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Resumen 

INTRODUCCIÓN: La prevalencia de la obesidad infantil ha aumentado más del 
doble en menos de 20 años. Se ha demostrado que el consumo de una dieta alta 
en grasa y fructosa (DAGAF) está vinculada con la obesidad, así como a 
alteraciones cognitivas. Asimismo, la ingesta de DAGAF se ha asociado con 
aumento de estrés oxidante (EO) en estructuras cerebrales.  

OBJETIVO: Estudiar los efectos del consumo de una DAGAF sobre la memoria de 
reconocimiento (MR) en la rata macho, y su asociación con el EO.  

HIPÓTESIS: La DAGAF incrementará el EO y generará cambios en la expresión 
genética de las enzimas antioxidantes en el cerebro, que modificará la MR en la rata 
macho.  

MÉTODOS: Se emplearon ratas Wistar de 21 días de edad, divididas en dos grupos 
(n=10) los cuales fueron alimentados con DAGAF o dieta control (DC), durante 20 
semanas. Se evaluaron la ingesta de alimentos, la composición corporal mediante 
resonancia magnética (tejido adiposo y magro) y la MR a corto plazo (2 h), largo 
plazo temprano (24 h) y largo plazo tardío (7 d), mediante prueba conjunta de 
reconocimiento de objeto novedoso y nueva localización de objeto (RON/RNL), 
posterior a esto se les dio eutanasia recolectándose suero, hipocampo y corteza 
prefrontal (CPF). En suero se determinaron sustancias reactivas a ácido tibarbitúrico 
(TBARS), hormona adenocotico rópica (ACTH) y corticosterona. Una porción de 
hipocampo y CPF se utilizó para medir especies reactivas de oxígeno (ERO), 
TBARS y actividad enzimática de superóxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa 
(GPx) y catalasa (CAT). La otra porción de tejido se empleó para determinar la 
expresión génica de SOD-1, Gpx-4, CAT y el receptor de glucocorticoides (RG), por 
PCR en tiempo real. 

RESULTADOS: Las ratas DAGAF presentaron aumento de peso y tejido graso, y 
disminución del tejido magro. En cuanto a la ingesta alimenticia, las ratas DAGAF 
consumieron menos alimento con respecto a DC. En la evaluación de MR se 
observó una disminución en los índices de discriminación y reconocimiento en todos 
los tiempos evaluados con respecto a DC. En suero se presentaron mayores 
concentraciones de ACTH, corticosterona y TBARS al comparar con DC. Las 
concentraciones de TBARS y ERO en hipocampo y CPF fueron mayores que en el 
grupo DC. Incrementó la actividad enzimática de SOD y GPx en las regiones 
cerebrales analizadas, mientras que CAT solo aumentó en CPF con respecto a DC. 
Finalmente, en hipocampo existió un aumento en la expresión genética de SOD-1, 
CAT y el RG, mientras que en CPF incrementó la expresión de CAT y disminuyó la 
de SOD-1 y GPx-1 con respecto a DC. 

CONCLUSIÓN: El consumo crónico de DAGAF desde una etapa temprana del 
desarrollo disminuye la MR, debido a un incremento en los marcadores de EO, en 
la concentración de ACTH y corticosterona y una modificación en las enzimas 
antioxidantes. 
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Abstract 

INTRODUCTION: The prevalence of childhood obesity has more than doubled in 

less than 20 years. Consumption of a high-fat, high-fructose diet (HFHFD) has been 

shown to be linked to obesity, as well as cognitive impairment. Likewise, the intake 

of HFHFD has been associated with an increase in oxidative stress (OS) in brain 

structures. 

OBJECTIVE: To study the effects of consuming a HFHFD on recognition memory 

(RM) in male rats, and its association with OS. 

HYPOTHESIS: HFHFD will increase OS and generate changes in the genetic 

expression of antioxidant enzymes in the brain, which will modify the RM in the male 

rat. 

METHODS: Wistar rats of 21 days of age were used, divided into two groups (n=10) 

which were fed with HFHFD or control diet (CD), for 20 weeks. Food intake, body 

composition by magnetic resonance imaging (adipose and lean tissue), and RM 

were assessed by joint test of novel object recognition and new object localization 

(NOR/NLR), determining short-term (2 h), early long-term (24 h), and late long-term 

(7 d), after which they were euthanized, collecting serum, hippocampus, and 

prefrontal cortex (PFC). In serum, substances reactive to thiobarbituric acid 

(TBARS), adenocoticotropic hormone (ACTH) and corticosterone were determined. 

A slice of hippocampus and PFC was used to measure reactive oxygen species 

(ROS), TBARS, and superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), 

and catalase (CAT) enzyme activity. The other portion of tissue was used to 

determine the gene expression of SOD-1, Gpx-4, CAT and the glucocorticoid 

receptor (GR), by real-time PCR. 

RESULTS: HFHFD rats presented increased weight and fatty tissue and decreased 

lean tissue. Regarding food intake, HFHFD rats consumed less food with respect to 

CD. In the evaluation of RM, a decrease in the discrimination and recognition indices 

was observed at all times evaluated with respect to CD. In serum, there were higher 

concentrations of ACTH, corticosterone and TBARS when compared with CD. The 

concentrations of TBARS and ROS in the hippocampus and PFC were higher than 

in the CD group. It increased the enzymatic activity of SOD and GPx in the analyzed 

brain regions, while CAT only increased in PFC with respect to CD. Finally, in the 

hippocampus there was an increase in the genetic expression of SOD-1, CAT and 

RG, while in PFC the expression of CAT increased and that of SOD-1 and GPx-1 

decreased with respect to CD. 

CONCLUSION: Chronic consumption of HFHFD from an early stage of development 

decreases RM, due to an increase in OS markers, ACTH and corticosterone 

concentration, and a modification in antioxidant enzymes. 
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1. Introducción 

La obesidad se ha convertido en un problema a nivel mundial, debido a su etiología 

multifactorial (WHO, 2021). El consumo de alimentos ricos en grasa y su 

combinación con azúcares ha contribuido en gran medida a aumentar su 

prevalencia (Corsica & Hood, 2011; Martin & Davidson, 2014), especialmente en la 

población infantil (dos Santos et al., 2020).  

El consumo de este tipo de dietas se relaciona con el riesgo de producir 

complicaciones cardiovasculares, resistencia a la insulina y el síndrome metabólico 

(Choi et al., 2020; García-Galbis et al., 2021; Schmitz et al., 2021), así como a 

alteraciones cognitivas (Lin et al., 2017; Loprinzi & Frith, 2018; Zanini et al., 2017), 

las cuales pueden ocurrir durante el desarrollo de las estructuras cerebrales en 

donde se integra la memoria, como son la formación hipocampal y la corteza 

(Liśkiewicz et al., 2021). Las causas que la provocan son diversas entre estas: 

mayor producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Bonomini et al., 2015; 

Tam et al., 2020), aumento en las citocinas proinflamatorias (Frasca et al., 2017; 

Tam et al., 2020; Trim et al., 2018), o alteración de la barrera hematoencefálica (Lin 

et al., 2017). Sin embargo, hasta la fecha el mecanismo causal sigue siendo incierto. 

Los estudios a nivel experimental en modelos murinos han reportado una 

disminución de la memoria de reconocimiento (MR), dependiente del hipocampo y 

la corteza prefrontal (CPF), ocasionado por una dieta alta en grasa y fructosa 

(DAGAF) (Anderson et al., 2013; Gancheva & Zhelyazkova-Savova, 2020; 

Kalivarathan et al., 2020; Lin et al., 2017; Liu et al., 2017; Mamo et al., 2019; 

Martínez-Orozco et al., 2021; Mulati et al 2020; Wang et al., 2019). A la par de estas 

observaciones, se ha informado incremento del estrés oxidante (EO) en dichas 

estructuras (Batandier et al., 2020; Crescenzo et al., 2019; Kalivarathan et al., 2017; 

Labban et al., 2020). 

A pesar de lo mencionado, se ha abordado poco sobre los efectos de una 

DAGAF sobre la memoria durante etapas tempranas del desarrollo posnatal 

asociada al desequilibrio del estado redox, a favor de lo pro-oxidante, en las 

estructuras neuroanatómicas que la sustentan. Debido a esto, es de suma 

importancia estudiar esta relación a mayor profundidad, con la finalidad de explorar 
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los posibles mecanismos implicados en dichas alteraciones. Por lo que, en el 

presente trabajo, se propone el estudio en un modelo murino, de los efectos del 

aumento del EO por el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa y su 

repercusión en la memoria. 

2. Antecedentes  

2.1 La obesidad como problema del siglo XXI 

En México, de acuerdo con la última edición de la Encuesta Nacional de Salud y 

Nutrición (ENSANUT 2018-19) la prevalencia de obesidad en los grupos etarios: de 

5-11 años, 12-19 años y mayores de 20 años fue de 17.5%, 14.6% y 35.3% 

respectivamente (Shamah et al., 2020). Además a nivel mundial, la obesidad en 

niños de 5-19 años sufrió un aumento en su prevalencia del 2.9% al 6.8% entre el 

2000 y el 2016 (Bentham et al., 2017), es decir, más del doble en menos de 20 años. 

La importancia de dicho aumento en la población infantil, radica en el hecho de que 

los niños y adolescentes con obesidad son propensos a seguir siéndolo en la etapa 

adulta (Freedman et al., 2009; Hughes et al., 2011; Liśkiewicz et al., 2021; Marseglia 

et al., 2015), por lo que la infancia es un periodo crítico para el establecimiento de 

trayectorias de peso de por vida (dos Santos et al., 2020; Gardner et al., 2009; 

Hughes et al., 2011). Por lo tanto, existe un en mayor riesgo de enfermedad a 

medida que van creciendo (Marseglia et al., 2015), llevando a la aparición de 

múltiples comorbilidades relacionadas con la obesidad (Liśkiewicz et al., 2021). 

En los últimos 40 años, la dieta mexicana ha pasado de alimentos frescos y 

no procesados, a productos ultraprocesados con alto contenido de azúcar, sal y 

grasa (Barquera & Rivera, 2020). Paralelamente con estos cambios en la dieta, se 

ha observado incremento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad (Rivera et 

al., 2004), inducida por la alta ingesta dietética de grasas y azúcares que se ha 

considerado una de las principales causas de obesidad (Conlon et al., 2013; 

Gomez-Pinilla et al., 2021; Shamah et al., 2020). Uno de los azúcares más 

empleados es la fructosa, con el objetivo de mejorar la palatabilidad de los 

alimentos, especialmente en bebidas endulzadas y alimentos procesados (Payant 

& Chee, 2021).  
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Si bien, el gobierno de México ha implementado intensas campañas y 

medidas para disminuir el consumo de este tipo de alimentos, esto no ha sido 

suficiente y la prevalencia de obesidad en nuestro país sigue en aumento. La falta 

de éxito en estos programas podría implicar que el consumo excesivo de estos 

alimentos produce alteraciones en los mecanismos que regulan el apetito, indicando 

así que los individuos podrían presentar dificultades para autocontrolar la ingesta 

de grasas y azúcares debido al deterioro de las funciones en el sistema nervioso 

central (Nabil et al., 2020; Van Son et al., 2021). 

2.2 Obesidad: causas y consecuencias a la salud 

La obesidad es una enfermedad multifactorial (WHO, 2021; Zanini et al., 2017) 

caracterizada por aumento en el peso corporal a consecuencia de la acumulación 

anormal o excesiva de grasa (García-Galbis et al., 2021; Marseglia et al., 2015; 

Ojetola et al., 2021; Schmitz et al., 2021; WHO, 2021; Zanini et al., 2017). El 

aumento corporal se asocia con mayor ingesta de alimentos densos en calorías 

(Choi et al., 2020; WHO, 2021; Zanini et al., 2017) y menor actividad física, 

consecuencia de un creciente estilo de vida sedentario (Bonomini et al., 2015; 

Corsica & Hood, 2011; Martin & Davidson, 2014; Zanini et al., 2017), lo cual 

representa un excesivo consumo de energía constante que no es gastado por el 

cuerpo y en su lugar es almacenado en forma de grasa. Además de esto, también 

influyen factores ambientales, sociales, genéticos y epigenéticos (Page et al., 2020). 

Una dieta rica en calorías proporciona un exceso de macronutrientes 

(principalmente grasas y azúcares) que genera estrés en la maquinaria metabólica 

de los individuos (Kalivarathan et al., 2017). La exposición a este tipo de dietas 

durante los períodos críticos del desarrollo, puede afectar de manera significativa la 

salud y el metabolismo en la vida posterior (Hauner & Brunner, 2015; Symonds et 

al., 2009; Van de Heijning et al., 2017). Por otro lado, la carente calidad en cuanto 

a nutrientes  repercute en la programación nutricional del fenotipo metabólico adulto 

(Ailhaud & Guesnet, 2004; Muhlhausler et al., 2010; Van de Heijning et al., 2017). 

La obesidad ocasiona alteraciones en el organismo tales como: EO, 

inflamación y disfunción mitocondrial (de Mello et al., 2019; Mullins et al., 2020), y 
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su presencia predispone a un mayor riesgo de desarrollar varias enfermedades 

(Marseglia et al., 2015; Zanini et al., 2017), entre las que destacan: las 

cardiovasculares, respiratorias, gastrointestinales, la resistencia a la insulina, 

desórdenes músculo-esqueléticos, algunos cánceres y síndrome metabólico (Choi 

et al., 2020; de Mello et al., 2019; García-Galbis et al., 2021; Mullins et al., 2020; 

Schmitz et al., 2021). 

2.3 Alteraciones cognitivas inducidas por la obesidad y la dieta  

En sujetos que padecen obesidad, se han reportado deterioros en diversas 

funciones cerebrales como: la memoria episódica, habilidad verbal, memoria de 

trabajo y funciones ejecutivas (Bracke et al., 2019; Chan et al., 2013; Dye et al., 

2017; Kumar & Kelly, 2017; Li et al., 2008; Martin & Davidson, 2014; Mullins et al., 

2020; Prickett et al., 2014; Savas et al., 2019), mostrando una correlación 

directamente proporcional al índice de masa corporal (IMC) de la persona (Dye et 

al., 2017; Gonzales et al., 2010; Witte et al., 2016). Aunado a esto, diversos estudios 

de imagen muestran una disminución del volumen cerebral total (Chan et al., 2013) 

asociado de igual manera con el IMC. Así como, una actividad funcional disminuida 

en la CPF (Willeumier et al., 2011), el hipocampo y la corteza angular asociadas con 

la memoria episódica (Cheke et al., 2017).  

En niños, la obesidad se ha relacionado con alteraciones en el desarrollo de 

la CPF y una función ejecutiva deteriorada. De tal forma, que la obesidad afecta la 

integridad estructural y funcional del cerebro (Liśkiewicz et al., 2021; Nota et al., 

2020; Structure et al., 2020). De tal forma que se han visto alteraciones en el cerebro 

a todos los niveles y en cualquier etapa del desarrollo (Hawkins et al., 2021).  

Además, se sabe que el hipocampo puede ser afectado previo al aumento 

de peso (Liśkiewicz et al., 2021), sugiriendo que el cerebro pudiera ser 

particularmente vulnerable a los efectos de dietas hipercalóricas y sus 

componentes, durante los primeros periodos de vida, por ser etapas de rápido 

crecimiento y maduración, teniendo sus efectos deletéreos en funciones de 

memoria y aprendizaje (Noble & Kanoski, 2016). Entre los componentes dietéticos 

asociados con una menor función cognitiva se encuentra el aporte de grandes 
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cantidades de ácidos grasos saturados y carbohidratos, particularmente azúcares 

simples, pudiendo perpetuar una disfunción cognitiva rápidamente posterior a la 

exposición de la dieta (Beilharz et al., 2015). 

