las palabras; y la memoria no declarativa, aquella que no es
consciente como habilidades motrices, asociaciones, condicionamiento clasico o
habilidades cognitivas (Bear et al., 2016). Sin embargo, esto es dificil de extrapolar
a otros animales. Algunos investigadores utilizan similitudes en los procesos de
memoria para la clasificacion; por ejemplo, la memoria declarativa depende del
I6bulo temporal medial y de informacién cuya evocacion pudiera ser consciente,
mientras que la no declarativa no involucra al I6bulo temporal medial y la informacion
se asemeja a aquella en la que el sujeto no es consciente de su evocacion (Purves
et al., 2018).



La temporalidad también es un factor importante para la clasificacién de la memoria.
Aungque aun se debate, basicamente existen tres clases de memoria: la memoria
inmediata, aquella que se mantiene durante un segundo o menos, la memoria de
corto plazo, aquella que se mantiene durante unos segundos hasta minutos.
Algunos autores identifican a la memoria de trabajo dentro de esta categoria, sin
embargo, otros autores mencionan que, a diferencia de la memoria a corto plazo, la
memoria de trabajo requiere de cierta cantidad de ensayos y es muy limitada (Bear
etal., 2016; Kandel et al., 2021; Purves et al., 2018). Por ultimo, la memoria de largo
plazo. Este tipo de memoria puede durar dias, semanas o incluso toda la vida y
ocurre cuando por medio de procesos de consolidacion, la memoria de corto plazo
pasa a la memoria de largo plazo, formando lo que se conoce como engrama o trazo
de memoria (Purves et al., 2018). En el presente trabajo abordaremos
especialmente la memoria declarativa a largo plazo a través de la memoria de

reconocimiento de objetos.

Memoria de reconocimiento de objetos (MRO)

La memoria de reconocimiento nos permite discriminar un estimulo novedoso de
uno familiar (Rossato et al., 2007). Cuando existe un dafio en el l6bulo temporal
medial (LTM) ya sea por lesidén o alguna enfermedad neurodegenerativa, la memoria
de reconocimientos disminuye o se pierde (Scoville & Milner, 1957; Winters et al.,
2008), por lo que evaluar la capacidad de discriminar un objeto novedoso de uno
familiar se ha convertido en una herramienta Gtil para valorar el estado de estas

estructuras (Baxter, 2010).

Tanto humanos como el resto de los animales, presentan una gran curiosidad por
la novedad (Berlyne, 1950). En roedores, aprovechando la curiosidad de estos por
explorar mas tiempo los objetos novedosos que los familiares, Ennaceur y Delacour
propusieron un método para valorar la memoria declarativa de corto y largo plazo
por medio de la prueba de reconocimiento de objetos (PRO) (Ennaceur & Delacour,
1988). Aunque el método propuesto por Ennaceur y Delacour ha tenido distintas

variantes a través del tiempo (Antunes & Biala, 2012), basicamente se compone de



dos fases. La primera consta de la presentacién de un objeto con el cuél se va a
familiarizar, y la segunda es la presentacion de un objeto novedoso junto con el
familiar después de un periodo determinado. Este tipo de tarea es muy util para la
evaluacion de la memoria declarativa, ya que no requiere de un entrenamiento
previo, estimulos aversivos, comida, ni privacion de agua, se puede realizar en
espacios pequefios y utiliza la tendencia de los roedores a explorar los objetos

novedosos (Bevins & Besheer, 2006).

Anatomia de la memoria de reconocimiento de objetos

Como se mencion6 anteriormente, la memoria de reconocimiento depende de
distintas estructuras del |6bulo temporal medial. Aunque actualmente se sigue
debatiendo, diversos estudios indican que el hipocampo, la corteza insular y la
corteza perirrinal son importantes para la formacién de la MRO (Tanimizu et al.,
2018). Mientras que el hipocampo se encarga de la informacion contextual, la
corteza insular y perirrinal se encargan de consolidar la informacioén del objeto
familiar (Balderas etal., 2008). En el presente trabajo, nos enfocaremos
principalmente en el &rea de la corteza perirrinal, ya que se ha demostrado que tiene

una mayor relevancia para la MRO (Winters et al., 2008).

Dieta y salud

Nuestro genoma, adaptado a una dieta basada en caza y recoleccion (Eaton &
Konner, 1985), sufrié una discordancia evolutiva cuando el Homo sapiens desarrollo
la agricultura y la ganaderia, manifestandose como un aumento en las
enfermedades relacionadas con la alimentacion (Cordain et al., 2005), aumento que
se intensificd con la aparicion de la revolucion industrial (Eaton et al., 1988). Aunado
a esto, el facil acceso a alimentos densamente energéticos ha disminuido la edad
en la que las enfermedades relacionadas con la dieta aparecen (Trevifio et al.,
2017).



Dieta paleolitica y disrupcion evolutiva

La especie humana es relativamente nueva, apenas llevamos pisando el planeta
alrededor de 1.8 millones de afios (Valdebenito, 2007) y aln mas reciente es
nuestro cambio de habitos alimenticios. Nuestros genes apenas han cambiado un
poco desde la aparicion de los primeros humanos modernos hace unos 40 mil afios,
por lo que practicamente nos seguimos constituyendo por un genoma adaptado a
una alimentacion que dependia completamente de la disponibilidad de comida que
hubiera en el medio (Eaton & Konner, 1985).

En un inicio, nuestra dieta se basaba en caza y recoleccion, sin embargo, hace
aproximadamente diez mil afios la manera de alimentarnos se modificé con la
llegada de la agricultura y la domesticacion de los animales (Cordain et al., 2005) y
cambi6 aln mas gracias a la revolucién industrial hace aproximadamente 200 afios
(Eaton et al.,, 1988). Con este cambio abrupto, nuestro genoma adaptado a la
alimentacion paleolitica de caza y recoleccién sufre una discordancia evolutiva que
se manifiesta como un aumento de morbilidades relacionadas con la dieta en los
individuos (Cordain et al., 2005).

En sociedades cuyos hébitos alimenticios siguen siendo en su mayoria de caza y
recoleccion, es posible ver como las enfermedades ligadas a la dieta son casi
inexistentes (Eaton & Konner, 1985). De hecho, estas poblaciones presentan una
salud metabdlica muy buena (Pontzer et al., 2018). Haciendo de lado la mortalidad
por violencia y enfermedades por infecciones, estas sociedades tienen una
expectativa de vida similar a la de sociedades industrializadas (McCauley, 2018;
Pontzer et al., 2018).

Aunque el tipo de dieta en muchas sociedades recolectoras y cazadoras (modernas
y antiguas) varia mucho dependiendo de la regién, existen caracteristicas generales
gue nos pueden ayudar a comprender como es que el estilo de vida moderno de las
sociedades industrializadas nos predispone a presentar diversas patologias
relacionadas a la alimentacion. Ejemplo de ello son: la modificacion de la carga

glucémica, la composicion de acidos grasos, composicién y densidad de macro y



micronutrientes, el balance &cido- base, el consumo de sodio y potasio y el consumo
de fibra (Cordain et al., 2005).

Si bien la cantidad del consumo de grasas aumenté de manera considerable con la
occidentalizacion de muchas culturas, el cambio mas importante radica en la
composicion de los tipos de grasas que se consumen (Cordain et al., 2005). Las
dietas modernas occidentales tienden a tener una alta proporciébn de grasas
saturadas y trans, muy relacionadas con diversos dafios a la salud (Trumbo et al.,
2002).