2.4 Desregulación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal 

El eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HHA), está implicado en respuestas adaptativas 

a estresores (Incollingo Rodriguez et al., 2015; Janthakhin et al., 2022; Ouakinin et 

al., 2018). Los componentes del eje HHA se comunican por diversos mediadores 

neuroendocrinos: hormona liberadora de corticotropina, hormona 

adrenocorticótropa (ACTH) y cortisol (corticosterona en roedores), los cuales están 

controlados por retroalimentación negativa, que involucra al hipotálamo, así como 

otras estructuras cerebrales: hipocampo, CPF, y el núcleo del tracto solitario. Esta 

respuesta de retroalimentación negativa se logra por la activación de receptores a 

glucocorticoides (RG) que se encuentran en las estructuras cerebrales antes citadas 

(Adzic et al., 2009).  

Durante la obesidad ocurre una desregulación del eje HHA (Prodam et al., 

2013; Vaidya, 2016) asociado al incremento de tejido graso y a una hiperactividad 

del mismo (Baker et al., 2017).  La exposición del tejido adiposo a glucocorticoides 

contribuye a la movilización de reservas energéticas y, de manera crónica, a un 

mayor almacenamiento de lípidos en los adipocitos, aumentando las reservas 

viscerales (de Kloet & Herman, 2018) contribuyendo a la disminución de la 

respuesta de retroalimentación del eje (Kloet et al., 2015). Aunado a esto se ha 

reportado, en estudios preclínicos de obesidad, un aumento de la enzima 11β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11βHSD1) en tejido adiposo (Nestorov et 

al., 2014), la cual incrementa de manera local la concentración de corticosterona  

(Abraham et al., 2013; Vaidya, 2016), contribuyendo a la obesidad y diversas 

alteraciones metabólicas asociadas (Prince et al., 2017). Este incremento en la 

actividad de la 11βHSD1, se ha asociado con componentes de la dieta, como la 

fructosa (Legeza et al., 2017) y la grasa (Prasad et al., 2020). 

La desregulación del eje HHA en la obesidad genera alteraciones en las 

concentraciones de insulina y del neuropéptido Y (Bose et al., 2009; Suzuki, 2020; 
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Wake et al., 2006), así como el desarrollo de síndrome metabólico (Akalestou et al., 

2020; Kloet et al., 2015; Ouakinin et al., 2018) al asociarse con dislipidemia, 

hiperglucemia y resistencia a la insulina (Akalestou et al., 2020). 

Las principales hormonas de este eje (ACTH y corticosterona), se han 

implicado en procesos de consolidación de la memoria (Dionysopoulou et al., 2021), 

y su desregulación a la alza de manera crónica promueve deterioro cognitivo 

(López-Taboada et al., 2020; Lupien et al., 2009; Makhathini et al., 2017; McEwen 

et al., 2016; Torres et al., 2021) a través de la activación de los RG, distribuidos en 

ampliamente en el hipotálamo, en la CPF y en el hipocampo (Lupien et al., 2007; 

Tatomir et al., 2014), región vulnerable en donde se induce muerte neuronal y 

disminución de la neurogénesis (Lupien et al., 1998; Tatomir et al., 2014). Esta 

desregulación a largo plazo, a nivel mitocondrial,  producen anomalías estructurales 

generando una disfunción del transporte de electrones en la cadena respiratoria que 

disminuye la producción de adenosín trifosfato (ATP) (Adzic et al., 2009; Alesci et 

al., 2006). 

2.5 Modelos animales de obesidad 

Debido a la complejidad de la enfermedad humana, se han utilizado diversos 

modelos animales que tratan de imitar algunas de las alteraciones presentes. Estos 

modelos permiten el estudio de un determinado evento en sistemas biológicos 

complejos que se pueden controlar, manipular y tomar muestras directas de tejidos 

relevantes, cubriendo las condiciones que no son éticas o prácticas para los 

estudios en humanos (Little et al., 2021; Wayhart & Lawson, 2017). Estos modelos 

permiten identificar puntos en común que están altamente conservados entre 

especies (Little et al., 2021). Incluso cuando los modelos animales no imitan 

fielmente el trastorno humano, se pueden obtener nuevos conocimientos biológicos 

a partir de un enfoque in vivo (Wayhart & Lawson, 2017). 

Los murinos (ratones y ratas) han sido esenciales en la investigación 

biomédica por varias razones: son animales altriciales, que como el humano 

dependen del cuidado parental, además de la facilidad de cría y tenencia, lo que 

permite el mantenimiento de un gran número de animales para la investigación 
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(Little et al., 2021). De tal forma que se han desarrollado diversos modelos de 

obesidad en este tipo de animales, como los modelos monogénicos, en los que un 

gen es disfuncional (agouti, fat, tubby, obese, and diabetes), provocando 

deficiencias en vías de señalización que intervienen en la homeostasis energética  

(Lutz & Woods, 2012). Este tipo de modelos tiene la desventaja de que la génesis 

de la obesidad es producto de la alteración de una única vía de señalización 

(Suleiman et al., 2020). 

Otro modelo es el de obesidad inducido por dieta (OID) hipercalórica o 

hiperlípidica, es un modelo animal poligénico, e imita la obesidad que ocurre en 

seres humanos mejor que los modelos con modificaciones genéticas (Lutz, 2018; 

Lutz & Woods, 2012; Rosini et al., 2012). Además, presenta gran parecido con la 

génesis y las respuestas metabólicas inducidas por la obesidad en humanos (Rosini 

et al., 2012). Estos modelos tienen la ventaja de presentar anomalías de una forma 

más rápida que en seres humanos, pudiendo ser monitoreados desde momentos 

tempranos (Rodríguez-Correa et al., 2020). Además de presentar desordenes 

asociados con la obesidad como la hiperglucemia, resistencia a la insulina y otras 

alteraciones metabólicas (Rodríguez-Correa et al., 2020; Rosini et al., 2012). Entre 

sus desventajas están que la definición de obesidad se ha determinado para 

poblaciones humanas, dificultando determinar si los animales son obesos; las 

alteraciones ocurren de forma variada debido al tipo de animal, el tipo de dieta, el 

momento de inicio y su duración, por lo que no replica del todo las alteraciones 

metabólicas y fisiológicas (Rodríguez-Correa et al., 2020). 

2.6 Memoria de reconocimiento en roedores y sustrato 

neuroanatómico. 

La memoria de reconocimiento es un proceso neuronal por el cual un sujeto es 

consciente de que un estímulo ha sido experimentado de manera previa (Aggleton, 

1998; Brown et al., 2010; Steckler et al., 1998). Este tipo de memoria ha sido 

estudiada en roedores e implica la participación de diversas estructuras cerebrales: 

como son las cortezas prefrontal medial (Chao et al., 2016; Eichenbaum, 2017; 
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Sampaio et al., 2020), entorrinal y perirrinal (Brown et al., 2010), así como del 

hipocampo (Cruz-sanchez et al., 2021; Clea Warburton & Brown, 2010; Winters et 

al., 2008; Wu et al., 2015; Yavas et al., 2019), el subículo, el giro dentado (Dees & 

Kesner, 2013) y el tálamo dorsomedial (Steckler et al., 1998; Warburton & Brown, 

2015). Estas áreas son importantes para este tipo de memoria, ya que la inhibición 

farmacológica y lesión, resulta en déficits de la memoria episódica (Brasilino et al., 

2019; Cholvin et al., 2013; Dere et al., 2007; Jacklin et al., 2016).  

Para el funcionamiento correcto de este tipo de memoria se requiere de la 

participación de diversas conexiones (Figura 1) que reciben la información 

ambiental en áreas primarias de procesamiento (corteza visual), la cual pasa a 

áreas de asociación que después se conectan con la corteza peririnal o 

parahipocampal de las cuales surgen proyecciones a la corteza entorrinal, el 

subículo y la región CA1 del hipocampo. Estas últimas a su vez, se proyectan 

directamente a las cortezas prelímbicas, infralímbicas y cinguladas anteriores, es 

decir, a las áreas corticales prefrontales mediales, y a la corteza retroesplenial (Dere 

et al., 2007; Eacott & Easton, 2010; Preston & Eichenbaum, 2013; Sugar, 2019; 

Warburton & Brown, 2015). Por lo que se describen una vía dorsal del dónde y una 

ventral del qué (Preston & Eichenbaum, 2013; Sugar, 2019). 

 

 

Figura 1. Diagrama del sustrato neuroanatómico de la memoria de reconocimiento. Tomado y 
modificado de Preston & Eichenbaum (2013). 
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2.7 Evaluación de la memoria de reconocimiento en roedores 

Para la evaluación de la memoria de reconocimiento se requiere que las 

características percibidas de los eventos sean discriminadas, identificadas y 

comparadas (emparejadas) contra una memoria experimentada. Los ensayos 

consisten en tres fases: de muestra, un tiempo de retraso (o intervalo de retención) 

y de elección (comparación o prueba) (Aggleton, 1998).  

Dos paradigmas utilizados para la evaluación de la memoria de 

reconocimiento en roedores son: el reconocimiento de objeto novedoso (RON) y el 

reconocimiento de nueva localización de objeto familiar (RNL) (Figura 2). Este tipo 

de tareas aprovechan la capacidad innata de los roedores para explorar objetos 

novedosos frente aquellos que resultan familiares, y su utilización para el estudio de 

la memoria episódica es bien reconocida (Ennaceur, 2010), además de evitar 

sesgos causados por un componente estresante o utilización de alimentos como 

reforzador positivo que presentan otras pruebas (Naneix et al., 2021; Sampaio et 

al., 2020). 

 

Figura 2. Diagrama de las etapas para la evaluación del reconocimiento de objeto novedoso y nueva 
localización de objeto. Tomado y modificado de Martínez-Orozco (2020). 
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En modelos animales de OID con DAGAF se han reportado alteraciones de 

tareas de memoria dependientes del hipocampo, las cuales se resumen en la Tabla 

1. A pesar de esto, un metaanálisis mostró que no todos los modelos de OID 

presentaron alteración en dichas tareas. Lo cual puede asociarse al tipo de modelo 

animal, la edad de inducción, los componentes de la dieta, el tiempo de 

administración de la dieta y las características de las pruebas conductuales 

(Gladding et al., 2018).  

Existe evidencia del efecto perjudicial de la dieta sobre la memoria 

dependiente del hipocampo, que es independiente de los efectos ocasionados por 

la obesidad o la disfunción metabólica, tales efectos pudieran deberse al aumento 

del EO, a una menor integridad de la barrera hematoencefálica (Lin et al., 2017), 

entre otros mecanismos. Sin embargo, el mediador específico de este deterioro 

sigue siendo desconocido (Willeumier et al., 2011). 

Debido al rol central que cumple el EO en el desarrollo de alteraciones 

metabólicas durante la obesidad (Matsuda & Shimomura, 2013), y su asociación en 

la fisiopatología de diversas enfermedades neurodegenerativas (Niedzielska et al., 

2016; Ruszkiewicz & Albrecht, 2015), el aumento del EO en diversas estructuras 

cerebrales se ha asociado con el desarrollo de déficits en la memoria (Mi et al., 

2017). 
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Tabla 1. Diferentes dietas obesogénicas y su impacto en la memoria. 

 

ANIMAL/EDAD DIETA/DURACIÓN PARADIGMA RESULTADOS AUTOR 

Sprague-Dawley 
/ adulto joven 
(250-300 g) 

DAGAF 12 sem RON y LAM  IR  
Latencia de escape 
Latencia de retención  

(Chávez-
Gutiérrez et al., 
2022) 

C57BL/6J /  
14 sem 

DAGAF 10 sem RON y RNL  ID (Martínez-Orozco, 
et al., 2021) 

C57BL/6J /  
9 sem 

DAGA/F (H2O) /  
14 sem 

LEY, RON, 
LAM 

 Alternancia 
espontánea, tiempo en 
CO 
 ID e IP. Latencia 

(Mulati, Zhang, 
Zhao, Ren, Wang, 
Liu, et al., 2021) 

Sprague-Dawley 
/ adulto joven 
(250-300 g) 

DAGAF 12 sem LAM   Latencia de escape 
Número de cruces y 
tempo en CO 

(Espinosa-García 
et al., 2020) 

Wistar / 6 sem DAGAF y F (H2O) / 
8 sem 

RON  Sin diferencias en el IR (Gancheva & 
Zhelyazkova-
Savova, 2020) 

C57BL/6J / 9 
sem 

DAGA/F (H2O) /  
14 sem 

LEY, RON, 
LAM 

 Alternancia 
espontánea e ID. 
Latencia  

(Mulati et al. 
2020) 

Wistar/ 5 sem DAGAF / 60 d LAM y LR  Latencia, error en la 
memoria de referencia 
radial. 
Tiempo en CO 

(Kalivarathan et 
al., 2020) 

C57BL/6J / 6 
sem 

DAGAF / 6 meses LAM  Latencia  
Mejora de la latencia 
de escape 

(Mamo, et al., 
2019) 

Sprague Dawley 
/ 8 sem 

DAG/F (H2O) /  
14 sem 

RON y LEY  ID y de la alternancia 
espontanea. 

(Yu et al., 2019) 

C57BL/6J /  
3 meses 

DAG/F (H2O) /  
10 sem 

LEY y LAM  Alternancia 
espontanea 
Latencia y distancia de 
escape 
Tiempo en CO 

(Wang et al., 
2019) 

Wistar / 6 sem DAGAF / 6 sem LAM  Latencia sin cambios 
Tiempo en CO 

(Lin et al., 2017) 

C57BL/6J /  
3 meses 

DAG/F (H2O) /  
12 sem  

LAM  Latencia  
Tiempo en CO y 
cruces de plataforma. 

(Liu et al., 2017) 

C57BL/6J /  
6 sem 

DAGAF / 24 sem LAM  Latencia (Mamo et al., 
2017) 

C57BL/6J /  
3 meses 

DAG/F (H2O) / 16 
sem 

LAM  Latencia 
Tiempo en CO 

(Mi et al., 2017) 

C57BL/6J /  
6 sem 

DAGAF / 24 sem LAM  Latencia (Takechi et al., 
2017) 

Wistar / 5 sem DAGAF / 8 sem LEY  Interacciones con el 
brazo de novedoso  

(Anderson et al., 
2013) 

DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa, F(H2O): Fructosa en agua. RON: Reconocimiento de 
objeto novedoso. RNL: Reconocimiento de nueva localización de objeto. LAM: laberinto acuático de 
Morris. LEY: laberinto en Y. LR: laberinto radial. ID: índice de discriminación IR: índice de 
reconocimiento. CO: cuadrante objetivo. sem: semanas. h: horas. 
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2.8 Estrés oxidante inducido por dieta obesogénica 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son compuestos altamente reactivos con 

la presencia de uno o más electrones desapareados en su último orbital, que 

incluyen oxígeno molecular (O2) y otras ERO generados por los pasos secuenciales 

de reducción de un electrón del O2: radical superóxido anión superóxido (O2
•−), 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (OH.) (Halliwell, 2006). Además, 

otros compuestos pueden ser susceptibles de una reducción parcial, como el 

nitrógeno que genera especies reactivas de nitrógeno: óxido nítrico (NO.) el cual 

puede reaccionar con O2
•− produciendo peroxinitrito (ONOO-) que junto con el OH. 

son los causantes más importantes de daño oxidante (Poon et al., 2004). 

Las ERO se producen de forma principal como resultado colateral de la 

utilización del O2 como aceptor final de electrones en la cadena de trasporte de 

electrones para la producción de energía, en forma de ATP (Le Gal et al., 2021). Sin 

embargo, en otros casos, las ERO pueden ser generadas deliberadamente por  las 

mitocondrias y diversas enzimas extra mitocondriales (xantina oxidasa, la óxido 

nítrico sintetasa, citocromo P450, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

[NADPH] oxidasa [NOX], lipooxigenasas y ciclooxigenasas) (Görlach et al., 2015; 

Valko et al., 2006), teniendo funciones biológicas importantes al fungir como 

importantes moléculas de señalización (Leloup et al., 2011; Valko et al., 2006) en la 

regulación del metabolismo, muerte celular, diferenciación y  desarrollo, respuestas 

inmunes, ritmo circadiano y otros. Por desgracia, un desequilibrio entre la 

producción endógena de pro-oxidantes y del sistema de defensa antioxidante del 

organismo en favor de lo oxidante, propicia la aparición de EO (El-Ansary, 2012; 

Niedzielska et al., 2016; Yaribeygi et al., 2018). 