Efectos de la dieta grasa sobre la memoria

El consumo de dietas ricas en grasas influye en muchos aspectos de la salud. Se
relaciona con la propension de enfermedades cardiacas, diabetes, obesidad, cancer
y sindrome metabdlico, entre otros padecimientos (Nguyen et al., 2014). Asi mismo,
existe una abundante evidencia de que el consumo de dietas ricas en grasa pueden
generar alteraciones cognitivas, la aparicién clinica de deterioro cognitivo leve en
poblaciones no demenciales, aumento en la propension de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA), e incluso en modelos
animales se ha visto un deterioro en la memoria desde el primer dia de consumo de
una dieta rica en grasas (Cordner & Tamashiro, 2015; Eskelinen et al., 2008;
McLean et al., 2018). En poblaciones de edad avanzada, tanto en humanos como
en modelos animales, la deficiencia cognitiva, aunque no siempre se presenta, es
un fendmeno comun (Murman, 2015), fendmeno que es exacerbado por la influencia

de dietas altas en grasa (Kesby et al., 2015).

Actualmente existe una creciente preocupacion, ya que el facil acceso a alimentos
ricos en carbohidratos y grasas saturadas han disminuido la edad en la que las
enfermedades asociadas con dietas hipercaléricas emergen (<30 afios) (Trevifio
et al.,, 2017), aunado a esto de acuerdo con el reporte de la carga global de la
enfermedad, los aflos que vive una persona con demencia son mayores a los que

representan enfermedades como cancer o enfermedades cardiovasculares, lo que



conlleva un impacto econdémico mayor (Mathers et al., 2008). A nivel mundial,
implica cerca de 604 billones de dolares (ADI, 2013), el equivalente a la mitad del
producto interno bruto de México (Geografia (INEGI), 2021), por lo que el estudio

de métodos preventivos y tratamientos mas eficientes son de vital importancia.

Aunqgue se ha puesto mucho empefio en el estudio de la influencia de la dieta sobre
la memoria, el entendimiento de esta relacion resulta bastante complicado ya que
el buen funcionamiento de la memoria y el impacto que la dieta pueda tener
depende de infinidad de variables como la edad, la dieta, el tiempo de exposicion a
la dieta, el fenotipo o el método de evaluacion (Cordner & Tamashiro, 2015). Incluso,
las afectaciones en la memoria podrian deberse a consecuencias secundarias de
otro tipo de alteraciones, como la ansiedad (Yang et al., 2015), la depresion (Perini
et al., 2019) o el estrés (Yuen et al., 2012), ya que se ha visto que las dietas altas
en grasa generan alteraciones en el estado de animo y aumentan el estrés (Dutheil
et al., 2016; Vagena et al., 2019; Vidal et al., 2018). Asi mismo, los dafios son muy
diversos pues no todos los aspectos cognitivos se afectan de la misma manera
(Cordner & Tamashiro, 2015).

A pesar de que el consumo de dietas ricas en grasa afecta varios tipos de memoria
que implican diversas estructuras cerebrales, la evidencia sobre la memoria de
reconocimiento de objetos, dependiente del LMT, es poca y en ocasiones
contrastante. Se ha visto que una dieta rica en grasas (60% de la energia aportado
por la grasa) administrada por una y tres semanas (Kaczmarczyk et al., 2013), dos,
tres, cuatro (Carey et al., 2014) y hasta 12 meses ocasionaba dafo en la tarea de
reconocimiento de objetos en ratones C57BL/6 (Knight et al., 2014). Por otro lado,
en otros estudios no se han encontrado dafio cognitivo tras administrar durante 12
semanas una dieta con 60% grasa a ratones C57BL/6 (Lavin et al., 2011) ni a las
22 semanas (Heyward etal., 2012). Estas diferencias contrastantes pueden
deberse a la naturaleza del protocolo, ya que se ha visto que el desempefio en
tareas cognitivas depende de la hora a la cual se realice el ensayo (Duran et al.,

2011). En este trabajo, nuestro modelo se basé en una dieta en la cual el 60% del



aporte calorico provino de las grasas administrado durante tres semanas y la tarea

fue realizada en los horarios de mayor actividad de los animales.

Los efectos que las dietas ricas en grasas tienen sobre el sistema nervioso son
variados. Se ha reportado que la resistencia a la insulina, la regulacion de la
glucosa, el estrés oxidativo, la disfuncion de la barrera hematoencefélica y la
neuroinflamacion son potenciales mecanismos por los cuales las dietas ricas en
grasa podrian estar afectando a la memoria (Arnold et al., 2014; Chang et al., 2014;
Morrison et al., 2010; Pistell et al., 2010). Por otro lado, hay mecanismos menos
estudiados que también podrian estar jugando un papel importante en los dafios
sobre la memoria como la desregulacién de las adipocinas (Morrison, 2009) y la
disminucion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Molteni et al.,
2002; Wu et al., 2003).

De las adipocinas que ejercen funciones sobre el sistema nervioso, la mas
estudiada ha sido la leptina. Aunque los efectos de la leptina para la regulacion del
apetito han sido bien descritos, también se han evidenciado funciones sobre la
cognicion y la plasticidad neuronal que aun no son bien entendidos (Paz-Filho,
2016). Los receptores de leptina tienen una amplia distribucion en el cerebro,
incluidas éareas relacionadas con el aprendizaje y la memoria como regiones
corticales e hipocampo (Huang et al., 1996; Morrison, 2009; Scott et al., 2009;
Shioda etal., 1998). En el desarrollo embrionario la leptina juega un papel
importante para la formacion del sistema nervioso (Paz-Filho, 2016; Rajagopalan
et al., 2013). Asi también, la leptina se ha visto implicada en los cambios plasticos
dentro del hipotalamo (Bouret et al., 2004; Morrison, 2009). Actualmente se sabe
gue la leptina tiene un papel importante en la regulacién de la plasticidad neuronal
dentro del hipocampo a través de la activacion sinaptica de los receptores NMDA
por la via de sefalizacion MAPK (O’Malley et al., 2007), aunque también podria
tener un papel regulador de la plasticidad por medio de las vias de sefalizacion
JACK2-STAT3, PTEN, PI3K, ERK y CaMKII (Forny-Germano et al., 2018).

En enfermedades neurodegenerativas, se ha visto que la leptina también juega un

papel importante. En modelos de la enfermedad de Alzheimer se ha visto una



disminucién del receptor de leptina en el hipocampo asi como un aumento en los
niveles de leptina en la misma estructura (Forny-Germano et al., 2018). De manera
similar una dieta rica en grasas tiende a generar resistencia a la leptina, si bien adn
no se tiene claro el cémo, los niveles de triglicéridos parecen jugar un papel
importante. Los triglicéridos dafian el transporte de la leptina a través de la barrera
hematoencefalica, lo que disminuye los niveles de leptina en el cerebro (Banks
et al., 2004).

Recientemente se ha establecido una relacion directa entre la leptina y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). En un trabajo realizado por Wang y
colaboradores, se observo que un tratamiento con leptina aumentoé la inervacion
simpatica en tejido adiposo, asi como los niveles de mRNA BDNF a pesar de que
no se encontraran receptores de leptina (LepR), lo que sugeria una via indirecta de
la accion de la leptina sobre la expresion de BDNF (Wang et al., 2020). Por otro
lado, Li y colaboradores identificaron que la isoforma del receptor de leptina
(LeprRb) activa a AKT que a su vez fosforila a P300 HAT, esta modifica a las
histonas en promotores especificos para BDNF lo que promueve la remodelacion

de la cromatina y asi la trascripcion de BDNF (Li et al., 2020).