La acumulación excesiva y ectópica de grasa que caracteriza a la obesidad, 

altera la función del tejido adiposo perpetuando la aparición de inflamación, hipoxia 

y EO (Bayliak et al., 2019). Además, la disminución de la capacidad antioxidante, la 

hiperleptinemia, la dislipidemia, la generación anormal de ERO, la disfunción tisular 

y la inflamación crónica, juegan un papel importante en la generación de EO 

asociado a la obesidad (Savini et al., 2016). De la misma forma, el exceso de 

sustratos aportados por la dieta da como resultado un incremento en la oxidación 
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de glucosa y lípidos, con el consiguiente aumento de donadores de electrones en la 

cadena de transporte de electrones (Matsuda & Shimomura, 2013). 

El aumento de glucocorticoides de manera aguda incrementa la respiración 

mitocondrial (Du et al., 2009; Spiers et al., 2015), y de manera crónica ocasiona una 

disfunción en la cadena de trasporte de electrones, anormalidades mitocondriales 

estructurales, aumento en la producción de ERO, apoptosis y muerte celular (Manoli 

et al., 2007). Además, este aumento de ERO disminuye la retroalimentación 

negativa del eje HHA (Asaba et al., 2004; Spiers et al., 2015) favoreciendo el 

desquilibrio en dicho eje. 

2.9 Peroxidación lipídica 

El EO tiene la característica de dañar diversas macromoléculas presentes en 

sistemas biológicos: ácido desoxirribonucleico, proteínas, lípidos y carbohidratos 

(Matsuda & Shimomura, 2013). Pudiendo ser determinado e identificado por 

diversos biomarcadores como: 8 Hidroxil-2-desoxiguanosina, malondialdehido 

(MDA), 4-hidroxi-2-nonenal, mieloperoxidasa y productos finales de la glucosilación 

avanzada (PFGA) (El-Ansary, 2012; Halliwell, 2006; Poon et al., 2004), entre otros. 

Las membranas biológicas, son estructuras celulares susceptibles a los 

efectos del EO. Esto por el hecho de que el O2 y sus especies reactivas son más 

solubles en la bicapa lipídica que en solución acuosa, siendo las regiones orgánicas 

las que pueden contener más radicales libres que las regiones acuosas (Pamplona, 

2008). En segundo lugar, se encuentra la presencia de ácidos grasos 

poliinsaturados (AGPI), los cuales exhiben una oxidación aumentada en función al 

número de dobles enlaces de la molécula (Barrera et al., 2016; Gardner, 1989; 

Pamplona et al., 2002). 

A este proceso se le conoce como lipoperoxidación (LPO), el cual consiste 

en una poderosa reacción en cadena que resulta en la degradación oxidante de los 

lípidos (Bartolacci et al., 2021; Cortés-Rojo et al., 2010; Gianazza et al., 2019). 

distinguiéndose tres fases: iniciación, propagación y terminación (Gardner, 1989; 

Porter et al., 1995; Schneider, 2010). 
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Los peróxidos o hidroperóxidos son los principales productos de la LPO, que 

tienen la característica de ser inestables y descomponerse en aldehídos, cetonas y 

otras subestructuras reactivas (Pratt et al., 2011). Estos productos son 

químicamente reactivos y capaces de alterar la señalización y supervivencia celular 

(Barrera et al., 2016), por sus capacidades de provocar modificaciones en el ADN y 

las proteínas (Porter et al., 1995). 

Los aldehídos que resultan de la LPO son: 4-hidroxi-2-nonenal, 4-hidroxi-2-

hexenal, nonenal, acroleína, glioxal, metilglioxal, 4-oxo-nonenal y MDA. Este último, 

es reactivo e interacciona con aductos de proteína y ácidos nucleicos, siendo 

altamente toxico. Además de ser considerado un biomarcador de EO en el 

organismo. Su reactividad depende del pH así, un pH fisiológico genera productos 

de baja reactividad, pero a medida que este baja, la reactividad de sus productos 

aumenta (Gianazza et al., 2019; Jové et al., 2020).  

2.10 Defensa antioxidante del organismo 

Debido al daño que puede ocasionar el EO, los organismos han desarrollado formas 

de defenderse a través de antioxidantes, sustancias que en bajas concentraciones 

retrasan o previenen de manera significativa la oxidación de diversos sustratos 

(Pamplona, 2008) (Figura 3). Estos pueden ser exógenos (vitamina C y E) o 

endógenos enzimáticos, como son: las superóxido dismutasas (SOD), la catalasa 

(CAT) y las glutationes peroxidasas (GPx) (Fraunberger et al., 2016). Las SOD son 

metaloproteínas que catalizan la dismutación de O2
•− a H2O2 y O2 por 

descomposición oxidativa (Fried, 1975; Lee et al., 2020; Lushchak et al., 2021; 

Ogawa et al., 1997; Sbodio et al., 2019) y presenta 3 isoformas diferentes (Lee et 

al., 2020; Ogawa et al., 1997; Sbodio et al., 2019), con actividad diferencial en los 

compartimentos celulares (Adachi & Wang, 1998; Banci et al., 1998; Dunah et al., 

2002; Lee et al., 2020; Sbodio et al., 2019; Weisiger & Fridovich, 1973). La CAT es 

importante en la desintoxicación de del H2O2 oxidante catalizando la reducción del 

H2O2 a H2O y O2 (Calabrese & Canada, 1989; Lee et al., 2020; Sbodio et al., 2019). 

Finalmente, la GPx reduce el H2O2 en el citosol y las mitocondrias, utilizando 

glutatión para reducir los peróxidos y producir disulfuro de glutatión y H2O (Salminen 
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& Paul, 2014; Sbodio et al., 2019). Se conocen 8 isoformas con localización y 

actividad diferente en las células del organismo (Adachi & Wang, 1998; Calabrese 

& Canada, 1989; Salminen & Paul, 2014).  

 

Figura 3. Mecanismos por los que la DAGAF genera EO y las principales defensas antioxidantes 

2.11 Vulnerabilidad del parénquima cerebral al estrés oxidante 

El cerebro es especialmente susceptible al EO en comparación a otros órganos del 

cuerpo. Esto debido a diversos factores propios del parénquima cerebral: 

• Alto consumo de O2: a pesar de corresponder solamente al 2% del peso 

corporal, recibe de 10-16% del gasto cardiaco y aproximadamente el 20% 

del O2 de todo el organismo (Cobley et al., 2018; Williams & Leggett, 1989), 

debido al exhaustivo funcionamiento cerebral (Pareek et al., 2019). Este gas 

tiene capacidad de dar lugar a ERO radicales libres como O2
•−, y OH. , y no 

radicales como H2O2 (Cobley et al., 2018). 

• Alto aporte de glucosa: consume el 25% de la glucosa sanguínea para 

mantener la función neuronal, la cual genera productos finales de la 
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glucosilación avanzada que son capaces de generar inhibición proteica y EO 

inducido por glucosa (Lee et al., 2020). 

• Alto contenido en ácidos grasos insaturados peroxidables: en especial 

ácido eicosapentaenoico y docosahexaenoico, los cuales son susceptibles a 

la peroxidación por su abundancia dobles enlaces (Berg et al., 2011). 

• Sistema antioxidante escaso (Halliwell, 2006): su contenido de CAT es 50 

veces inferior al de los hepatocitos, además de una actividad restringida de 

GPx4 (Lee et al., 2020). Esto obliga a las defensas antioxidantes a trabajar a 

niveles casi máximos incluso en un estado saludable (Berg et al., 2011). 

• Abundante contenido de metales de transición (Ren et al., 2017; Wang & 

Michaelis, 2010): los cuales son ingredientes clave de LPO, ya que a través 

de la reacción de Fenton son capaces de generar ERO (Cobley et al., 2018; 

Halliwell, 2006). 

• Gran generación de H2O2: a través de la SOD y otras enzimas presentes en 

las membranas mitocondriales externas de las neuronas y la glía (diversas 

enzimas dependientes de flavina, monoaminooxidasas A y B), además de 

fungir como molécula de señalización junto con el O2
•− (Cobley et al., 2018). 

• Flujos abundantes de Ca2+: generados durante la exocitosis de vesículas 

sinápticas, pueden estimular la enzima óxido nítrico sintetiza (generando 

NO•), inhibiendo de manera indirecta la respiración celular por unión al 

citocromo oxidasa C y generando ONOO- al reaccionar con el O2
•− (Cobley 

et al., 2018; Görlach et al., 2015). 

• Gran producción de ATP (Cobley et al., 2018): las neuronas requieren altos 

niveles de energía para el mantenimiento del potencial de membrana y la 

función neuronal. El aporte de esta energía es dado por las mitocondrias las 

cuales son las principales generadoras de ERO (Wang & Michaelis, 2010). 

• Auto-oxidación de neurotransmisores: algunos neurotransmisores son 

susceptibles de oxidación como lo es el caso de la dopamina que puede 

reaccionar con el O2 y generar O2
•− (Cobley et al., 2018). 
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• Las neuronas maduras son células post-mitóticas: estas células son más 

sensibles al EO, debido a su reposición restringida por parte de células 

progenitoras (Pamplona, 2008; Pareek et al., 2019; Wang & Michaelis, 2010). 

• Presencia de células de la respuesta inmune (microglía): que al activarse 

generan O2
•− con función biológica contra patógenos a través de NOX, la cual 

es extremadamente sensible a la biodisponibilidad de O2 y de NADPH 

(Cobley et al., 2018). 

Aunado a esto, existen regiones en el cerebro más sensibles al daño 

ocasionado por ERO: el hipocampo (especialmente CA1) y las células de la capa 

granulosa del cerebelo (Berg et al., 2011; El-Ansary, 2012). El desbalance del 

estado redox en el cerebro por efecto de DAGAF se ha comprobado en modelos 

experimentales como se muestra en la tabla 2. 
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Tabla 2. Diferentes DAGAF y su impacto sobre el EO del cerebro. 

ANIMAL/EDAD DIETA/DURACIÓN MARCADORES 
DE EO 

 RESULTADOS AUTOR 

Wistar / 5 sem DAGAF / 12 sem 
20% G/46% F 

SOD, GPx, GSH, 
AU, NF-κB, y Nrf2 

 NF-κB  
Nrf2 en CPF; SOD, 
GPx, GSH, AU 
séricos. 

(Batandier et al., 
2020) 

Sprague-
Dawley /  
11 meses 

DAGAF / 4 sem 
39% G /30% F 

CAT, GPx UCP2, 
PGC-1, PPARα, 
MDA, N-Tyr 

 MDA, N-Tyr en 
hipocampo.  
UCP2, PGC-1α y 
PPARα. Resto sin 
cambios 

(Crescenzo et 
al., 2019) 

Wistar /  
(200-250 g) 

DAGAF / 12 sem 
15% G /15% F 

MDA, proteínas 
carboniladas, SOD, 
GPx 

 MDA y proteínas 
carboniladas 
SOD y GPx en 
cerebro 

(Amri et al., 
2017) 

Wistar / 5 sem DAGAF / 60 d 
43% G /45% F 

MDA, 3-NT, 4-HNE, 
AOPP, PCO, SOD, 
CAT, GPx, Vit C, Vit 
E, GSH 

 MDA suero e 
hipocampo, 3-NT, 
4-HNE  
SOD, CAT, GPx, 
VIT C, E Y GSH en 
suero e hipocampo 

(Kalivarathan et 
al., 2017) 

C57BL/6 /  
6 sem 

DAGAF / 6 meses 
30% G /15% F 

ERO (dihidroetidio) 
en el cerebro 

 Sin cambios (Mamo et al., 
2017) 

C57BL/6J /  
3 meses 

DAGA/F (H2O) /  
16 sem 
45% G /10% F 

iNOS y ERO (DCF)  Expresión de iNOS 
y ERO mitocondrial 
en hipocampo 

(Mi et al., 2017) 

DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. F (H2O): Fructosa en agua. SOD: superoxido dismutasa 
CAT: Catalasa. GSH: Glutatión. GPx: Glutatión peroxidasa. AU: Ácido úrico. MDA: malondialdehido. 
GST: glutatión transferasa. VIT. C: vitamina C. VIT. E: vitamina E. UCP2: proteína de 
desacoplamiento mitocondrial 2. PGC-1 α: coactivador γ del receptor activado por el proliferador de 
peroxisomas. PPARα: receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas. NF-κB: factor 
nuclear potenciador de cadena ligera kappa de células B activadas. Nrf2: factor nuclear eritroide 2 
relacionado con el factor 2. N-Tyr: Nitrotirosina. 
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3. Justificación  

El sobrepeso y la obesidad de los humanos en todas las regiones del mundo 

representa un grave problema, siendo de vital importancia su aumento en la 

población infantil, ya que tienden a continuar en etapas posteriores del desarrollo, 

aumentado el riesgo de padecer diversas comorbilidades y complicaciones en la 

vida adulta. 

La principal causa de este problema es el consumo de dietas hipercalóricas. 

La exposición temprana a este tipo de dietas puede afectar la correcta maduración 

y funcionamiento de diversas estructuras cerebrales sobre las que subyacen los 

procesos de memoria y aprendizaje. Además, su consumo crónico se ha 

relacionado con el aumento de diversas patologías, las cuales han sido asociadas 

con una mayor producción de ERO y una disfunción de la capacidad antioxidante, 

así como la activación de procesos inflamatorios, perpetuando un envejecimiento 

prematuro. 

A pesar de esto, se han explorado poco los efectos de la obesidad inducida 

por una DAGAF, desde estadios tempranos del desarrollo, sobre la memoria de 

reconocimiento y su asociación con el desequilibrio redox en el cerebro. Debido a 

la complejidad de la enfermedad y los problemas éticos que conlleva su estudio en 

la población humana, el presente trabajo se plantea a nivel experimental en un 

modelo murino que nos permitirá evaluar dichos efectos, abriendo la posibilidad de 

futuros blancos terapéuticos para atenuar las alteraciones ocasionadas por este tipo 

de dieta en la población.  

4. Pregunta de investigación 

¿Generará el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa un deterioro de la 

memoria de reconocimiento en la rata macho por aumento del estrés oxidante? 

5. Hipótesis 

La DAGAF incrementará el EO y generará cambios en la expresión genética de las 

enzimas antioxidantes en el cerebro, que modificará la MR en la rata macho.  
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6. Objetivos  

6.1 General 

Evaluar los efectos del consumo de una dieta alta en grasa y fructosa sobre la 

memoria de reconocimiento en la rata macho, y su asociación con el estrés oxidante 

en el cerebro. 

6.2 Específicos 

Determinar los efectos de una dieta alta en grasa y fructosa sobre: 

1. El índice de discriminación y de reconocimiento en los grupos 

experimentales. 

2. Las concentraciones séricas de ACTH y corticosterona. 

3. Las concentraciones de malondialdehido en suero. 

4. Los biomarcadores de estrés oxidante en hipocampo y corteza prefrontal. 

5. La relación del proceso cognitivo con los marcadores de daño oxidante. 

6. La actividad de enzimas antioxidantes en hipocampo y corteza prefrontal. 

7. La relación de la grasa visceral con los marcadores de estrés oxidante. 

8. La expresión génica de las enzimas antioxidantes en hipocampo y corteza 

prefrontal. 

7. Metodología 

7.1 Animales experimentales 

Un total de 20 ratas macho de la cepa Wistar de 21 días de edad, equivalente a la 

infancia temprana del ser humano (Sengupta, 2013; States, 2005) fueron utilizadas 

en este estudio. Los animales fueron proporcionados y mantenidos por el 

Departamento de investigación Experimental y Bioterio perteneciente al Instituto   

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ) bajo 

condiciones controladas de temperatura (22±2°C), de humedad relativa (40-70%) y 

con ciclo de luz/oscuridad 12:12 h. Los animales fueron alojados en grupos de dos 

dentro de cajas estándar de acrílico con cama de aserrín de madera virgen, con 

cambió periódico. El alimento y el agua se administraron ad libitum. Las ratas fueron 
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pesadas cada semana para evaluar los efectos de las dietas per se sobre la 

ganancia de peso. Los animales permanecieron de esta forma hasta el momento de 

la eutanasia.  

7.2 Consideraciones éticas 

Los procedimientos involucrados con los animales estuvieron acordes con la guía 

para el uso y cuidado de los animales de laboratorio del National Research Council 

(EUA) y lo establecido en la NOM-062-ZOO-19991. El presente estudio fue 

aprobado bajo los lineamientos del Comité interno para el cuidado y uso de los 

animales de laboratorio (CICUAL) del INCMNSZ (CICUAL-BRE-2019-20-22-1). 

7.3 Dietas experimentales 

Las ratas fueron divididas en dos grupos (n=10) a los que se les alimento con dos 

tipos de dietas previamente empleadas (Martínez-Orozco, et al 2021), un grupo con 

dieta control (DC: 11% kcal de grasa y 0% kcal de fructosa) y otro con dieta alta en 

grasas y fructosa (DAGAF: 48% kcal de grasa y 33% kcal de fructosa) durante un 

periodo de 20 semanas, en la Tabla 3 se detalla el porcentaje de macronutrientes y 

el aporte calórico por gramo de dieta. 

Tabla 3. Porcentaje de macronutrientes y aporte de kcal por g de las dietas experimentales 

DIETA DC DAGAF 

Macronutrientes   

Grasa (%) 11 48 

Proteínas (%) 20 19 

Carbohidratos (%) 69 33 

De los cuales fructosa (%) 0 33 

Total  100 100 

kcal/g 3.7 4.8 

DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. kcal/g: Kilocalorías por gramo 

La composición de cada una de las dietas se describe en la Tabla 4. Las 

dietas se prepararon en forma de pellets en la planta piloto del INCMNSZ y cumplen 

 
1 Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso 
de animales de laboratorio. 
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con los requerimientos nutricionales de los animales de laboratorio establecidos en 

el documento de 1995 del Nacional Research Council. 

Tabla 4. Formulación de la DC y DAGAF g/Kg de dieta 

Componente (g) por cada Kg de dieta CONTROL DAGAF 

Caseína  190 225 

L-cisteína  3 3 

Almidón 521 ----- 

Maltodextrosa  146 ----- 

Fructosa ----- 410 

Celulosa 50 50 

Aceite 28 50 

Manteca ----- 200 

Minerales 50 20 

Vitaminas 10 10 

Colina 2 2 

DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. g: gramo 

7.4 Medición de peso corporal e ingesta 

La ingesta de alimentos y calorías se cuantificaron durante los días que se 

evaluó la memoria de reconocimiento (12 días), dicha determinación se realizó 

colocando 2 animales del mismo grupo en una misma caja, se registró la cantidad 

inicial de alimento y 24 horas después se reportó la cantidad de alimento presente 

en el comedero, reponiéndolo de tal manera que la cantidad de este no fuera inferior 

a 50 g. El cálculo de la ingesta se realizó a partir de la diferencia del registro diario 

dividido entre 2. Para el cálculo de las kcal consumidas, se multiplico la ingesta 

diaria por las kcal aportadas por cada dieta. Finalmente, para la ingesta y calorías 

totales se calculó con la suma de lo obtenido en la ingesta y las kcal 

respectivamente, durante los 12 días en la que se realizó la determinación. 

7.5 Evaluación de memoria de reconocimiento 

Para mostrar el déficit en la memoria de reconocimiento en las ratas alimentadas 

con dieta alta en grasa y fructosa por 20 semanas se evaluó la tarea reconocimiento 

de objeto novedoso (RON) y de nueva localización de objeto familiar (RNL).  
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Las pruebas se llevaron a cabo en campo abierto con medidas de 50x50x50 

cm, entre las 10 y 14 horas, en cinco fases: habituación, familiarización, memoria a 

corto plazo (MCP), memoria a largo plazo temprana (MLP) y memoria a largo plazo 

tardía (MLPT). Se utilizó un paradigma de aprendizaje basado en la combinación de 

RON y RNL modificado (Pérez-García et al., 2016). Previo al paso al cuarto de 

conducta, los animales se mantuvieron en un área iluminada con luz natural, con 

disponibilidad de agua y alimento, bajo condiciones de poco ruido ambiental durante 

45 minutos (min). La fase de habituación consistió en una exploración libre en 

campo abierto durante 10 min por 3 días (d) consecutivos, esta fase está dirigida a 

reducir el estrés, la ansiedad y la exploración ambiental de los animales en el día 

de la prueba (Sampaio et al., 2020).  

En el día cuatro, se llevó a cabo la fase de familiarización, que consistió en 

la colocación de dos objetos exactamente iguales (Objetos A y Objeto A’), 

permitiendo la libre exploración de los animales de experimentación con ambos 

objetos durante un periodo de 10 min. Después de 2 horas (h) de la familiarización, 

para la evaluación de MCP, se realizó la prueba NOR/RNL, colocándose el objeto 

presentado previamente (Objeto A’) y remplazándose el otro objeto por uno nuevo 

de características diferentes a los primeros (Objeto B), con una nueva disposición 

de los mismos permitiendo que las ratas interactuaran con ellos por 10 min. Al día 

siguiente, para la evaluación de MLP, se sustituyó el objeto familiar (Objeto A’) por 

otro diferente a los conocidos (Objeto C) colocándose junto al objeto conocido 

(Objeto B) en una localización diferente a las anteriores, su duración fue igual al de 

las fases previas.  

Por último, 7 d después la familiarización, para la evaluación de la MLPT, se 

sustituyó el objeto B por uno nuevo (Objeto D), cambiando la disposición del mismo 

permitiendo que los animales se relacionaran con ellos durante 10 min, el 

procedimiento se resume en la Figura 1. Después de retirar cada rata sometida a 

cada fase del paradigma, se limpió el aparato y se aplicó etanol al 70% directamente 

sobre el mismo (en el caso de las fases con objetos estos también fueron limpiados), 

dejándose secar para la colocación de un sujeto nuevo. 
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A partir de la fase de MCP se midió el índice de discriminación (ID) y el índice 

de reconocimiento (IR), para la comparación del tiempo de interacción con cada 

objeto presentado, utilizando las siguientes formulas: 

 

ID =
𝑇𝑁 − 𝑇𝐹

𝑇𝑁 + 𝑇𝐹
 

 

IR =
𝑇𝑁

𝑇𝑁 + 𝑇𝐹
 

 

Donde TN representa el tiempo de exploración del objeto novedoso y TF el 

tiempo de exploración del objeto familiar. Mediante el software ANY-maze Video 

Tacking Syatem Versión 4.73 (© 1999-2010 Stoelting Co.) se determinó tiempo de 

interacción con los objetos en las siguientes fases. 

 

 

Figura 4. Diagrama esquemático del paradigma combinado de RON y RNL para la evaluación de 
memoria de reconocimiento, en las fases de familiarización, memoria a corto plazo, memoria a largo 
plazo y memoria a largo plazo tardía.  
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7.6 Evaluación de la composición corporal 

Posterior a la examinación de la MR se evaluó la composición corporal de las ratas 

macho de los diferentes grupos experimentales, mediante el uso de un analizador 

de composición de cuerpo entero de 2 MHz (Echo Medical Systems, Houston, TX). 

Las ratas se colocaron en un tubo de acrílico transparente acorde al tamaño y peso 

del animal e introducidos en el equipo, sin tratamiento alguno (anestésico). Se 

insertó un tubo de diámetro ligeramente más pequeño, sostenido en su lugar por 

una correa de velcro, para confinar al animal en el extremo del tubo. El tubo se 

colocó horizontalmente dentro de la máquina de resonancia magnética (RM). Se 

realizaron dos escaneos independientes y los datos generados fueron registrados 

en una base de datos. Los datos obtenidos se expresaron como tejido magro y tejido 

graso. El estudio ocupa aproximadamente 3 min por cada rata. Previo al escaneo 

de los animales experimentales el equipo se calibró una muestra conocida de aceite 

de canola como control de calidad y se pesaron las ratas a estudiar para conocer 

su peso corporal (Castro-Rodríguez et al., 2020). 

7.7 Eutanasia y disección de cerebro 

Una semana después de finalizar las pruebas conductuales se dio eutanasia a las 

ratas. Después de 8 h de ayuno, los animales fueron pesados e inmediatamente se 

procedió a la anestesia con SOFLORAN®VET (isoflurano, 100%) por vía inhalada 

a 3% hasta no presentar respuesta a estimulo doloroso del animal. A continuación, 

se realizó a una abdominotoracotomía previa asepsia y antisepsia, con posterior 

corte de la vena cava inferior y recolección de sangre. Enseguida se extrajo el 

cerebro por decapitación y subsiguiente craniectomía total. Se extrajo el cerebro 

para diseccionar el hipocampo y CPF con modificaciones de un protocolo reportado 

(Spijker, 2011). Se disecó hipocampo y la CPF. Los tejidos fueron almacenados a -

70°C para su posterior análisis. 

De manera simultánea se diseccionó tejido graso retroperitoneal, gonadal, 

mesentérico, pancreático y retroesternal, seguido del registro de su peso, para 

después calcular el índice de adiposidad con la fórmula: peso de grasa total / peso 
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del animal * 100 (Leopoldo et al., 2016). Los restos biológicos se manejaron de 

acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-20022. 

 

7.8 Determinación de corticosterona  

Principio: 

La corticosterona se determinó por la técnica de ensayo inmunoabsorbente ligado 

a enzimas (ELISA) donde: la superficie de los pocillos se recubre con el anticuerpo 

específico a corticosterona (fase sólida). Se coloca una cantidad determinada de la 

muestra a medir y el antígeno marcado con enzimas se colocan en el pozo de 

manera simultánea, ambas compiten entre sí para unirse al anticuerpo los pozos. 

Después de la adición de la solución de sustrato, la concentración de corticosterona 

es inversamente proporcional a la densidad óptica medida (Aydin, 2015). 

 

Esquema del ELISA de unión competitivo. Se presenta la reacción antígeno-anticuerpo, entre el 
anticuerpo específico y el antígeno marcado y no marcado, los cuales compiten por los sitios de 
unión. 

Procedimiento: 

Las concentraciones séricas de corticosterona se determinaron mediante ELISA en 

fase sólida, utilizando un estuche comercial para ratas, Corticosterone rat/mouse 

ELISA (Demeditec Diagnostics GmbH Cat. No. DEV9922). La variabilidad intra e 

inter-ensayo fueron <6% y <7% respectivamente. La cantidad de suero utilizado 

 
2 Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, protección ambiental - salud ambiental - 
residuos peligrosos biológico-infecciosos - clasificación y especificaciones de manejo. 
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para la determinación fue de 50 µl por duplicado. La absorbancia se determina a 

450 nm por 15 min (Zambrano et al., 2020). 

7.9 Determinación de ACTH 

Principio: 

Método de inmunoquimioluminiscencia, que consiste en una perla recubierta de 

anticuerpos específicos a ACTH, los sitios son ocupados por la hormona. Se 

adiciona un anticuerpo con sustrato quimioluminescente (unión anticuerpo-

anticuerpo) que al regresar a su estado constitutivo emite luz. La cantidad de luz 

emitida es inversamente proporcional a la concentración de la muestra (Fereja et 

al., 2013). 

 

Esquema del inmunoquimioluminiscencia. Se presenta la reacción anticuerpo-anticuerpo con 
sustrato quimioluminiscente uniéndose a los sitios no ocupados por el antígeno. El sustrato al 
regresar a su estado constitutivo emite luz. 

Procedimiento: 

La ACTH se determinó mediante el ensayo de quimiluminisencia utilizando un 

estuche comercial (Siemens 06601153 IMMULITE® Cat. No. LKAC5). La 

variabilidad intra e inter-ensayo fue de <8.4% y <9.2% respectivamente. El Kit se 

utilizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante y las muestras se midieron 

por duplicado. La cantidad de plasma utilizada para la determinación fue de 50 µl. 
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La concentración se determina por cuentas por segundo (CPS) siendo 

inversamente proporcional a la concentración de la muestra (Allende et al., 2004). 

7.10 Biomarcadores de estrés oxidante 

Para la evaluación de los biomarcadores de estrés en las muestras biológicas en 

particular el tejido cerebral se procesó de la siguiente manera: se pesó 0.1 g del 

hipocampo y CPF respectivamente, se colocaron en tubos de tipo Eppendorf de 1.5 

ml, se adicionó 1 ml de solución salina (NaCl 0.9%) a 4°C y mantenidos en hielo. 

Las muestras se homogenizaron con un homogenizador mini motorizado con pistilo 

de teflón (DWK Life Sciences; No. Cat. SCERSP749540-0000) este proceso se 

realizó todo en frio. Posteriormente se hicieron alícuotas, las cuales se almacenaron 

a -70°C, para la posterior cuantificación de proteína por método de Bradford y la 

determinación de biomarcadores ERO y enzimas antioxidantes. La determinación 

de lipoperoxidación se realizó al momento de la homogeneización (Rodríguez-

González et al., 2015; Rodríguez-González et al., 2019; Vega et al., 2015). 

7.10.1 Cuantificación de proteína por método de Bradford 

Principio: 

Método colorimétrico para determinar la cuantificación de proteínas, por medio de 

la variación de absorbancia producida por el cambio de color. El reactivo principal 

es el reactivo de Bradford el cual se prepara con el colorante azul brillante de 

Coomassie G-250, reacciona con los residuos de aminoácidos básicos y 

aromáticos. Este compuesto tiene la propiedad de presentarse en dos formas con 

colores diferentes, rojo y azul; la forma roja se convierte a azul cuando el colorante 

se une a la proteína. Esta unión provoca un desplazamiento en el máximo de 

absorción del colorante de 465 nm a 595 nm, lo que se mide es el aumento de la 

absorbancia a 595 nm (Bradford, 1976). 
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Procedimiento: 

Se preparó una muestra de 1:5 del reactivo de Bradford (Bio Rad, No. Cat. 500-

006), y una dilución 1:20 de las muestras de tejido cerebral (hipocampo y CPF). A 

continuación, se colocaron 5 µl de la dilución de la muestra por duplicado en placa 

de 96 pozos, junto con las muestras se colocaron los puntos de la curva estándar 

con albumina de suero bovino (ASB) con concentraciones de 0-12.5 µg/ml. Se 

adicionaron 200 µl de reactivo de Bradford dejándose incubar durante 5 min a 

temperatura ambiente (TA). La placa se leyó a 595 nm en lector multifuncional 

(Sinergy HT, BIOTEK). 

7.10.2 Lipoperoxidación por TBARS  

Principio:  

Es un método indirecto que, detecta productos de peroxidación lipídica, el ácido 

tiobarbitúrico (TBA, por sus siglas en inglés) reacciona con una serie de compuestos 

diferentes, por lo que su reacción se denomina TBARS (sustancias reactivas del 

ácido tiobarbitúrico). Dos moléculas de TBA reaccionan con una molécula de MDA 

para generar un cromóforo que se absorbe a 532-535 nm. La absorbancia del 

producto de reacción se refiere al aducto de MDA, 4-hidroxi-2-nonenal y acroleína 

(Devasagayam et al., 2003). 

Reacción (1): 
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Procedimiento:  

El suero y el tejido homogenizado se analizaron por duplicado. Las muestras se 

mezclaron con el reactivo TBA (ácido tricloroacético [TCA] –ácido tiobarbitúrico 

[TBA]-HCl [15%, w / v ATC; 0.375%, w / v TBA; HCl 0.25 N]). Para evitar la oxidación 

de la muestra y la generación de ERO por el método, se adicionó 5 µl del 

antioxidante butil-hidroxi-toluenio (BHT) a una concentración de 6.25 x 10-3 g/ml. La 

solución se incubó durante 1 h a 50°C. A continuación, se sometió a choque térmico 

a 4°C por 5 min, se centrifugaron a 8,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 

min a 4°C y se recuperó el sobrenadante (250 µl para suero y 180 µl para el tejido 

homogenizado) colocándose en placa de 96 pozos sobre cama de hielo. La 

absorbancia del sobrenadante se determinó a 532nm. Las concentraciones de 

TBARS de la muestra se calculó como el coeficiente de extinción de 1.56 x 105 . M-

1 . cm-1. Los datos del tejido se normalizaron con la concentración de proteínas para 

cada muestra (Rodríguez-González et al., 2015; Rodríguez-González et al., 2019; 

Vega et al., 2015). 