El romero (Rosmarinus officinalis) y su potencial terapéutico
El uso tradicional de plantas medicinales

Asi como una dieta hipercalérica puede generar deterioro cognitivo, el llevar una
dieta balanceada y agregar ciertos componentes a la dieta como algunas plantas,
puede revertir dicho deterioro, prevenir e incluso mejorar algunos aspectos

cognitivos (Sun et al., 2008).

El uso de plantas con fines terapéuticos para el tratamiento de diversas
enfermedades tiene un potencial parcialmente explorado (Dorado-Martinez, 2020).
La basqueda de propiedades terapéuticas de las plantas abre una puerta para la
generacion de farmacos mas eficientes, asi como mejores tratamientos que puedan

contrarrestar la crisis de salud que se vive actualmente (Nemecio, 2019). De
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acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS), cerca de un 75% de la
poblacidn utiliza plantas como principal medio para mantener la salud (Govea-Salas
et al., 2017), por lo que la investigacion para generar nuevos y mejores tratamientos
a base de recursos vegetales es indispensable para poder implementarlos a nivel
clinico en pro de la salud y el bienestar colectivo.

La medicina tradicional a base de plantas ha demostrado tener una gran eficacia
para el tratamiento de diversas enfermedades, de las cuales destacan las
demencias por su importancia econémica y social, ya que representan una de las
patologias mas incapacitantes en personas mayores a 60 afios (Mathers et al.,
2008). Un meta-analisis realizado en 2009, reportd que el uso de algunas plantas
usadas para el tratamiento de la demencia como Salvia officinalis, Melissa
officinalis, Prunus pérsica, entre otras usadas en la medicina herbal, tenian mayor
efecto que los placebos, asi como un efecto similar al uso de tratamientos
farmacoldgicos para diversos tipos de demencias y un menor nimero de efectos

adversos (May et al., 2009).

Diversos estudios se han enfocado en la familia de las lamiaceas como Salvia
officinalis (Salvia) Lavandula angustifolia y Salvia lavandulaefolia (Lavanda),
Melissa officinalis (Toronijil) y Rosmarinus officinalis (Romero) (Perry, 2007; Shinjyo
& Green, 2017). Analisis fitoquimicos han determinado que el compuesto con mayor
actividad biolégica que comparte esta familia es el acido carnédsico, siendo el romero

la especie que mas lo contiene (Birti¢ et al., 2015).

Uso medicinal del romero

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta perenne perteneciente a la familia
de las Lamiaceas originaria del mediterraneo. Ya desde la Grecia antigua,
Hipocrates, Galeno y Discérides utilizaron el romero para tratar problemas hepaticos
(Begum et al., 2013). A lo largo del tiempo también se ha usado en otras partes del
mundo para el tratamiento de padecimientos como el dolor de cabeza, el dolor

menstrual, cansancio, esguinces, moretones y problemas en la memoria (Begum et
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al., 2013). En México, el romero se usa de distintas maneras, dependiendo de la
region. En Oaxaca se utiliza principalmente post parto, en Hidalgo, Michoacan,
Morelos y Puebla sus usos son principalmente ginecolégicos, dermatologicos y
analgésicos, aunque también se usa para tratar enfermedades respiratorias y
problemas estomacales (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2021).

Fitoquimica del romero

Estudios fitoquimicos han identificado una gran variedad de componentes en el
romero que por si solos tienen un efecto biolégico sobre el sistema nervioso y que
en conjunto podrian estar generando un efecto sinérgico que aporte importantes
propiedades neuroprotectoras y potenciadoras de la memoria (Seyedemadi et al.,
2016). Los principales componentes con estas propiedades se encuentran en dos
grandes grupos: los acidos fendlicos, siendo el acido rosmarinico el mas abundante;
y los diterpenos fendlicos, siendo el acido carnésico y el canornosol a los que se les
atribuye la principal funcion neuroprotectora del romero (Sanchez-Camargo &
Herrero, 2017). Se ha visto que el &cido carndésico ejerce sus funciones
neuroprotectoras de diversas maneras ya que es capaz de activar mecanismos
antioxidantes propios de las células como la via Kip 1 / Nrf2 (Satoh et al., 2008),
estimular la produccién de catecolaminas (Xu etal., 2017) y la produccion de
factores neurotroficos (J. A. Park et al., 2008).

El romero como potenciador de la memoria

En la antigiiedad, los griegos y los romanos lo consideraron como un potenciador
de la memoria, tanto asi que fue llamada la planta de la remembranzay la fidelidad
(Begum et al., 2013) y en el siglo XVII, Gregorio Lépez menciona que “Aviva el
entendimiento y la memoria” (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2021). Cerca del 9% de los estudios realizados sobre la actividad biolégica del

romero se centra en su influencia sobre el sistema nervioso (Andrade et al., 2018).
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En condiciones no patoldgicas, se ha visto que tiene el potencial de mejorar ciertos
tipos de memoria, disminuir la ansiedad, mejorar la calidad del suefio y disminuir
cuadros de depresidn, tanto en estudios en humanos como en animales (Ferlemi
et al., 2015; Machado et al., 2012; Nematolahi et al., 2018).

En modelos animales, se ha visto que una dosis cronica de extracto de romero
administrada oralmente puede mejorar la memoria en la tarea de choque eléctrico,
reconocimiento de objetos y de presién de palanca (Farr et al., 2016). De manera
similar, se reporté que una dosis de 100 mg/kg de extracto de romero, tiene un
mayor efecto sobre tareas de memoria espacial dependientes de hipocampo
(Rasoolijazi et al., 2015). Incluso se ha podido observar que una sola dosis aguda
de romero, aplicada de manera oral, es capaz de mejorar la memoria a corto y largo
plazo en tareas de memoria declarativa y no declarativa respectivamente, si se

aplica en la fase de consolidacion (Zanella et al., 2012).

Estudios en humanos también han reportado el efecto potenciador de la memoria
del romero. Un estudio realizado con polvo de romero administrado oralmente en
estudiantes de 20-25 afios, observdO mejorias en la memoria prospectiva y
retrospectiva (Nematolahi et al., 2018). De igual manera, el consumo de hidrolato
de romero podria mejorar la memoria a largo plazo y el desempefio cognitivo en
tareas de memoria de trabajo (Moss et al., 2018). Este efecto, también se ha podido

observar inclusive inhalando los aceites esenciales del romero (Moss et al., 2003).

Los efectos neuroprotectores del romero

La constante busqueda de mejores tratamientos para prevenir y tratar
enfermedades nerviosas ha llevado a proponer al romero como un buen candidato
para este fin. Diversas investigaciones apuntan a que el romero ejerce un efecto
neuroprotector importante (Andrade et al., 2018; Habtemariam, 2016). Estudios in
vitro han reportado que el acido carndsico, uno de los componentes del romero con

mayor actividad bioldgica, ejerce un efecto neuroprotector contra el estrés oxidativo,
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la citotoxicidad (Satoh et al., 2008) y la disminucién de factor neuronal derivado del
cerebro (BDNF) (J. A. Park et al., 2008).

Se ha reportado que el extracto de romero evita procesos apoptoticos y el dafio por
estrés oxidativo en células dopaminérgicas in vitro (S.-E. Park et al., 2010). De igual
manera, estudios in vivo indican que el romero tiene efecto neuroprotector en
diversos modelos de enfermedades neurodegenerativas como de Alzheimer por
medio de inyeccion de B-amiloide en el hipocampo (Rasoolijazi etal., 2013),
deterioro cognitivo por medio de la administracion de escopolamina (Ozarowski
et al., 2013), asi como de insultos externos como isquemia cerebral (Seyedemadi
et al., 2016) y dafio en células dopaminérgicas generado por dietas altas en grasa
(Xu et al., 2017).