7.10.3 Especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Principio:  

La 2’,7’-dicloro-dihidro-fluoresceína diacetato (DCF-DA) es un compuesto no 

fluorescente que atraviesa las membranas celulares. Después es hidrolizada por las 

enzimas esterasas intracelulares a 2’,7’-dicloro-dihidrofluoresceína (DCFH). En 

presencia de ERO (H2O2, OH. y oxígeno singlete), se oxida a 2’,7’- 

diclorofluoresceína (DCF) que es un compuesto altamente fluorescente. La 

fluorescencia intracelular de la DFC permite cuantificar la formación de ERO, ya que 

la intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de 

radicales libres producidos (Chen et al., 2010). 
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Reacción (2): 

 

 

Procedimiento: 

Para este ensayo, se prepararon dos buffers de TRIS-HEPES en proporciones 18:1 

y 9:1 (v/v) respectivamente. También, se preparó una solución stock para la curva 

estándar, en un tubo tipo Eppendorf cubierto con aluminio el cual contenía 4.0121 

mg de DCF en 1 ml de metanol grado HPLC (MetOH-HPLC), los puntos de la curva 

se prepararon hasta el final. Para las muestras se preparó un stock de DCF-DA 

(4.87 mg/ 1 ml de MetOH-HPLC) cubierto de la luz, previo al análisis se hizo una 

dilución 1:20 (DCF-AC 2) de la cual se tomaron 600 µl y se agregaron 5.4 ml de 

buffer 18:1 (DCF-AC 3). 

Para este ensayo las alícuotas aisladas del homogenizado total se cubrieron 

totalmente de la luz. Se centrifugaron a 8,000 rpm durante 15 min a 4°C y se obtuvo 

el sobrenadante, se tomaron 5 µl de cada muestra por duplicado y se colocaron en 

una placa negra de 96 pozos que se encontraba en cama de hielo. Se añadió 145 

µl del buffer 18:1 y 50 µl de DCF-AC 3. La placa se incubó en un espectrofotómetro 

a una emisión de 480 nm y una extinción de 525 nm durante 1 h a 37°C. Junto con 

las muestras se colocaron también los puntos de la curva estándar. Los datos 

obtenidos se normalizaron con la concentración de proteínas para cada muestra 
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(Rodríguez-González et al., 2015; Rodríguez-González et al., 2019; Vega et al., 

2015). 

7.10.4 Superóxido dismutasa (SOD) 

Principio:  

La función de la SOD es acelerar la dismutación del radical O2
•−, producido durante 

un proceso oxidante energético, generando H2O2 y O2. Se emplea el método de 

Xantina-Xantina oxidasa (X-XO) para formar radicales O2
•−, los cuales reaccionan 

con el cloruro de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil-tetrazolio (INT), para formar 

el rojo de formazán. La actividad de la SOD se expresa en relación del grado de 

inhibición de esta reacción. 

 

Reacción (3): 

 

Procedimiento: 

Para su medición se utilizó el estuche comercial RANSOD de RANDOX (Cat No. 

SD 125), reconstituyéndose los viales R1, XOD y CAL del KIT, según lo indica el 

inserto del mismo. Para este ensayo se tomaron alícuotas del homogenizado total 

de cada muestra centrifugaron a 8,000 rpm, durante 15 min a 4°C para el ensayo. 

Se preparó una cama de hielo y se colocó la placa de 96 pozos, por duplicado 7 µl 

de sobrenadante y se adicionaron 250 µl de R1 y 37.5 µl de XOD. La placa se leyó 
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en un espectrofotómetro a 505 nm a una temperatura de 37°C durante tres min 

tomando lecturas a los 30 segundos y posteriormente cada minuto hasta los 3 min. 

Junto con las muestras, se colocaron también los puntos de la curva estándar del 

kit. Los datos obtenidos fueron normalizados con la concentración de proteínas de 

la muestra (Rodríguez-González et al., 2015; Rodríguez-González et al., 2019; 

Vega et al., 2015). 

7.10.5 Glutatión peroxidasa (GPx) 

Principio:  

Esta enzima cataliza la oxidación del glutatión por medio del hidróxido de cumeno; 

en presencia de glutatión reductasa y de NADPH. El glutatión oxidado es 

inmediatamente convertido a su forma reducida a la par que es reducido NADPH a 

NADP+. Esta reacción se mide con la disminución en la absorbancia del NADPH 

con respecto al tiempo.  

Reacción (4): 

 

Procedimiento:  

Para determinar la GPx se utilizó el estuche comercial RANSEL de RANDOX (Cat. 

No. RS504), los viales R1 y R2 se reconstituyeron según el inserto. Para este 

ensayo se tomaron alícuotas del homogenizado total de cada muestra y se 
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mantuvieron a en hielo, se centrifugarán a 8,000 rpm durante 15 min a 4°C. Se 

recuperó el sobrenadante para el ensayo se colocó en placa de 96 pozos en una 

cama de hielo, por duplicado se pipetearon 7 µl de sobrenadante y se adicionaron 

350 µl de R1 y 14 µl de R2. La placa se incubó a 37°C en un espectrofotómetro a 

340 nm durante 3 min. Las lecturas se tomarán al tiempo cero, 1, 2 y 3 min 

(Rodríguez-González et al., 2015; Rodríguez-González et al., 2019; Vega et al., 

2015). 

7.10.6 Catalasa (CAT)  

Principio:  

La CAT cataliza la descomposición del peróxido de H2O2 en agua y O2. Este método 

se basa en la medición del sustrato H2O2 que queda después de la acción 

de la catalasa (Aebi, 1984). 

Reacción (5): 

 

Procedimiento:  

Se preparó un stock madre (1) de H2O2: 100 µl de H2O2 [301.3 mM] y 99.9 ml de 

agua bidestilada (MilliQ) para una concentración final de 0.3 mM, y un buffer de 

fosfato potásico (KPBS) 0.2 M y pH de 7.0, preparado con agua bidestilada (MilliQ), 

ambos preservados en hielo. Posteriormente se realizó el medio de reacción (MRe), 

con 4 ml del stock 1 y 96 ml de KBPS para una concentración final de 12 µM de 

H2O2. Para este ensayo se tomaron 50 µl del homogenizado total de cada muestra 

y se colocaron a 4°C, se centrifugaron a 8,000 rpm durante 15 min a 4°C, se 

recuperó el sobrenadante, al tiempo se colocó una placa de 96 pozos sobre cama 

de hielo, por duplicado se pipetearon 10 µl del sobrenadante adicionando 250 µl de 
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MRe. La placa se leyó en un espectrofotómetro a 240 nm a TA por 3 min tomado 

lecturas a los 30 segundos, 1, 2 y 3 min. Los datos se calcularon con la fórmula:  

Actividad de catalasa =
Δabs ∗ dil ∗ (Vol total/Vol de muestra)

𝜉 ∗ 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎
 

donde ξ coeficiente de extinción molar (ξ= 39.4 mM-1.cm-1). Los datos obtenidos 

fueron normalizados con la concentración de proteína para cada muestra 

(Rodríguez-González et al., 2015; Rodríguez-González et al., 2019; Vega et al., 

2015). 

7.11 Análisis de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

en tiempo real con transcripción inversa (RT-qPCR) 

El RNA total fue aislado de las regiones cerebrales a analizar (Hipocampo y CPF) 

de acuerdo con las instrucciones del reactivo TRIzol (InvitrogenTM). El ADNc se  

obtuvo mediante transcripción inversa de ARN total tratado con ADNasa (1–3 μg) 

con el Kit de Transcriptor de síntesis de ADNc de cadena simple (Roche Diagnostics 

Cat. No. 04 379 012 001). El análisis de PCR cuantitativo se realizó empleando el 

instrumento LightCycler® 480 Instrument II, 96-well qPCR en tiempo real de Roche 

(Cat. No. 05 015 278 001). Fue medida la expresión génica de las enzimas 

antioxidantes (SOD-1, GPx-4 y CAT), así como el receptor a glucocorticoides (RG). 

La lista de secuencias de cebadores utilizadas para el análisis de RT-PCR en este 

estudio se muestra en la Tabla 5. Los resultados fueron normalizados a la expresión 

de L32 utilizando el método ΔΔCt (Castro-Rodríguez et al., 2020). 

Tabla 5. Cebadores utilizados en análisis de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en 
tiempo real con transcripción inversa (RT-qPCR) 

GEN SECUENCIA DIRECTA SECUENCIA REVERSA 

L-32 5’-GCTGCCATCTGTTTTACGG-3’ 5’-TGACTGGTGCCTGATGAACT-3’ 

SOD-1 5’-GGTCCAGCGGATGAAGAG-3’ 5’-GGACACATTGGCCACACC-3’ 

GPx-4 5’-TGGGAAATGCCATCAAATG-3’ 5’-CGGCAGGTTCTCTATCA-3’ 

CAT 5’-AATGAAGACAACGTCACTCAGG-3’ 5’-TGTTCTCACACAGGCGTTTC-3’ 

RG 5’-GTGCTGACATGTGGAAGCTG-3’ 5’-CAATCGTTTCTTCCAGCACA-3’ 
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8. Análisis estadístico 

Todos los datos se expresan como la media ± error estándar (EE), con 10 animales 

(n=10) por grupo experimental (dieta). Los niveles de significancia se consideraron 

con un valor p ≤0.05 La normalidad y homocedastistidad fueron evaluados por la 

prueba de Kolmogorv-Smirnov y Levene respectivamente. 

El análisis se realizó utilizando el software de SigmaStat 3.5. Los datos fueron 

comparados con la prueba estadística de t-student (datos paramétricos), en caso 

de que los datos no pasen prueba de normalidad se utilizó la prueba U de Mann 

Whitney (no paramétrica).  

Para un análisis más completo, se realizó una correlación entre los 

parámetros oxidantes, distribución grasa y concentraciones de hormonas esteroides 

usando la correlación de Pearson (de no pasar la prueba de normalidad se realizó 

una correlación de Spearman). Estos datos fueron presentados como una matriz de 

correlación donde el color azul y su intensidad indican correlaciones positivas 

(directamente proporcionales), y el color rojo y su intensidad indican relaciones 

negativas (inversamente proporcionales). 
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9. Resultados 

9.1 Ganancia de peso 

En la Figura 5, se muestra la ganancia de peso corporal semanal de las crías macho 

durante 20 semanas a partir del destete (21 días). Al inicio del experimento, no se 

encontraron diferencias significativas entre los dos grupos experimentales [t=-0.8, 

p=0.83; DC: 65.3 ± 0.9 g; DAGAF: 68 ± 3.3 g]. Sin embargo, a partir de la cuarta 

semana hasta el final del estudio el grupo DAGAF mostró una ganancia de peso 

mayor en comparación con el grupo DC. En la semana 20, final del experimento, el 

grupo DAGAF fue estadísticamente diferente con respecto al Control [UMW=8, 

p=0.002; DC: 630.4 ± 16.1 g; DAGAF: 722 ± 18.4 g]. 

  

Figura 5. Ganancia de peso de ratas macho alimentadas con DC y DAGAF, desde el destete hasta 
el final del experimento (edad 21d-161d). Datos expresados como media ± EE, DC n=10, DAGAF 
n=10; p<0.05 * vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 

9.2 Ingesta de alimento y calórica 

En la Figura 6, se muestra la ingesta diaria, que se realizó durante 12 días previos 

a finalizar el estudio, donde se muestra que el grupo DAGAF tuvo una ingesta menor 

que el grupo DC en todos los días evaluados [p<0.0001; DC: 37.17 ± 3.2 g; DAGAF: 

23.89 ± 0.3 g], reflejándose este mismo comportamiento en la ingesta total (Figura 

7A) [t=0.7, p < 0.0001; DC: 446 ± 13.5 g; DAGAF: 286.7 ± 9.1 g]. En la Figura 7B se 
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ilustra el consumo calórico total por rata para los dos grupos, se observa que el 

grupo DAGAF, al igual que en los resultados previos, tuvo una ingesta calórica 

menor [F (3.855, 69.39) = 4.606, p=0.002; DC: 1375 ± 34.49 kcal; DAGAF: 1147.1 ± 

18.26 kcal]. 

 

Figura 6. Ingesta diaria (12 días) de los grupos DC y DAGAF. Datos expresados como media ± EE; 
DC n=10, DAGAF n=10; p<0.05 * vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en 
fructosa. 

 

   

Figura 7. Ingesta alimenticia y calórica total de los grupos DC y DAGAF (edad: 161d-172d). A) 
Ingesta alimenticia total, gramos de alimento ingeridos por rata durante 12 días. B) Ingesta calórica 
por gramo de dieta total, calorías ingeridas por rata durante 12 días. Datos expresados como media 
± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta 
en fructosa. 
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9.3 Evaluación de memoria  

La evaluación de memoria de reconocimiento (RON/RNL) se llevó a cabo en 5 

fases: habituación (3 d), familiarización, memoria a corto plazo (2 h), memoria a 

largo plazo (24 h) y memoria a largo plazo tardía (7d). En la Figura 8, se muestra 

los resultados obtenidos de a fase de habituación, en la cual no se observaron 

diferencias en la distancia recorrida entre los dos grupos [F (1.703, 30.66)= 0.4; Día 1: 

p=0.96; DC: 21.58 ± 2.5 m; DAGAF: 20.45 ± 1.8 m; Día 2: p=0.90; DC: 19.1 ± 2.2 

m, DAGAF: 21.0 ± 2.5 m; Día 3: p=0.8; DC: 22.2 ± 4.2; DAGAF: 18.6 ± 1.4]. Durante 

la fase de familiarización (Figura 9), en la cual se presentaron dos objetos idénticos 

(Objeto A y A’), no hubo preferencia por ninguno de los dos objetos en ambos grupos 

[t=1.4, p=0.3; DC: Objeto A: 14.5 ± 2.0, Objeto A’: 18.5 ± 3.3; t=0.3, p=0.7; DAGAF 

Objeto A: 30 ± 3.8, Objeto A’: 31.9 ± 3.5]. 

 

Figura 8. Evaluación de la fase de habituación de los grupos DC y DAGAF (edad: 161d-163d): 
campo abierto. Distancia recorrida (m). Datos expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; 
p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 
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Figura 9. Fase de familiarización o etapa de entrenamiento en donde se presentaron dos objetos 
iguales a las ratas experimentales. Tiempo de interacción del grupo DC y DAGAF (edad: 164d) con 
cada objeto. Datos expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: 
Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 

 

Los resultados de la fase de memoria a corto plazo se muestran en la Figura 

10. Se encontraron diferencias estadísticas en el tiempo de interacción con el objeto 

novedoso de nueva localización (objeto B) en el grupo DC, sin cambios en el 

DAGAF [DC: UMW=21, p=0.01; Objeto A’: 21.6 ± 4.1 vs Objeto B: 36 ± 3.5; DAGAF: 

t= 0.3, p=0.7; Objeto A’: 52.17 ± 8.2 vs Objeto B: 478.87 ± 7.4] (Figura 10A). De 

igual manera, el índice de discriminación [t= 2.3, p=0.02; DC: 0.31 ± 0.1; DAGAF: -

0.03 ± 0.1] y el índice de reconocimiento [t=2.3, p=0.02; DC: 0.65 ± 0.05; 0.48 ± 

0.05] fueron menores en el grupo DAGAF (Figura 10B y 10C).  
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Figura 10. Fase de evaluación de memoria de corto plazo de los grupos DC y DAGAF (edad: 164d). 
A) Tiempo de interacción con cada objeto. B) Índice de discriminación. C) Índice de reconocimiento. 
Datos expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05+ vs objeto familiar; p <0.05* 
vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 

En la Figura 11, se muestran los resultados de la evaluación de la memoria 

a largo plazo temprano. El tiempo de interacción con los objetos se muestra en la 

Figura 11A, mostrándose en el grupo DC mayor preferencia por el objeto novedoso 

con nueva localización (objeto C) [t=3.5, p=0.002; Familiar: 27.5 ± 3.8 vs Novedoso: 

45.7 ± 3.5], sin cambios en el grupo DAGAF [t=1, p=0.3; Familiar: 53.1 ± 5.5 vs 

Novedoso: 45.4 ± 5.2]. El índice de discriminación (Figura 11B) fue menor en el 

grupo DAGAF en comparación al DC [t=3.9, p=0.001; DC: 0.26 ± 0.05; DAGAF: -

0.07 ± 0.06]. Este mismo comportamiento se mantuvo en el índice de 

reconocimiento [t=3.9, p=0.0008; DC: 0.63 ± 0.02; DAGAF: -0.46 ± 0.03]. 
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Figura 11. Fase de evaluación de memoria de largo plazo temprano de los grupos DC y DAGAF 
(edad: 165d). A) Tiempo de interacción con cada objeto. B) Índice de discriminación. C) Índice de 
reconocimiento. Datos expresados como media ± EE.; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05+ vs objeto 
familiar; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 

En la Figura 12, se muestran los resultados de la evaluación de la memoria 

a largo plazo tardía. El tiempo de interacción con los objetos se muestra en la Figura 

12A, mostrándose en el grupo DC mayor preferencia por el objeto novedoso con 

nueva localización (objeto D) [t=2.6, p=0.01; Familiar: 27.2 ± 4 vs Novedoso: 44.2 ± 

5], sin preferencia por algún objeto en el grupo DAGAF [t=1.1, p=0.2; Familiar: 46.08 

± 6.7 vs Novedoso: 35.9 ± 6]. El índice de discriminación (Figura 12B) muestra que 

el grupo DAGAF fue menor en comparación con DC [t=2.7, p=0.01; DC: 0.22 ± 0.09; 

DAGAF: -0.15 ± 0.09]. Este mismo comportamiento se mantuvo en el índice de 

reconocimiento (Figura 12C) [t=2.7, p=0.01; DC: 0.61 ± 0.04; DAGAF: 0.42 ± 0.04]. 
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Figura 12. Fase de evaluación de memoria de largo plazo tardía de los grupos DC y DAGAF (edad: 
172d). A) Tiempo de interacción con cada objeto. B) Índice de discriminación. C) Índice de 
reconocimiento. Datos expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05+ vs objeto 
familiar; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa.  

9.4 Composición corporal por resonancia magnética (RM) 

Al término de la evaluación de memoria de reconocimiento, se realizó una medición 

de composición corporal por RM a los animales. La Figura 13 muestra los resultados 

obtenidos, previo a la medición por RM las ratas fueron pesadas, el peso del grupo 

DAGAF (Figura 13A), fue significativamente mayor con respecto al DC [t=3.4, 

p=0.003; DC: 630.6 ± 16.15; DAGAF: 718.6 ± 20.13]. El porcentaje de tejido graso 

(Figura 13B) fue mayor en el grupo DAGAF con respecto al DC [t=4.8, p=0.0002; 

DC: 22.33 ± 1.2; DAGAF: 30.22 ± 1]. Mientras que el porcentaje de tejido magro en 
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el grupo DAGAF tuvo un comportamiento inverso, siendo menor que en el grupo DC 

[t=3.6, p=0.002; DC: 66.35 ± 2.1; DAGAF: 56.52 ± 1.4] 

   

  

Figura 13. Resultados de RM ratas macho alimentadas con dieta DC y DAGAF (173d). A) Peso 
corporal B) % tejido graso. C) % tejido magro. Datos expresados como media ± EE; DC n=10, 
DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. RM: 
resonancia magnética. 

9.5 Peso corporal, grasa total e índice de adiposidad  

La Figura 14, muestra el peso corporal, grasa total e índice de adiposidad (IA) al día 

de la eutanasia. En la Figura 14A, se observa que el grupo DAGAF tuvo un peso 

mayor con respecto al grupo DC [t=3.9, p=0.001; 663.7 ± 17.6; DAGAF: 765.7 ± 

20.0]. La grasa total (Figura 14B) en el grupo DAGAF fue mayor [t=4.1, p=0.0007; 
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DC: 59.5 ± 5.6; DAGAF: 89.9 ± 4.7]. Por último, el IA se muestra en la Figura 14C, 

fue estadísticamente mayor en el grupo experimental que en el DC 

[t=3.8, p=0.001; DC: 8.848 ± 0.6; DAGF: 11.71 ± 0.4463]. 

  

  

Figura 14. Mediciones morfométricas de grupos DC y DAGAF. A) Peso B) Grasa total C) Índice de 
adiposidad. Datos expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: Dieta 
control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 

 

La Tabla 6, muestra la distribución de la grasa de los grupos experimentales, 

es decir el peso de cada región al día de la eutanasia. Se observa que el peso de 

las grasas del grupo DAGAF en fue mayor en comparación con el grupo DC (grasa 

retroesternal [UMW=10, p=0.001], grasa retroperitoneal [t=4.3, p=0.0005], gonadal 

[t=3.2, p=0.001] y mesentérica [UMW=2, p=0.03]) a expencion de la peripancreática 

[t=2.1, p=0.048]).  
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Tabla 6. Distribución de grasa extraída durante la disección de grupos DC y DAGAF (edad: 174d-

179d). 

 DC DAGAF 

Grasa retroesternal (g) 0.88 ± 0.2 1.8 ± 0.3 * 

Grasa retroperitoneal (g) 26.7 ± 2.6 45.3 ± 3.4 * 

Grasa gonadal (g) 18.8 ± 1.8 25.5 ± 0.9 * 

Grasa mesentérica (g) 8.9 ± 1.0 11.7 ± 0.6 * 

Grasa peripancreática (g) 4.0 ± 0.4 5.5 ± 0.5  

Los datos se presentan en medias ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. 
DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. g: gramos. 

9.6 ACTH y corticosterona 

En la Figura 15 se muestra la concentración sérica de ACTH y corticoesterona en 

ambos grupos. El análisis con t-student, mostró un incremento en el grupo DAGAF 

de la concentración sérica de ACTH [UMW=8, p=0.002; DC: 229.2 ± 23.9; DAGAF: 

443.8 ± 53.8], así como de corticosterona [t=3.9, p=0.002; DC: 191.6 ± 16.5; 

DAGAF: 427.5 ± 62.6] con respecto al DC. 

 

Figura 15. Hormonas del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal de grupos DC y DAGAF (edad: 174d-
179d). A) Concentración de ACTH (pg/ml). B) Concentración de corticosterona (ng/ml). Datos 
expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: 
Dieta alta en grasa alta en fructosa. pg: picogramos. ng: nanogramos. ml: mililitros 
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9.7 Biomacadores de estrés oxidante 

9.7.1 Concentración de TBARS en suero 

El grupo DAGAF presentó una concentración mayor de TBARS por con respecto a 

la DC [t=2.7, p=0.02; DC: 208.8 ± 13.1; DAGAF: 356.1 ± 53.1], como se observa en 

la Figura 16. 

  

Figura 16. Concentración de TBARS en suero de grupos DC y DAGAF (edad: 174d-179d) 
expresados en nmol de TBARS/100µl. Datos expresados como media ± EE; DC n=10, DAGAF n=10; 
p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. TBARS: sustancias 
reactivas a acido tiobarbiturico. nmol: nanomoles.  

9.7.2 TBARS en hipocampo y corteza prefrontal (CPF) 

La Figura 17 muestra concentración de TBARS en tejido cerebral, en el grupo 

DAGAF fue mayor significativamente comparado con lo obtenido en el grupo DC, 

[t=4.4, p=0.0008; DC: 14.96 ± 1.1; DAGAF: 22.19 ± 1.1; para hipocampo (Figura 

17A) y [t=2.6, p=0.004; DC: 69.92 ± 2.7; DAGAF: 99.25 ± 10.8 para CPF (Figura 

17B)]. 
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Figura 17. Concentración de TBARS hipocampo (A) y CPF (B) de grupos DC y DAGAF (edad: 174d-
179d). Datos expresados como media ± EE; DC n=7, DAGAF n=7; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. 
DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. nmol: nanomoles. mg: miligramos. 

9.7.3 Especies reactivas de oxígeno en hipocampo y CPF 

Los resultados de la determinación de la concentración de ERO en hipocampo, se 

presentan en la Figura 18A, donde se observó un incremento significativo en el 

grupo DAGAF con respecto al grupo DC [t=3.3, p= 0.004; DC: 11.61 ± 1.1; DAGAF: 

17 ± 0.9]. Del mismo modo la concentración de ERO en la CPF (Figura 18B) fue 

mayor en el grupo DAGAF que el en grupo DC [t=6.6, p= <0.0001; DC: 5.82 ± 0.5; 

DAGAF: 10.40 ± 0.5]. 

 

Figura 18. Concentración de ERO en hipocampo (A) y CPF (B) de los grupos DC y DAGAF (edad: 
174d-179d). Datos expresados como media ± EE; DC n=7, DAGAF n=7; p <0.05* vs DC. DC: Dieta 
control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. nmol: nanomoles. mg: miligramos. ERO: 
especies reactivas de oxígeno. 
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9.7.4 Enzimas antioxidantes hipocampo 

El análisis de la actividad antioxidante en hipocampo se muestra en la Figura 19. La 

actividad de las enzimas SOD [t=2.3, p=0.04; DC: 19.38 ± 1.1; DAGAF: 24.36 ± 1.8] 

y GPx [t=4.6, p=0.003; DC: 22.39 ± 0.96; DAGAF: 44.98 ± 4.8] se elevó 

significativamente en el grupo DAGAF con respecto al grupo control (Figura 19A y 

B). Sin embargo, la catalasa [t=0.1, p=0.9; DC: 1.10 ± 0.19; DAGAF: 1.14 ± 0.24] no 

mostró cambios entre ambos grupos experimentales (Figura 19C).  

 

Figura 19. Actividad de enzimas antioxidantes en hipocampo de grupos DC y DAGAF (edad: 174d-
179d). A) SOD B) GPx C) CAT. Datos expresados como media ± EE; DC n=7, DAGAF n=7; p <0.05 
* vs DC. DC: dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. SOD: superóxido dismutasa. 
GPx: glutatión peroxidasa. 
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9.7.5 Enzimas antioxidantes CPF 

En cuanto a la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT en CPF 

(Figura 20), fue mayor significativamente en el grupo DAGAF que el grupo DC 

[SOD: t=2.3, p=0.04; DC: 14.40 ± 1.17; DAGAF: t=20.45 ± 2.368; GPx: t=3.8, 

p=0.006; DC: 23.14 ± 1.068; DAGAF: 36.12 ± 3.229; CAT: t=2, p=0.04; DC: 0.62 ± 

0.08; DAGAF: 1.10 ± 0.2236]. 

 

 

Figura 20. Actividad de enzimas antioxidantes en CPF de los grupos DC y DAGAF (edad: 174d-
179d). A) SOD. B) GPx. C) CAT. Datos expresados como media ± EE; DC n=7, DAGAF n=7; p <0.05* 
vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en fructosa. 
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9.8 Expresión génica  

9.8.1  Expresión génica hipocampo 

La expresión de SOD-1 y CAT fue elevada en el grupo DAGAF [SOD-1: UMW=0, 

p=0.0002; DC: 1 ± 0.34; DAGAF: 8.3 ± 1.3; CAT: t=2.4, p=0.04; DC: 1 ± 0.08; 

DAGAF: 17.4 ± 2.8] (Figura 22A y C). Mientras que la expresión de GPx-4 

normalizada con la de L-32 no tubo diferencias entre los dos grupos [t=0.3, p=0.75; 

DC: 1 ± 0.07; DAGAF: 1.04 ± 0.11] (Figura 22B). Por último, en la figura 22D se 

grafica la expresión génica para RG [UMW=4, p=0.01; DC: 1 ± 0.1; DAGAF: 2.08 ± 

0.3], encontrándose un incremento en DAGAF con respecto a DC. 

 

  

Figura 21. Expresión génica de hipocampo normalizada a la expresión de L32 utilizando el método 
ΔΔCt, de los grupos DC y DAGAF (edad: 174d-179d). A) SOD-1. B) GPx-4. C) CAT. D) RG. Datos 
expresados como media ± EE; DC n=8, DAGAF n=8; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: 
Dieta alta en grasa alta en fructosa. 
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9.8.2 Expresión génica CPF 

A diferencia del hipocampo, la expresión de SOD-1 y GPx-4 en CPF esta disminuida 

con respecto al grupo DC [SOD-1: t=3.9, p=0.001; DC: 1 ± 0.04; DAGAF: 0.7 ± 0.05; 

GPx-4: UMW=0, p=0.0002; DC: 1 ± 0.1; DAGAF: 0.9 ± 0.02] (Figura 23A y B); pero 

la expresión de CAT en CPF, al igual que en hipocampo, fue elevada en el grupo 

DAGAF [t=4.3, p=0.003; DC: 1 ± 0.04; DAGAF: 1.4 ± 0.1] (Figura 23C). Con respecto 

al RG no se observaron cambios [t=0.2, p=0.7; DC: 1 ± 0.2; DAGAF: 0.96 ± 0.12]. 

 

Figura 22. Expresión génica de hipocampo normalizada a la expresión de L32 utilizando el método 
ΔΔCt, de los grupos DC y DAGAF (edad: 174d-179d). A) SOD-1. B) GPx-4. C) CAT. D) RG. Datos 
expresados como media ± EE; DC n=8, DAGAF n=8; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: 
Dieta alta en grasa alta en fructosa. 
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9.9 Correlaciones  

En la Figura 23, se muestran la matriz de correlaciones para el grupo DC como para 

el DAGAF y en la Tabla 7 se presentan el valor p y coeficiente de correlación para 

las correlaciones más importantes. 

Para la DAGAF se encontraron correlaciones directamente proporcionales 

(positivas) la actividad de enzimas antioxidantes del hipocampo con IDs e IRs (GPx 

vs ID 2h; GPx vs ID 7d; GPX vs IR 24h; SOD vs IR7d); la concentración de ERO 

con la cantidad de grasa, peso y expresión génica de la catalasa en CPF (ERO H 

vs grasa total; ERO H vs peso; ERO CPF vs peso; ERO CPF vs expresión génica 

de CAT); la expresión génica de RG con la de enzimas antioxidantes en hipocampo 

(expresión génica de RG vs expresión génica de GPx-4; expresión génica de RG vs 

expresión génica de CAT); la expresión génica de SOD en hipocampo con la grasa 

total y el tejido graso por RM; la actividad de SOD en hipocampo con la de CAT en 

CPF; la concentración de MDA en hipocampo y la de corticosterona sérica; y el I.A. 

con el peso. 

Por otro lado, presentaron correlaciones inversamente proporcionales entre: 

el IR a los 7 días con el IA; la concentración sérica de MDA con la actividad de SOD 

en hipocampo; la expresión génica de GPx-4 en CPF con ID 2h e IR 2h. 

En el grupo DC se encontraron correlaciones positivas entre la actividad de 

CAT en hipocampo con ID 2h e IR 2h. 

Mientras que las correlaciones negativas del grupo DC fueron: la actividad 

de la CAT en CPF con el ID7d e IR 7d; la expresión génica de enzimas antioxidantes 

con la corticosterona (SOD-1 en hipocampo vs corticosterona; GPx-4 en hipocampo 

vs corticosterona; CAT vs corticosterona); la expresión génica de SOD con la de 

GPX en CPF; la expresión génica de CAT en hipocampo con la concentración de 

MDA en CPF; la expresión génica de CAT en CPF con la grasa total; la expresión 

génica de RG en hipocampo con el tejido graso por RM; la expresión génica de RG 

en CPF con grasa total; el MDA en CPF con el peso; y la grasa total el tejido graso 

por RM. 
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Tabla 7. Correlaciones significativas de diversos parámetros evaluados. 