El romero como tratamiento de deterioro cognitivo

Actualmente existe poca informacién sobre los efectos del romero en patologias ya
establecidas. La mayoria de los estudios clinicos han evaluado su efecto en
personas sanas (Shinjyo & Green, 2017), y su potencial terapéutico para el
tratamiento de demencias como el Alzheimer y el Parkinson, derivan de estudios
donde se establece su efecto neuroprotector en modelos donde aun no se presenta
el deterioro cognitivo (Habtemariam, 2016; Hussain et al., 2022; Shinjyo & Green,
2017). Sin embargo, un estudio en el que se evalug el efecto de la aromaterapia en
pacientes con Alzheimer, demencia vascular y lesiones cerebrovasculares, incluyé
dentro de los aceites esenciales que probd, una mezcla de romero y limén. En este
estudio se observo una mejoria en “Touch Panel-type Dementia Assessment Scale”
(TDAS) en la escala “Gottfries-Brane-Steen” (Jimbo et al., 2009). Por otro lado,
Pengelly et al. Evaluaron la capacidad del polvo de romero para mejorar la
capacidad cognitiva en adultos mayores que, aunque el deterioro cognitivo no es
una caracteristica forzosa, es muy frecuente en adultos mayores (Pengelly et al.,
2011). Ellos observaron que la administracion de 750 mg diaria de polvo de romero
mejord el desempefio en “la velocidad de la memoria”, parametro que indica el

tiempo que toma en recuperarse la memoria de trabajo y la memoria episddica,
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mientras que una dosis alta de 6000 mg tenia efectos negativos sobre esta. En el
presente trabajo, nos centramos en revertir el deterioro cognitivo ya establecido mas

gue en un enfoque preventivo.

Efectos del romero sobre el metabolismo

El romero se ha usado en la medicina tradicional y moderna para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas (Hassani et al., 2016). Sin embargo, pocos estudios han
investigado su efecto sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Andrade
et al.,, 2018). Se ha observado que el romero evita el sobre peso en animales
alimentados con dietas ricas en grasa, asi como la ganancia de grasa visceral
(Harach etal., 2010; Ibarra etal, 2011), la hipertrigliceridemia y Ila
hipercolesterolemia (Romo Vaquero etal, 2012). Ninomiya et al. (2004)
demostraron que el acido carnésico y el carnosol inhibieron la accién de la lipasa
pancreatica, importante para la absorcibn de grasas en el sistema digestivo.
Posteriormente, Romo et al. (2012) describe la misma accion del extracto de romero
sobre la lipasa pancreatica, por lo que los efectos antiobesogénicos del romero se
han atribuido a su potencial para inhibir la absorciéon de lipidos. Sin embargo,
Takahashi et al. (2009) observaron que el &cido carndsico y el carnosol tienen la
capacidad de inhibir la diferenciacion de adipocitos por medio de la activacion de

genes reguladores de la expresion del glutation.

Ademas de sus efectos sobre el metabolismo de los lipidos, se ha descrito que el
romero ejerce influencia sobre el metabolismo de la glucosa. Compuestos del
romero como el acido carndsico y el carnosol activan el receptor PPARy (Rau et al.,
2006) asociado con mejorar la sensibilidad a la insulina, asi como la activacion de

genes del metabolismo de la glucosa y grasas (Harach et al., 2010).
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Planteamiento del problema

En los paises que forman parte de la organizacion para la economia, desarrollo y
cooperacion (OECD por sus siglas en inglés), el 60% de la poblacion adulta y una
de cada cuatro presenta obesidad, siendo México uno de los paises con mayor
indice de obesidad, teniendo el 73% de su poblacion con sobrepeso solo por debajo
de Estados Unidos (OECD, 2020). Esto debido a la vida sedentaria y el facil acceso

a alimentos ricos en grasas saturadas (Trevifio et al., 2017).

México tiene una alta incidencia de enfermedades demenciales como el Alzheimer
gue, aungque no sean claras las causas que generan o detonan esta enfermedad,
se sabe que una mala dieta aumenta la presencia de morbilidades metabdlicas que
pueden llevar a enfermedades demenciales (Cordner & Tamashiro, 2015). En
México, personas con diabetes mellitus tipo 2 mayores de 65 afos, tienen el doble
de probabilidad de desarrollar algin tipo de demencia (Salinas et al., 2016). Aunado
a estos problemas, se suma el dificil acceso a la salud por parte de los sectores
econdémicamente mas vulnerables, por lo que prima la necesidad de la investigacion
para generar mas y mejores herramientas que se puedan implementar en la

prevencion y tratamiento de estos padecimientos.

Hipotesis
El consumo de la hoja seca del romero (Rosmarinus officinalis) mitigara los efectos

de una dieta alta en grasa en la cognicién, hiperglucemia, la hiperlipidemia y

elevados depdsitos de grasa, en raton C57BI/6

Objetivo general

Evaluar la capacidad de la hoja de romero (Rosmarinus officinalis) en la mitigacién
del deterioro cognitivo, la hiperglucemia, hiperlipidemia y los depdsitos de grasa
corporal ocasionados por la administracion de una dieta alta en grasas, en raton
C57BL/6
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Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la hoja de romero en el deterioro cognitivo ocasionado
por la administracion de una dieta alta en grasas.

2. Evaluar el efecto del consumo de hoja de romero en la hiperglucémia,
hiperlipidemia y depdsitos de grasa corporal, ocasionados por la

administracion de una dieta alta en grasas.

Método

Modelo murino de deterioro cognitivo y tratamiento

Se estableci6 un modelo de deterioro cognitivo para la memoria a largo plazo
utilizando la tarea de reconocimiento de objetos. Se emplearon ratones C57BL/6
machos de tres meses de edad, los cuales fueron alojados en cajas de acrilico de
19 cm X 29 cm X 12 cm, con cama de aserrin. Se mantuvieron bajo un fotoperiodo
invertido 12:12 h luz-oscuridad. Antes de iniciar el experimento los ratones fueron
alimentados con nutricubos purina. Iniciando el experimento, a un grupo se le
administro la dieta estandar de nutricubos purina con agua ad libitum (n=5), mientras
que al otro se le dio una dieta balanceada, para evitar la desnutricién, de la cual el
60% del aporte caldrico provino de la grasa (manteca de cerdo; Tabla 1), de igual
manera se les proporcioné agua ad libitum (n=5). La dieta fue disefiada a partir de

un analisis quimico proximal de la dieta nutricubos de purina (Tabla 1).