GRUPO   PARÁMETRO vs PARÁMETRO r p 

DAGAF 

GPx Hipocampo ID 24h 0.93 <0.001 

GPx Hipocampo ID 7d 0.93 <0.001 

GPx Hipocampo IR 24h 0.93 <0.001 

SOD Hipocampo IR 7d 0.89 <0.001 

CAT CPF IR 7d 0.96 <0.001 

GPx CPF EG ID 2h -0.75 0.02 

GPx CPF EG IR 2h -0.75 0.02 

SOD Hipocampo MDA Suero -0.8 0.02 

RG H EG GPx H EG 0.81 0.01 

RG H EG CAT H EG 0.81 0.01 

SOD H EG Grasa total 0.73 0.03 

SOD H EG TG RM 0.79 0.01 

ERO Hipocampo Grasa total 0.86 <0.001 

ERO Hipocampo Peso 0.96 <0.001 

ERO CPF CAT CPF EG 0.9 0.004 

ERO CPF   Peso 0.76 0.04 

MDA Hipocampo Corticosterona 0.91 0.004 

I.A. Peso 0.82 0.003 

ERO Hipocampo IR 7d -0.68 0.02 

DC 

CAT H ID 2h 0.75 0.03 

CAT H IR 2h 0.75 0.03 

CAT CPF ID 7d -0.75 0.03 

CAT CPF IR 7d -0.75 0.03 

SOD CPF EG GPx CPF EG -0.75 0.04 

Corticosterona SOD H EG -0.7 0.04 

Corticosterona GPX H EG 0.72 0.04 

Corticosterona CAT CPF EG -0.73 0.03 

Grasa total CAT CPF EG -0.75 0.03 

RG H EG TG RM 0.74 0.03 

RG CPF EG Grasa total -0.74 0.03 

MDA CPF Peso -0.85 0.02 

TG RM Grasa total -0.73 0.01 

r: coeficiente de correlación. p: valor p. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta en 
fructosa. ID 2h: Índice de discriminación 2h. IR 24h Índice de reconocimiento 24h. ID.7d: Índice de 
discriminación 7 días. IR 2h: Índice de reconocimiento 2h. ID 24h Índice de discriminación 24h. IR 
7d: Índice de discriminación 7 días. MDA CPF: Malondialdehido en corteza prefrontal. ERO CPF: 
Especies reactivas de oxígeno en corteza prefrontal. CAT CPF: Actividad de CAT en corteza 
prefrontal. I.A.: Índice de adiposidad TG RM: Tejido graso por resonancia magnética. SOD H EG: 
expresión génica de SOD-1 hipocampo. GPx.H.EG: expresión génica de GPx-4 hipocampo. 
CAT.H.EG: expresión génica de CAT hipocampo. RG.H.EG: expresión génica de RG hipocampo. 
SOD.CPF.EG: expresión génica de SOD-1 corteza prefrontal. GPx.CPF.EG: expresión génica de 
GPx-4 corteza prefrontal. CAT CPF EG: expresión génica de CAT corteza prefrontal. RG CPF EG: 
expresión génica de RG corteza prefrontal. 



 

   

Figura 23. Matriz de correlación de los diversos parámetros evaluados para los grupos DC y DAGAF. Se puede observar correlaciones negativas 
con color rojo y correlaciones positivas con color azul; DC n=10, DAGAF n=10; p <0.05* vs DC. DC: Dieta control. DAGAF: Dieta alta en grasa alta 
en fructosa. ID.2h: Índice de discriminación 2h. IR.24h Índice de reconocimiento 24h. ID.7d: Índice de discriminación 7 días. IR.2h: Índice de 
reconocimiento 2h. ID.24h Índice de discriminación 24h. IR.7d: Índice de discriminación 7 días. MDA.S: Malondialdehido en suero. MDA.H: 
Malondialdehido en hipocampo. ERO.H: Especies reactivas de oxígeno en hipocampo. SOD.H: Actividad de SOD en hipocampo. GPx.H: Actividad 
de GPx en hipocampo. CAT.H: Actividad de CAT en hipocampo MDA.CPF: Malondialdehido en corteza prefrontal. ERO.CPF: Especies reactivas 
de oxígeno en corteza prefrontal. SOD.CPF: Actividad de SOD en corteza prefrontal. GPx.CPF: Actividad de GPx en corteza prefrontal. CAT.CPF: 
Actividad de catalasa en corteza prefrontal. SOD.H.EG: expresión génica de SOD-1 hipocampo. GPx.H.EG: expresión génica de GPx-4 hipocampo. 
CAT.H.EG: expresión génica de CAT hipocampo. RG.H.EG: expresión génica de RG hipocampo. SOD.CPF.EG: expresión génica de SOD-1 corteza 
prefrontal. GPx.CPF.EG: expresión génica de GPx-4 corteza prefrontal. CAT.CPF.EG: expresión génica de CAT corteza prefrontal. RG.CPF.EG: 
expresión génica de RG corteza prefrontal. ACTH: Hormona adenocorticotropa. CORT: Corticosterona. GT: Tejido graso total. I.A.: Índice de 
adiposidad TG.RM: Tejido graso por resonancia magnética.TM.RM: Tejido graso por resonancia magnética. 5

5 
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10. Discusión 

Mediante el presente estudio, se investigó el papel del EO asociado a la obesidad y 

los déficits cognitivos en un modelo de DAGAF en roedores. En la obesidad inducida 

por DAGAF desde etapas tempranas del desarrollo, se produjo déficits en la MR 

evaluadas mediante la prueba RON/RNL, esto demostrado por disminución en los 

índices los índices de discriminación ID y el IR. Dichos déficits se relacionaron con 

un desequilibrio en el estado redox, así como el cambio en la expresión genética de 

las enzimas antioxidantes y el RG en hipocampo y la CPF.  

La prevalencia de la obesidad está aumentando a un ritmo sin precedentes 

en todo el mundo (Finucane et al., 2011). Así mismo, se sabe que la obesidad es 

un importante factor de riesgo de enfermedades crónicas como: resistencia a la 

insulina, hipertensión arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, algunos tipos de 

cánceres, desordenes musculoesqueléticos, patologías cardiovasculares, (Choi et 

al., 2020; de Mello et al., 2019) y múltiples trastornos neuropsiquiátricos (Castanon 

et al., 2014). Por su parte, la etiología de la obesidad es multifactorial (WHO, 2021; 

Zanini et al., 2017), siendo uno de los factores principales para su desarrollo el 

consumo de dietas altas en grasa y fructosa (DAGAF) (Conlon et al., 2013; Gomez-

Pinilla et al., 2021; Shamah et al., 2020), que tienen la capacidad de  desregular el 

control central entre el consumo y el gasto energético la cual está ligada a la 

presencia de alteraciones metabólicas (De Souza et al., 2005; Nabil et al., 2020). 

En el modelo utilizado en el presente trabajo, observamos que el consumo de la 

DAGAF desde etapas tempranas del desarrollo generó obesidad en las ratas 

experimentales demostrado por el aumento de peso, en conjunto con el incremento 

en el porcentaje de tejido graso.  

En el presente estudio la cantidad de alimento y kcal ingeridos por las ratas 

experimentales fueron menores que en las ratas con dieta control (DC), es decir, 

que la cantidad de energía consumida por las ratas obesas fue menor a los 

controles, pero ganaron mayor peso. Es sabido que dietas altas en grasa generan 

un desequilibrio de la homeostasis energética y el desarrollo de sobrealimentación 

(Ji et al., 2014; Leite et al., 2016; Woods et al., 2003), en el caso de la DAGAF 

existen diversos reportes en donde no se desarrolla sobrealimentación, sino que se 
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presenta una ingesta inferior y la cantidad de Kcal se iguala o supera al control 

(Crescenzo et al., 2019; Lima et al., 2021; Martinez et al., 2021; Mulati et al., 2020; 

Park et al., 2021; Sulistyowati et al., 2021; Wang et al., 2020). De tal forma que, 

nuestros hallazgos van acorde con otros estudios previos (Fouret et al., 2018; Mulati 

et al., 2020) donde se observó un aumento en la eficiencia energética (Crescenzo 

et al., 2015; Martinez et al., 2021; Mulati et al., 2020; Wang et al., 2020) en los 

animales expuestos a este tipo de dietas. La mayor ganancia de peso observada en 

las ratas DAGAF pudiera deberse a que los componentes de la dieta son factores 

esenciales para la ganancia de peso, ya que dietas isocalóricas con alto contenido 

de grasas y carbohidratos pueden generar incremento del almacenamiento en 

forma de grasa (Hall & Guo, 2016). Aunado a esto, la obesidad que presentaron las 

ratas experimentales pudiera estar asociada a sarcopenia (Kob et al., 2015; Livshits 

& Kalinkovich, 2019), patología caracterizada por pérdida de masa y función del 

músculo esquelético en conjunto con un aumento en el tejido adiposo presente 

frecuentemente en el envejecimiento pero no limitada a este (Cruz-Jentoft et al., 

2019; Donini et al., 2022), esto sugerido por la disminución en la masa magra 

determinado por resonancia magnética. Sin embargo, debido a que la masa magra 

incluye vísceras, hueso y músculo esquelético (Nuijten et al., 2022), y el hecho de 

que no evalúa el funcionamiento del tejido muscular, nuestros datos únicamente 

podrían hipotetizar la presencia de sarcopenia, más no confirmarla. 

El aumento en el tejido graso que caracteriza a la obesidad está vinculado al 

desarrollo de enfermedades crónicas (Foster et al., 2017; González et al., 2017; 

Naguib et al., 2021). Igualmente, estudios en humanos señalan la relación entre el 

incremento del IMC con el deterioro de funciones cognitivas (Dye et al., 2017; Wahid 

et al., 2021), entre ellas la memoria episódica.  

Tras un consumo crónico de DAGAF, pudimos observar un déficit en la 

memoria de reconocimiento (MR) por parte de las ratas obesas mediante la 

evaluación de RON/RNL, evidenciado por el decremento en los índices de 

discriminación y reconocimiento, sugiriendo que la DAGAF deteriora el 

procesamiento de la memoria en las ratas macho. Diversos estudios en modelos 

murinos en los que se ha estudiado las consecuencias deletéreas de la DAGAF en 
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procesos de memoria y aprendizaje (Gladding et al., 2018), son coherentes con 

nuestros resultados, al reportar deficiencias en el aprendizaje y memoria espacial al 

observarse aumento de la latencia (Chávez-Gutiérrez et al., 2022; Espinosa-García 

et al., 2020; Kalivarathan et al., 2020; Liu et al., 2017; Mamo et al., 2019; Mi et al., 

2017; Mulati et al., 2020; Mulati et al., 2021; Wang et. al, 2019); disminución del 

tiempo invertido en el cuadrante objetivo (Espinosa-García et al., 2020; Kalivarathan 

et al., 2020; Lin et al., 2017; Mi et al., 2017; Mulati et al., 2021; Wang et al., 2019) y 

del número de cruces a la plataforma (Espinosa-García et al., 2020; Mi et al., 2017) 

en el paradigma del laberinto acuático de Morris posterior a un periodo de 12 a 24 

semanas de dieta; así como menor alternancia espontánea en el laberinto en Y 

durante 8 a 14 semanas con dieta (Anderson et al., 2013; Mulati et al., 2020; Yu et 

al., 2019); e incremento en los errores en la memoria de referencia radial en el 

laberinto radial tras 60 días de dieta (Kalivarathan et al., 2020). De igual manera, en 

pruebas que aprovechan la capacidad innata de los roedores por lo novedoso como 

lo son las pruebas de reconocimiento de objeto novedoso (RON) y reconocimiento 

de nueva localización de objeto (RNL) (Ennaceur, 2010), se ha informado deterioro 

en dichas pruebas al demostrarse un descenso en el ID (Martínez-Orozco et al., 

2021; Martínez-Orozco, 2020), el IR (Chávez-Gutiérrez et al., 2022) y el índice de 

preferencia (Mulati et al., 2020; Mulati et al., 2021) después de inducir obesidad 

durante 10 a 14 semanas, dichos paradigmas se evaluaron con  tiempos de retardo 

de 3, 5, 10 min y 24h. Como algo novedoso de este paradigma, en el presente 

estudio se evaluó la MR con una variable más en el tiempo de retardo de 7 días. 

Un punto importante a destacar con el uso de este tipo de paradigma 

conductual son los niveles de ansiedad, los cuales pueden interferir con las pruebas 

de memoria (Mello et al., 2008), debido a ello es posible que el deterioro en la MR 

pudiera ser asociado con este tipo de comportamiento. Por tal motivo, el paradigma 

utilizado para la evaluación de la  MR incluyó 3 días de habituación en el aparato de 

campo abierto previo a la colocación de los objetos para su reconocimiento, con el 

propósito de que el entorno novedoso no genere comportamiento parecido a la 

ansiedad e interfiera con el RON/RNL (Sampaio et al., 2020), en dicho periodo de 

habituación no existieron diferencias en la distancia recorrida entre ambos grupos, 
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infiriendo de esta manera que el entorno novedoso no generó comportamiento 

parecido a la ansiedad que interfiriera con la prueba. Por otro lado, el tiempo total 

de exploración a hacia los objetos, no habla del tiempo necesario para familiarizarse 

a los objetos presentados (Ennaceur, 2010), por lo que su incremento en el grupo 

DAGAF con respecto al control nos podría hablar de un mayor tiempo para la 

habituación de estos.  

Existen diversos procesos que se ven alterados por la obesidad inducida por 

dieta; múltiples estudios analizan los posibles mecanismos por los cuales se 

desarrolla el daño mnémico (Letra et al., 2014; Lin et al., 2017; Liu et al., 2017; 

Shapiro et al., 2008; Takechi et al., 2017), pero ciertamente no son del todo claros 

(Spencer et al., 2017), en este trabajo se propuso al estrés oxidante (EO) como 

posible mecanismo por el cual la DAGAF ejerce una acción negativa sobre el 

deterioro de los procesos de memoria y aprendizaje, ya que existe evidencia entre 

la obesidad y el desequilibrio del estado redox (Bayliak et al., 2019). 

La hormona adenocorticotrópica (ACTH) y corticosterona en suero se vieron 

incrementados en el grupo DAGAF, reflejando un efecto negativo de la obesidad 

sobre la secreción de estas hormonas; la obesidad está asociada con hiperactividad 

en el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HHA) en conjunto con un aumento de la 

enzima 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11βHSD1), que convierte el 

cortisol inactivo a su forma activa aumentando su concentración local en órganos 

como el hígado, el músculo y el tejido adiposo, lo que explica parcialmente las 

comorbilidades metabólicas y cardiovasculares asociadas a la obesidad por la 

desregulación del eje HHA (Abraham et al., 2013; Vaidya, 2016). A su vez, el 

aumento de las hormonas esteroides, genera incremento del EO por aumento en el 

metabolismo y regulación de las defensas antioxidantes endógenos, especialmente 

por decremento o incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes 

(Casagrande et al., 2020), puesto que los glucocorticoides promueven la 

fosforilación oxidativa, aumentando la actividad de la cadena respiratoria y las 

concentraciones de ARN de todos los complejos que componen la cadena, a través 

de seis regiones en el ADN mitocondrial que son similares a los elementos de 

respuesta a glucocorticoides, en donde los glucocorticoides ejercen sus efectos 
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(Feng & Tang, 2014), propiciando de esta manera un desbalance redox en el 

organismo por disfunción en la cadena de electrones y aumento en la producción 

de ERO (Manoli et al., 2007). 