Se establecieron dos grupos, uno alimentado con dieta estandar (Std, n=5) y otro
con dieta alta en grasas (DG, n=5). Se realizé la prueba de reconocimiento
de objetos a los dos y tres meses de haber sido administrada la dieta para
establecer el tiempo en que se presenta dafio cognitivo. Asi mismo se evalué

si existia dafio en la memoria a corto (20 min) y largo plazo (24 h).
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Tabla 1. Contenido de la dieta

experimental alta en grasas

Componente % kcal/kg
Manteca de cerdo 315 2835
Caseina 10.85 434
L Metionina 0.19 8
Vitaminas AIN-93 0.47 19
Colina 0.07
Minerales  AIN-

1.65
93M
Celulosa 2.36
Nutricubos Purina  52.91 1667
TOTAL 100 4962

Una vez que se establecié que la DG generd deterioro cognitivo a los 3 meses de
haber sido administrada, se formaron dos grupos de ratones machos de 3 meses
de edad los cuales recibieron dos tipos de alimento: dieta grasa (n=16) y Std (n=17)

para roedores. A los dos meses de recibir las respectivas dietas, los ratones del
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grupo Std se dividieron en dos subgrupos: Dieta estandar (Std, n=8) y dieta estandar
mas romero (Std/Rom, n=9). De igual manera, el grupo DG se dividi6 en dos
subgrupos: dieta grasa (DG, n=11) y dieta grasa mas romero (DG/Rom, n=5) (Fig.
1). Se realizé una revision bibliografica para establecer la dosis de romero. Se tomé
como referencia los habitos de consumo reportados y distintas dosis de romero que
se han implementado (Bachmanov et al., 2002; Ferlemi et al., 2015; Solhi et al.,
2013). Posteriormente se determind el promedio de consumo diario de alimento por
raton para calcular la cantidad de romero que se adicionaria a la dieta para que los
animales consumieran aproximadamente 0.286 mg/g de peso corporal/dia, por lo
gue se agregaron 0.250 mg de hoja de romero en polvo por cada 100 g de alimento,
y se evaluo el consumo de la dieta con romero para asegurarnos de que el romero
se consumiera. La dieta con hojas de romero se administré durante un mes, dando
un total de tres meses desde el inicio del experimento. El romero fue obtenido en el
mercado “La Dalia” de la alcaldia Cuahutemoc de la Ciudad de México y fue

identificado en el herbario de la Facultad de Ciencias (Folio: 179053).

Todos los protocolos se hicieron bajo los criterios de la NOM-062-Z0O0-1999 y bajo
la aprobacion de la Comision de Etica Académica y Responsabilidad Cientifica
(CEARC) de la Facultad de Ciencias de la UNAM (folio: PI_2022_02_05).
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Prueba de reconocimiento de objetos

Después de 30 dias de haber sido administrada la hoja de romero se realiz6 la
prueba de reconocimiento de objetos en una arena de 32 cm de didmetro con una
altura de 38 cm de alto (Fig.1) de las 13:00 a 14:00 horas utilizando luz roja para no
perturbar el ciclo invertido. Los objetos a explorar fueron una pila cuadrada y una
pila cilindrica tipo D. La prueba se realizé con dos dias de habituacion en la arena
en el cual se dej6 explorar la arena durante 5 minutos a cada raton; un dia de
adquisicién de la memoria en la que se dejé a cada raton explorar dos objetos
iguales durante 5 minutos; y 24 horas después se realizd evocacion de la memoria
previamente adquirida por medio de la prueba de memoria de reconocimiento de
objetos en la que se dejé explorar a cada raton durante 5 minutos dos objetos, de
los cuales uno era idéntico al presentado en la prueba de adquisicion y el otro era

distinto (Fig. 2). Para el andlisis se utilizé el indice de reconocimiento, el cual se
P A . CAD . . . . .
obtuvo con la féormula IR = s siendo “A” el objeto del cual se analiza el indice de

exploracion. El conteo del tiempo de exploracién de cada objeto se contabilizé con
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un cronémetro manual. Unicamente se considerd exploracion si la nariz apuntaba

hacia el objeto y se descarto si el animal mordia la base o se subia al objeto.
Obtencion de muestras y analisis de muestras

Un dia después de la prueba de reconocimiento de objetos, los ratones fueron
privados de alimento y se les limpio la caja para eliminar restos de alimento dentro
de la cama de aserrin. Cuatro horas después, a través de una pequenfia incisién en
el extremo de la cola se obtuvieron muestras sanguineas para cuantificar la glucosa
basal con ayuda de un glucémetro Accu-Check Performa. Posteriormente fueron
anestesiados con pentobarbital (dosis i.p.). Una vez dormidos se pesaron, se
obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca con una jeringa heparinizada
y en seguida fueron perfundidos via cardiaca con paraformaldehido al 4 %. Después
de la perfusion, se extrajo el cerebro y se peso la grasa epididimal, ya que es un

tejido usado para medir los depdsitos de grasa visceral (Poret et al.,, 2018). La

Habituacion Adquisicion Evocacian

0 ¢ ¢

Luz roja

P Luz roja ~_

_—

48 h 24 h

Figura 2 Tarea de reconocimiento de objetos. Se dejo explorar 5 minutos durante dos dias sin objetos (habituacion), 24 h después se presentaron dos objetos
iguales y se dejo explorar durante 5 min (adquisicion); después de 24 h se presentaron dos objetos, uno idéntico al de la adquisicion y otro diferente y se dejé
explorar durante 5 min (Evocacion). La tarea se realizé en el momento del dia de mayor actividad del ratén, asi como con luz roja para mantener el periodo
de ciclo invertido.
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sangre se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min en microfuga para obtener plasma
sanguineo que se almacend en ultracongelador a -80°C hasta el dia de analisis de
las muestras. El colesterol y los triglicéridos plasmaticos se cuantificaron por método

enzimatico colorimétrico (Spinreact). Cada muestra se analizé por duplicado.

Andlisis del estrés, ansiedad y depresion

Para descartar que los resultados obtenidos en la prueba de reconocimiento de
objetos no se debiesen a la falta de motivacion por estrés, depresion o ansiedad, se
evaluo el tiempo de exploracion total, elrecorrido realizado, el tiempo cerca de los
extremos de la arena y el tiempo de inmovilidad. Se utilizé el software libre Fiji

ImageJ con el plugging AnimalTracker (Gulyas et al., 2016) (Fig. 3).

|4 (Fiji Is Just) ImageJ

Macros ’
File Edit Image Process Analyze e .
— | Shortcuts
Of8 c|o| /|« N Ala]w
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Scrolling tool b dd
crolling tool (or press space bar and drag) Now :

Compile and Run...

Install.... Ctrl+Mayus+M
Install Plugin...

3D Viewer

Analyze ’
BIJ ’
BigDataViewer ’
Bio-Formats k
Cluster ’

Color Inspector 3D
Examples ’

Figura 3 Fiji Image J con el plugging animal Tracker para la evaluacién conductual
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Analisis estadistico

Los datos se analizaron por medio de la prueba ANOVA de dos vias para poder
observar si existia una interaccién entre la dieta y el tratamiento. En el caso de la
variable “peso” se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis debido a la
naturaleza de los datos. Para analizar si existia una preferencia por los objetos en
la prueba de reconocimiento de objetos se utilizd la prueba t de Student contra una
media hipotética de 0.5. Se consideré como significativo una p<0.05. Los datos

fueron procesados con el programa R Studio y con la paqueteria tidyverse y car.

Se realiz6 el calculo de la “n” poblacional en grupos con valores medianamente
significativos para evaluar el punto en el cual las diferencias pudieran ser
significativas de acuerdo a la formula:

_ 8%(ZasZp)*
=—

Resultados
Obtencion del modelo

A los dos meses de ser administrada la dieta no se encontré diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo alimentado con dieta grasa en la
exploracion del objeto, asi mismo el grupo con dieta control mostr6 preferencia por
el objeto novedoso (t1=3.18, p<0.05) al igual que el grupo con dieta grasa (t=12.4,
p<0.01) de acuerdo con la comparacion contra la media hipotética de 0.5 (Fig. 4 A).
De igual manera, al evaluar la prueba de reconocimiento de objetos en la memoria
de corto plazo a los tres meses (Fig. 4 C), no hubo diferencia entre el grupo control
y el grupo alimentado con dieta grasa en el indice de reconocimiento del objeto
novedoso Yy tanto el grupo control (t=2.20, p<0.05) como el grupo alimentado con

dieta grasa (t=2.60, p<0.05) mostraron preferencia por el objeto novedoso. Por otro
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lado, a los tres meses de ser administrada la dieta, el grupo con dieta grasa fue

incapaz de reconocer el objeto familiar de acuerdo a la comparacion de la media

hipotética de 0.5 y hubo diferencia entre el indice de exploracion del objeto

novedoso entre el grupo control y el grupo alimentado con dieta grasa (t=3.61,

p<0.01) (Fig. 4 B).
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Figura 4 Evaluacion de la memoria a largo plazo (24 h) en la tarea de reconocimiento de objetos a los dos

meses de ser administrada la dieta (A). Evaluacién de la memoria a largo plazo (24 h) tarea de reconocimiento

de objetos a los tres meses de haber sido iniciada la dieta (B). Evaluacion de la memoria a corto plazo (20 min)

de la tarea de reconocimiento de objetos a los tres meses de haber sido iniciada la dieta (C) **P<0.01. Los datos

muestran media + SEM
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Grasa epididimal y peso corporal

Al término de la prueba no se observdé un aumento significativo de peso entre
ninguno de los grupos (Fig. 5 A). Sin embargo, la grasa epididimal (Fig. 5 B) se vio
aumentada en los grupos con dieta grasa. Hubo una diferencia entre las dietas (F
(1, 28) = 15.56, p <.001), pero no entre los tratamientos, asi como una interaccion
entre la dieta y el tratamiento (F (1, 28) = 10.99, p <0.01). Esta interaccion podria

indicar que el romero esta teniendo un efecto positivo sobre los niveles de grasa
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Figura 5 Parametros somatométricos de ratones C57BL/6. A) Peso corporal; B) grasa epididimal; grupo con
dieta estandar (Std); grupo con dieta estandar con romero (Std/Rom); grupo con dieta grasa (DG); grupo con
dieta grasa y romero (DG/Rom). Los datos muestran media + SEM. Se utilizo la prueba Kruskal-Wallis para la
variable peso (A) y ANOVA de dos vias con la prueba post hoc de Tukey HDS para grasa epididimal (B).
*P<0.05.
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Glucosa basal

Tras dos meses de haber sido administrada la dieta rica en grasas, mas un mes de
haber sido administrado un complemento de romero adicionado a la dieta tanto
control como alta en grasa, la prueba de ANOVA de dos vias no muestra un efecto
significativo por parte del tratamiento en los niveles de glucosa (Fig. 6 A),
Unicamente el efecto de la dieta es significativo (F (1, 27) = 14.23, p < .001). El
analisis PostHoc de Tukey permitié ver que el grupo DG difiere de los grupos Std
(p=0.01) y Std/Rom (p<0.01), sin embargo, el grupo DG/Rom no difiere ni del grupo
Std ni del grupo Std/Rom.

Triglicéridos

No hubo diferencias significativas entre ninguno de los grupos con respecto a los
niveles de triglicérido, aunque hay una tendencia a disminuir en el grupo con dieta
grasa y romero (Fig. 6 B). Sin embargo, se observa una pequefia significancia entre
las dietas (F (1, 18) = 4.95, p < 0.05).

Colesterol

La dieta rica en grasas aumenté los valores de colesterol tras haber sido
administrada durante tres meses (F (1, 20) =50.01, p <.001; Fig. 6C). Sin embargo,
no muestra diferencia entre los tratamientos ni muestra que haya una interaccion,
lo que indica que el romero no tuvo un efecto sobre los niveles de colesterol en

sangre.
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Figura 6 Quimica sanguinea en ratones C57BL/6. Glucosa (A), triglicéridos (B) y colesterol (C) plasmaticos.
Dieta estandar (Std); Dieta estandar con romero (Std/Rom); Dieta grasa (DG) y dieta grasa con romero
(DG/Rom). Se utilizé una prueba de ANOVA de dos vias y la prueba post hoc TukeyHSD. Los datos muestran
la media + SEM. *p<0.01, **p<0.001

27



Memoria de reconocimiento de objetos

El resultado en la PRO mostré que la administracion de hoja de romero durante un
mes evitd el deterioro inducido por la dieta rica en grasa en la memoria de
reconocimiento (Fig. 7). Se observaron diferencias en la dieta (F (1, 28) =6.24, p =
0.019), en el tratamiento (F (1, 28) = 13.04, p = 0.001) y se encontré una interaccion
entre la dieta y el tratamiento (F (1, 28) = 14.91, p < .001). La prueba post hoc de
Tukey HSD indic6 que el grupo DG mostré un menor indice de reconocimiento del
objeto novedoso que el grupo Std (p<0.01), Std/Rom (p<0.01) y DG/Rom (p<0.01).
Para evaluar la preferencia por el objeto novedoso se comparé el indice de
exploracion contra una media hipotética de 0.5. La prueba de t de Student mostro
que Unicamente el grupo DG fue el Unico que no mostré preferencia por el objeto

novedoso.

& Std
£ Std/Rom
3 DG
@ DG/Rom

r

Indice de reconocimiento

Figura 7 Prueba de memoria de reconocimiento de objetos (MRO). Dieta estandar (Std), dieta estandar con
romero (Std/Rom), dieta grasa (DG) y dieta grasa con romero (DG/Rom). Se realiz6 una prueba de ANOVA de
dos vias para evaluar el indice de exploracién del objeto novedoso (ON) entre los grupos y se usé una prueba
post hoc de Tukey HSD para evaluar el indice de exploracion de objetos novedoso entre los grupos. Se compard
una media hipotética de exploracion de 0.5 con el indice de exploracion del objeto familiar (OF) y el objeto

novedoso (ON) por medio de una prueba de t de Student. Los datos muestran la media + SEM. *P<0.01
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Para descartar que estos resultados no se debieran a una falta de motivacion por
parte del grupo DG/Rom, se analiz6 el tiempo de inmovilidad (Fig. 8 A), la distancia
recorrida (Fig. 8 B), el tiempo cerca de los extremos de la arena (Fig. 8 C) y el tiempo
total de exploracion (Fig. 8 D). No se encontraron diferencias entre ninguno de estos

parametros, por lo que los resultados no se deben a una falta de motivacién para

explorar.
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Figura 8 Se evalu6 el estado animico por medio de la inmovilidad (A), distancia recorrida (B), tiempo en los
extremos de la arena (C) y tiempo total de exploracion (D) durante la tarea de reconocimiento de objetos. La

media es representada con un “+” mientras que los bigotes representan los maximos y minimos.
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Discusion

En la medicina tradicional, el romero se ha utilizado para el tratamiento de
padecimientos del sistema nervioso (Heinrich et al., 2006). Diversos estudios han
demostrado que tanto el extracto de romero, como el consumo de la planta puede
potenciar la memoria (Hwang et al., 2016; Moss et al., 2018; Zanella et al., 2012) y
ejercer un efecto neuroprotector (Ozarowski et al., 2013; Seyedemadi et al., 2016).
En el presente trabajo se valoré la capacidad del consumo de la hoja de romero (=
0.286 mg/g peso corporal) para remediar los efectos negativos que una dieta alta
en grasas (60% del aporte cal6rico) ejerce sobre la memoria declarativa a largo

plazo, evaluada con la tarea de reconocimiento de objetos.

El romero no modificé los valores de grasa epididimal

Aungue se ha reportado que el romero tiene efectos sobre diversos parametros
metabdlicos (Avila-Sosa et al.,, 2011), la complementacién de una dieta rica en
grasas con hojas de romero no modifico la cantidad de grasa epididimal,
triglicéridos, colesterol ni glucosa basal. Sin embargo, la cantidad de grasa
epididimal del grupo alimentado con dieta grasa mas romero, no fue
estadisticamente diferente de los niveles del grupo control, a diferencia de los que
fueron alimentados con dieta grasa, por lo que es posible que el romero haya
evitado un aumento de la grasa epididimal, lo cual podria ser visible al aumentar la
muestra poblacional. Un estudio evalu6 la capacidad de diversos compuestos
bioactivos del romero para inhibir la diferenciacion de adipocitos en células 3T3-L1
de raton. De los compuestos que probaron, solo el acido carnésico y el carnosol
lograron inhibir la diferenciacion de los adipocitos a través de la regulacion de la
expresion de glutation (Takahashi et al., 2009). De manera similar, se ha visto que
el &cido carndosico evita el aumento de grasa visceral en ratones después de haber
sido administrado oralmente (5-20 mg/kg/dia) durante 14 dias (Ninomiya et al.,

2004). Estudios in vitro indican el extracto de romero (100 ug/ml) rico en acido
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carndsico (20%) inhibe la accion de la lipasa pancreatica, muy similar al efecto que
tienen medicamentos antiobesogénicos como el orlistat (0.001 pug/ml) por lo que la
accion antiobesogénica podria ser generada gracias a la falta de absorcion de
grasas (lbarra et al., 2011). Sin embargo, nuestros resultados indican que una dosis
de 0.286 mg de hoja de romero /g de peso corporal administrada durante un mes,
no es suficiente como para disminuir significativamente los valores de grasa
epididimal. No obstante, la interaccion resultante de la prueba ANOVA de dos vias
entre la dieta y el tratamiento, podria indicar que se requiere de una muestra
poblacional mayor para que se pueda observar una diferencia significativa entre el
grupo DG/Rom y DG, ya que el grupo DG/Rom no muestra una diferencia con los
grupos Std y Std/Rom. De acuerdo con un analisis estadistico posterior (ver en
métodos), el valor de la muestra poblacional adecuada para observar diferencias
seria de n=7. Es importante considerar que nuestro tratamiento fue incorporado
después de dos meses de haber sido administrada la dieta grasa. Los estudios
realizados para evaluar la accién antiobesogénica del romero indican su accion para
evita la formacién de tejido adiposo, sin embargo, hacen falta estudios para
determinar su influencia sobre tejido adiposo ya formado.

La dieta alta en grasas no modificé el peso corporal

Aungue en la mayoria de los trabajos realizados con dietas altas en grasa se
observe un aumento de peso corporal (Carey et al., 2014; Kaczmarczyk et al., 2013;
Knight et al., 2014), resulta interesante que a pesar de haber un mayor depdésito de
grasa epididimal en el grupo DG, no encontramos diferencias en el peso entre
ninguno de los grupos. Estos resultados son similares a los de (Boozer et al., 1995)
y de (Smith et al., 1998). Ellos reportaron que el consumo de una dieta isocaldrica
ocasionaba un incremento en la grasa visceral sin aumento del peso corporal. De
igual manera, Diaz-RuUa et al. (2014) describieron que, bajo una dieta alta en grasa
isocaldrica desbalanceada, aumentaba la acumulacion de adiposidad, higado graso
y resistencia a la insulina, pero no ocasionaba aumento del peso (Diaz-Rua et al.,

2014). Se ha descrito que individuos con este tipo de fenotipo (“delgado por fuera,
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gordo por dentro”) tienen un mayor riesgo de enfermedades metabdlicas pese a no
presentar sobrepeso (Thomas et al., 2012). Nosotros no encontramos diferencias
en el peso corporal al administrar una dieta isocalorica alta en grasa y balanceada,
pero si en los depdsitos de grasa epididimal, lo cual concuerda con lo reportado por
Smith et al. (1998), Boozer et al. (1995) y Diaz et al.(2014).

El romero no modificé los valores de triglicéridos ni de colesterol

Aunque no se ve un aumento estadisticamente significativo de los triglicéridos por
parte de la dieta AG, si se observa un aumento en los niveles de colesterol. Sin
embargo, la administracion de hoja de romero como complemento en la dieta rica

en grasas no disminuyo los valores de colesterol en sangre.

Diversos estudios reportan que el romero y sus componentes son capaces de evitar
la hipercolesterolemia (Afonso et al., 2013; Ibarra et al., 2011; Romo Vaquero et al.,
2012). En un estudio con extracto de romero (500 mg/kg/dia), se observé una
disminucién de los niveles de colesterol en sangre en ratones C57BL/6J
alimentados con dieta grasa durante 16 semanas (Ibarra etal., 2011). Nuestro
tratamiento se realizé con hoja seca de romero con una dosis aproximada de 0.286
mg/g durante treinta dias, por lo que es posible que la dosis en tiempo y cantidad
no hayan sido suficientes como para observar efectos sobre el colesterol. La
cantidad de metabolitos que contiene el romero, esta en funcién de su entorno
fisiogréfico (Flores-Villa et al., 2020), por lo que se requiere de futuros ensayos para
determinar la composicion de acido carndsico y carnosol, ya que son los
componentes con mayor actividad sobre los niveles de colesterol (Ninomiya et al.,
2004). En el presente trabajo se tenia planeada la determinacion del contenido de
estos componentes en las hojas de romero empleadas, pero debido a las

restricciones por la pandemia no se pudo llevar a cabo.
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El romero no modifico los valores de glucosa basal.

En un estudio in vitro se observo el efecto sobre los niveles de glucosa del acido
rosmarinico, carnosol, &cido carnésico y otros compuestos fendlicos del romero a
través de la activacion de PPARy (Rau et al., 2006). De manera similar, un estudio
realizado con un modelo de diabetes en conejos, reporté que una dosis de 200
mg/kg administrado oralmente impidié la hiperglucemia a las dos horas de ser
ingerido. Sin embargo, en el mismo estudio, una dosis de 50 mg/kg no tuvo efecto
sobre los niveles de glucemia en sangre (Bakirel et al., 2008). Con una dosis de
aproximadamente 0.286 mg de hoja de romero /g de peso corporal, encontramos
un efecto antihiperglucemiante, pues el grupo con dieta grasa y romero no presento
diferencia significativa con los grupos control, como ocurrié con el grupo con solo
dieta grasa. Es posible que con una dosis y tiempo de administracibn mayor se
pueda observar un efecto en los niveles de glucosa en sangre contra el grupo con
dieta grasa. Futuros estudios son necesarios para evaluar la cantidad de
compuestos bioactivos del romero implementado y poder determinar la dosis que
fue recibida de estos compuestos.

La dieta alta en grasas generd un dafio en la memoria de reconocimiento de objetos

Es bien sabido que el consumo regular de dietas con una alta densidad energética,
aumentan la propension a desarrollar diversas patologias como diabetes, obesidad,
cancer, sindrome metabdlico y afecciones cardiacas (Nguyen et al., 2014), asi como
también dafio cognitivo y aumento en la propensibn de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Freeman etal., 2014). Los estudios
realizados para establecer la relacién que existe entre dieta y memoria, indican que
diversas regiones cerebrales se ven afectadas por el consumo de dietas
hipercaloricas (Cordner & Tamashiro, 2015). Sin embargo, los datos existentes con
respecto a la memoria de reconocimiento, dependiente del area perirrinal es pocay
en ocasiones contrastante. En un estudio realizado por Kaczmarczy vy
colaboradores en 2013, observaron un dafo en la memoria de reconocimiento en

ratones C57BL/6 tras haberles administrado una dieta rica en grasas (60%) a partir
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de la primera semana. De manera similar, Carey y colaboradores observaron un
deterioro cognitivo en la tarea de reconocimiento a partir del segundo mes en la
misma cepa (Carey et al., 2014). Por el contrario, otros estudios no encontraron
diferencias con el mismo tipo de dieta y cepa a pesar de haber sido alimentados
durante 22 meses (Heyward et al., 2012; Lavin et al., 2011). Nosotros encontramos
deterioro cognitivo en la tarea de reconocimiento a los tres meses de haber sido
administrada una dieta similar (60% del aporte calérico proveniente de las grasas).
Estos datos contrastantes pueden deberse a una gran diversidad de factores, como
la arena donde se desarrolle la tarea o el tiempo de exposicion a los objetos
(Berlyne, 1950; Leger etal.,, 2013; Robinson & Bonardi, 2015). Otro factor
importante y poco contemplado es el ritmo circadiano, ya que se ha visto que el
desempeiio en tareas cognitivas depende de la hora en la cual se realice la tarea
(Duran etal., 2011). Asi mismo, aunque los roedores son animales nocturnos,
existen variaciones en el ciclo entre cepas (Schwartz & Zimmerman, 1990) e incluso
entre subcepas (Capri et al., 2019). Previo a la prueba de reconocimiento, nosotros
evaluamos el ciclo invertido en el cual fueron puestos los ratones para identificar el
periodo de mayor actividad. Aunado a esto, la prueba se realizé en oscuridad con

luces rojas para no alterar el ciclo invertido.

Otros estudios, indican que las dietas altas en grasa tienden a generar estados de
depresion (Vagena et al., 2019), estrés (Vidal et al., 2018) y ansiedad (Dutheil et al.,
2016) que disminuyen el desempefio cognitivo (Perini et al., 2019; Yang et al., 2015;
Yuen et al., 2012), por lo que, de presentarse, podrian alterar el resultado en prueba
de reconocimiento de objetos al disminuir la motivacion por la exploracion de los
objetos. Para descartar que los datos obtenidos en la prueba de reconocimiento de
objetos no fueran resultado del estrés, la ansiedad o la depresién, medimos el
tiempo de inmovilidad, la distancia recorrida, el tiempo total de exploraciéon y el
tiempo de estancia en las periferias de la arena. Nuestros resultados indican que
una dieta de la cual el 60% del aporte caldrico proviene de las grasas administrada
durante tres meses, es capaz de generar un deterioro cognitivo en la prueba de

reconocimiento de objetos, sin generar estrés, ansiedad o depresion.
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Una parte importante del presente trabajo para la comprension de este fendmeno,
contemplaba la evaluacion de los niveles de leptina y BDNF sanguineos, asi como
la medicién de procesos neuronales como dendritas y botones sinapticos. Sin
embargo, debido a las condiciones de la pandemia Covid-19 actual, no fue posible

evaluarlos a tiempo.

El dafio en la memoria de reconocimiento de objetos fue aminorado por el romero

El romero contiene diversos componentes que potencian la memoria y ejercen
efectos neuroprotectores desde distintos mecanismos. Nuestros resultados indican
gue el romero rescato la memoria en ratones alimentados con dieta rica en grasas,
pero no potencializdé la memoria en ratones control. Los aceites esenciales del
romero como el a-pineno y 1, 8-cineol, borneol, a-terpineol y canfeno tienen accién
antioxidante (Estévez et al., 2007). Ademas, el romero contiene diterpenos fendlicos
como el 4cido carndsico, que gracias a dos grupos hidroxilo en el carbono 11y 12
ejerce por si mismo un efecto antioxidante, ampliamente usado para la preservacion
en la industria alimenticia (Richhelmer et al., 1999). Aunado al efecto antioxidante
propio del &cido carndsico, este activa la via Keapl/Nrf2, importante para regular
los mecanismos antioxidantes propios de la célula como la expresion de “enzimas
fase 2” (Satoh etal.,, 2008). Las dietas ricas en grasa pueden disminuir el
desempefio cognitivo a través del incremento del estrés oxidativo y la disminucion
de la expresion de Nrf2 (Freeman et al., 2014; Morrison et al., 2010). EI consumo
de plantas ricas en &cido carndsico como el romero, podrian aminorar el dafio

cognitivo generado por la dieta, por medio de la disminucion del estrés oxidativo.

El consumo de dietas altas en grasa, ademas de propiciar neurotoxicidad por estrés
oxidativo, puede generar fallas en las funciones mitocondriales, aumentar los
procesos apoptoéticos en células nerviosas (Langley et al.,, 2020) y disminuir los
procesos de autofagia (Yamamoto etal., 2017), rasgos caracteristicos de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (de Leeuw &
Tackenberg, 2019). Liu et al. Vieron que el acido carnésico es capaz de activar

procesos de autofagia in vitro, indispensable para degradar organelos
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disfuncionales y proteinas viejas para la supervivencia celular (Liu et al., 2016). El
romero, rico en acido carndsico, podria aumentar la autofagia y evitar el deterioro

cognitivo causado por la dieta.

Se ha reportado que el romero puede modificar aspectos cognitivos a través de la
modulacién de la plasticidad neuronal. El factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF) forma parte de la familia de las
neurotrofinas, estas promueven la supervivencia celular y el desarrollo del sistema
nervioso (Markus et al., 2002) asi como una amplia gama de funciones neuronales,
incluida la neuroproteccion (Chen et al., 2013). Se ha visto que componentes del
romero como el &cido carndsico y el acido rosmarinico, generan un efecto
neuroprotector a través de la regulacion de la expresion de BDNF (Hwang et al.,
2016; J. A. Park et al., 2008). Un estudio in vitro demostré que el &cido carndsico
promueve la sintesis de NGF en células de glioblastoma humano(Kosaka & Yokoi,
2003). Incluso se ha observado una regulacion al alta de la expresion de
neurotrofinas con la administracion intranasal de acido carnésico (Vaka et al., 2011,
2013). Ya que las dietas altas en grasa pueden disminuir la expresion de
neurotrofinas como BDNF (Molteni et al., 2002; S.-E. Park et al., 2010). El consumo
de romero podria generar un efecto neuroprotector y promover un buen desempefio

cognitivo por medio de la regulacién al alta de neurotrofinas como NGF y BDNF.

En el presente trabajo se tenia planeada la evaluacion de la expresiéon de BDNF,
proBDNF y Ob-R, sin embargo, debido a las condiciones causadas por la pandemia,

tampoco fue posible evaluarlas.
Conclusion

Nuestros resultados indican que el consumo de hoja seca de romero, es capaz de
revertir el dafio sobre la memoria de reconocimiento generado por el consumo de
una dieta alta en grasas en ratones. Por otro lado, no fue capaz de revertir los
efectos en la glucosa, triglicéridos, colesterol ni grasa epididimal, en contradiccion
con lo que se ha reportado anteriormente en otros estudios. Es posible que se
requieran de ajustes al modelo en tiempo, dosis o numero de individuos para tener

resultados mas fiables al respecto.
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