En conjunto con los hallazgos anteriores, el consumo de dietas hipercalóricas 

favorece la aparición de EO sistémico, por aumento en la oxidación de sustratos en  

las mitocondrias incrementando el flujo de electrones a través de la cadena de 

trasporte de electrones favoreciendo una fuga de los mismos, llevando a la 

producción aumentada de ERO (Leloup et al., 2011). Aditivo a esto, los alimentos 

con un índice glucémico alto generan una mayor hiperglucemia posprandial que a 

su vez aumenta los productos finales de la glicación avanzada (PFGA) (Guilbaud et 

al., 2016). Generando todos estos factores un aumento en los radicales libres 

capaces de dañar las membranas lipídicas e incrementando las concentraciones de 

las sustancias reactivas a ácido tiobarbitúrico (TBARS) a nivel sistémico, 

concordando este estado de oxidación sistémica con nuestros resultados de 

concentraciones de TBARS séricas elevadas obtenidos en este estudio. Este 

aumento en el TBARS sérico no correlacionó con los índices de discriminación y de 

reconocimiento del paradigma RON/RNL tal como informaron anteriormente 

Chávez-Gutiérrez y colaboradores (2020), pero si encontraron correlación de este 

marcador de daño oxidante con la prueba del laberinto acuático de Morris. 

El aumento de glucocorticoides se ha relacionado con deficiencias en la 

memoria ocasionados por estrés metabólico, las cuales se han revertido por 

inhibidores de la 11βHSD1 en el hipocampo (Puigoriol-Illamola et al., 2018). Debido 

a esto y al hipermetabolismo ocasionado por los glucocorticoides mediado por los 

receptores de glucocorticoides (GR) (Manoli et al., 2007), se determinó la expresión 

génica de dichos receptores en el hipocampo y la CPF, observando un incremento 

relativo de GR con respecto a la expresión de L-32 (gen constitutivo) en hipocampo 

comparado con las ratas control. Un incremento en la concentración del RG en  la 

mitocondria sumado al estrés metabólico generado por los componentes de la dieta 

y una exposición crónica a glucocorticoides puede generar un aumento en ERO, 

disfunción mitocondrial y anormalidades estructurales en las mitocondrias (Manoli 

et al., 2007). Por otro lado, en la CPF no existió diferencia en la expresión génica 
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de GR, sin embargo, sería necesario evaluar la expresión proteica del receptor, sus 

los sitios de fosforilación, así como la afinidad ligando-receptor para relacionar de 

una mejor manera los hallazgos obtenidos. 

La marca fluorescente de 2’,7’- diclorofluoresceína en hipocampo y CPF se 

vio elevada en las ratas con DAGAF, representando esto un aumento en la ERO 

(H2O2, OH. y oxígeno singlete) en ambas regiones cerebrales, esto perpetuado por 

los factores antes mencionados que favorecen un estado pro-oxidante. Por sí mismo 

el EO puede generar déficit mnémicos, dificultando el reconocimiento de los nuevos 

estímulos y por ende disminuir los índices de diferenciación y de reconocimiento 

presentes en nuestras ratas obesas, al contribuir en el inicio y mantenimiento 

sostenido de la respuesta inmune por diversas vías, generar daño a 

macromoléculas (Kalivarathan et al., 2017), muerte celular y apoptosis (Annunziato 

et al., 2003), siendo la mitocondria uno de sus blancos más perjudicados por el EO, 

debido a la existencia de múltiples enzimas redox requeridas para la transferencias 

de electrones necesarios para la suministración de ATP del cual el sistema nervioso 

central es altamente dependiente, las cuales incrementan su actividad debido a una 

regulación positiva del ciclo del ácido tricarboxilico debido a este tipo de dieta, 

especialmente un aumento en el complejo I (Bayliak et al., 2022). 

Este aumento de EO a nivel cerebral se sabe que contribuye a la patogenia 

de enfermedades neurodegenerativas y que el aumento en la producción de 

radicales libres participa en la patogenia y progresión del deterioro cognitivo al 

interrumpir la transmisión sináptica, la función mitocondrial, el transporte axonal, 

aumentar la neuroinflamación y dañar estructuralmente los componentes celulares, 

contribuyendo de esta forma a la pérdida neuronal (Tan, 2019).  

De forma integral, obtuvimos una correlación directamente proporcional entre 

la concentración de ERO en hipocampo con el peso y la grasa total de animales que 

recibieron DAGAF, y en el caso de la CPF sólo correlacionó con el peso, siendo 

concordante con estudios que relacionan las ERO con el IMC (Tunc et al., 2011) y 

donde se ha involucrado la acumulación grasa con diversos marcadores de EO en 

seres humanos (Keaney et al., 2003), sugiriendo que la disfunción del tejido adiposo 

incrementa la generación de ERO (Matsuda & Shimomura, 2013).  
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Las ERO son moléculas de señalización que cumplen papeles fisiológicos en 

el funcionamiento celular (McCord, 1995), se generan a partir del metabolismo 

oxidante, y su sobreproducción puede generar daño a las biomoléculas, llevando 

eventualmente a apoptosis, daño y muerte celular. (Annunziato et al., 2003). 

Teniendo esto en cuenta, todos los órganos son susceptibles de sufrir daño 

oxidante, sin embargo, el cerebro tiene mayor vulnerabilidad a sus efectos debido a 

sus altas demandas energéticas, altas concentración de ácidos grados insaturables 

y su reducida capacidad antioxidante (Cobley et al., 2018; Dal-Pizzol et al., 2000). 

Por tal razón, fue menester la evaluación del daño por EO en las membranas 

lipídicas en hipocampo y CPF regiones cerebrales relacionadas con la MR. 

Previamente Crescenzo et al. (2019) y Kalivarathan et al. (2017) usando una dieta 

similar a la nuestra, observaron un incremento en la concentración de TBRS, este 

efecto lo observamos también tras 20 semanas de exposición a la dieta en ambas 

regiones evaluadas.  

El significado biológico del incremento de un marcador de daño oxidante 

como el MDA, causada por la obesidad generada por dietas hipercalóricas es que 

dicho incremento va en función de la cantidad de ERO generadas y la capacidad 

del sistema antioxidante de contrarrestarlas. Tanto en el hipocampo como en la CPF 

se constató un aumento en la concentración de ERO similar a lo reportado por Mi y 

colaboradores (2017) en las mitocondrias del hipocampo. Estos aumentos pudieran 

reflejar una sobrecarga metabólica debido a los componentes de la dieta  al 

aumentar la oxidación de ácidos grasos y carbohidratos por parte de las 

mitocondrias, agotando los aceptadores intermedios de electrones (NADH y FADH2) 

(Kalivarathan et al., 2017; Matsuda & Shimomura, 2013) y propiciando un 

microambiente pro-oxidante. 

La actividad enzimática de superóxido dismutasa (SOD) y glutatión 

peroxidasa (GPx) se elevó en ambas regiones cerebrales, y sólo para CPF se 

incrementó la catalasa (CAT) en las ratas que recibieron DAGAF. Dicho aumento 

contrasta con hallazgos previos en los que se ha observado una disminución de las 

enzimas antioxidantes en conjunto con un aumento en biomarcadores de daño 

oxidante ocasionados por este tipo de dieta (Batandier et al., 2020; Kalivarathan et 
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al., 2017; Labban et al., 2020). Este aumento en la actividad enzimática que 

nosotros reportamos, puede responder a un aumento adaptativo por el incremento 

de ERO (Salminen & Paul, 2014), al tener que contrarrestarlas por un desafío 

metabólico desde etapas tempranas del desarrollo, pasando posteriormente a 

evaluar la expresión génica de dichas enzimas, por el hecho de que bajo 

condiciones de EO se inducen mecanismos de defensa en las células, que incluyen 

enzimas antioxidantes con el propósito de reducir las ERO (Michiels et al., 1994) 

evitando de esta manera la consecuente formación de hidroperóxidos lipídicos y no 

lipídicos. La principal vía que regula el sistema de defensa antioxidante es Keap1-

Nrf2, en la cual Nrf2 se separa de Keap1 en presencia de EO reconociendo una 

secuencia potenciadora en el ADN (Elementos de respuesta antioxidante), dando 

como resultado la regulación ascendente de la expresión de múltiples genes que 

constituyen un sistema de defensa antioxidante (Hannan et al., 2020), entre los que 

se encuentran las enzimas CAT, GPx y SOD. 

En cuanto a la expresión génica de las enzimas antioxidantes, existieron 

discrepancias en lo encontrado para la actividad de estas. En el hipocampo la 

expresión de SOD-1 correspondió con el incremento visto en su actividad 

enzimática. En cuanto la expresión de GPx-4, no existió diferencias con la DC 

mientras que la actividad total de la enzima si aumento, dicha enzima cuenta con 

diversas isoformas (Adachi & Wang, 1998; Calabrese & Canada, 1989), que podrían 

estarse sobre expresando de forma preferente para limitar el daño por EO. GPx-4 

fue evaluada por ser expresada en el cerebro teniendo funciones antioxidantes y 

antiapoptóticas (Savaskan et al., 2007), sin embargo, la GPx-1 tiene importancia en 

el cerebro para limitar la LPO (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013). Por otro lado, la 

expresión de la CAT aumento en el grupo DAGAF, sin embargo en su actividad no 

existieron diferencias con la DC, pudiendo suponer una inhibición de su actividad 

por óxido nítrico (Bauer, 2015) o alteraciones postraduccionales que limitan su 

sobreexpresión a nivel proteico. La expresión de SOD-1 y GPX-4 en CPF fue menor 

que el control y su actividad fue mayor, pudiendo significar que otras isoformas de 

estas enzimas pudieran estar compensando su expresión. Además, por las 
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funciones antiapoptóticas de las GPx-4, su disminución podría entre ver un aumento 

de la apoptosis en esta región.  

Algunos de los incrementos en la actividad enzimática se correlacionaron 

directamente con IDs e IRs del RON/RNL, pudiendo aludir a un papel protector de 

la actividad de la GPx con un tiempo de retardo de 24 h y 7 días, y de la SOD en 

hipocampo y la CAT en CPF sólo a los 7días, en el procesamiento de la MR. 

11. Resumen de resultados 

 

Figura 24. Esquema que resume los resultados obtenidos tras 20 semanas de inducción de obesidad 

por DAGAF en ratas macho Wistar de 21 días. En donde se muestra que las ratas presentaron 

aumento de peso, con aumento en la masa grasa, el índice de adiposidad y disminución de la masa 

magra, acompañado de una disminución en la ingesta de alimentos. Además, estos factores 

condicionaron un incremento sérico en las hormonas esteroides (corticosterona y 

adenocoticotrópica) y el MDA. Todos estos factores contribuyeron a la disminución de la memoria 

de reconocimiento en todos los tiempos evaluados, afectando al hipocampo y la CPF con aumento 

en el EO, las enzimas antioxidantes SDO y GPx, y diversos cambios en la expresión de distintas 

isoformas de estas enzimas. 
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• La DAGAF generó un aumento del malondialdehido, propio de un ambiente 

sistémico pro-oxidante. En conjunto con el incremento sistémico en la 

corticosterona, ACTH y la expresión génica del receptor de glucocorticoides 

en hipocampo, correlacionando el incremento de corticosterona con la 

concentración de malondialdehido en hipocampo. 

• Existió un aumento de peso en las ratas con DAGAF a expensa del aumento 

tejido adiposo e índice de adiposidad, y disminución del tejido magro, 

coexistiendo estos hallazgos con una menor ingesta de alimentos. 

• Se genero deterioro de la memoria de reconocimiento en las ratas macho 

con DAGAF, corroborado por disminución en los índices de discriminación y 

reconocimiento, los cuales correlacionaron negativamente con el índice de 

adiposidad.  

• La exposición de la DAGAF aumenta la concentración de especies reactivas 

de oxígeno y malondialdehido en hipocampo y CPF, relacionándose 

directamente las ERO en estas estructuras con el peso y con la grasa total, 

en el caso del hipocampo. 

• La actividad de enzimas antioxidantes aumentó, obedeciendo probablemente 

a cambios compensatorios por aumento del estrés oxidante. El aumento en 

la actividad de la glutatión peroxidasa en hipocampo correlacionó de forma 

positiva con los índices de discriminación y reconocimiento lo que sugiriere 

un papel protector en el desarrollo de los déficits en la memoria de 

reconocimiento. 
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12. Conclusiones 

El consumo de una dieta alta en grasa y fructosa de forma crónica desde el destete 

de las crías macho genera un fenotipo obeso, desencadena un deterioro en la 

memoria de reconocimiento a corto y largo plazo, debido a un incremento en los 

marcadores de estrés oxidante y la capacidad antioxidante en las regiones 

cerebrales del hipocampo y la corteza prefrontal, así como a la excesiva liberación 

de ACTH y corticosterona ocasionada por una desregulación en el eje hipotálamo- 

hipófisis-adrenal. Dichos cambios se proponen como mecanismos potenciales para 

explicar los déficits de memoria observados en el presente trabajo de investigación. 

13. Perspectivas futuras 

• Evaluar los efectos de la DAGAF sobre otros mecanismos descritos de daño 

cognitivos ocasionados por dieta (resistencia a la insulina, la integridad de la 

barrera hematoencefálica, parámetros inflamatorios, la resistencia a la 

leptina). 

• Evaluar la expresión proteica para las enzimas antioxidantes y el RG. 

• Determinar la expresión genética de otras isoformas de las enzimas 

antioxidantes (SOD-2, GPX-1). 

• Evaluar la expresión genética de proteínas proapoptóticas por vía 

mitocondrial (Bcl-2, BAX, caspas 3 y 9), en ambas regiones cerebrales. 

• Evaluar la expresión génica para otras isoformas de enzimas antioxidantes 

en hipocampo y CPF. 

• Determinar el efecto de la DAGAF sobre la capacidad de inducir sarcopenia. 

• Evaluar el dimorfismo sexual de los efectos cognitivos y metabólicos 

ocasionados por la DAGAF. 
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14. Anexos 

I.  Cuantificación de proteínas por método de Bradford 

Preparación de curva estándar 

Para la realización de la curva estándar se utilizó albumina de suero bovino (ASB), 

la cual parte de un stock de 1 mg/ml de ASB, obteniéndose una dilución final de 200 

µg/ml, de este volumen se tomó la cantidad correspondiente para cada punto de la 

curva (Tabla 8). 

Tabla 8. Relación de volumen de dilución de ASB (200 µg/ml) y cantidad de proteína en cada 
punto de la curva estándar 

Volumen ASB (µl) Cantidad de ASB (µg/ml) 

0 0 

2 0.4 

3 0.6 

4 0.8 

5 1 

7.5 1.5 

10 2 

12.5 2.5 

 

Preparación de reactivo de Bradford  

Se preparó una disolución de 1:5 del reactivo de Bradford (Bio Rad, No. Cat. 500-

006) con agua bidestilada (MilliQ), justo al momento de su utilización, 

manteniéndose en todo momento protegido de la luz. 

Preparación de la muestra 

Se descongeló en baño de hielo, una alícuota de 50 µl de homogenizado de tejido 

cerebral (hipocampo o CPF), conservado a una temperatura de -70°C. 

Posteriormente se realizó una dilución del homogenizado de tejido cerebral 1:20 con 

agua MilliQ y mezclándose en vórtex. 

Lectura 

En placa de 96 pozos se colocó 5 µl de la muestra diluida por duplicado, junto a las 

cuales se colocaron los puntos de la curva, la cual va de 0-12.5 µl. A continuación, 

se adicionó 200 µl del reactivo de Bradford y se incubó 5 min a temperatura 
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ambiente. Se leyó a una absorbancia de λ=595 nm en lector multifuncional (Sinergy 

HT, BIOTEK). 

  

Figura 25. Esquema de los pasos a seguir para la determinación de concentración de proteínas 
por método de Bradford. 
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II. Determinación de TBARS 

Preparación de reactivo C 

Se prepararon (23 ml) de una mezcla de ácido tiobarbitúrico (TBA), ácido clorhídrico 

(HCL) y ácido tricloroacético (TCA), Con el siguiente procedimiento: 

Solución 1: Se pesaron 115 mg de TBA y se disolvieron en 200µl de HCl. 

Solución 2: Se pesaron 3.6 g de ATC y se disolvieron en 10 ml de agua MilliQ. 

Reactivo C: Se mezclaron las soluciones 1 y 2 agregando 10 ml de agua MilliQ 

lavado el vaso que contenía la solución 2, dejándose agitar hasta una solución 

homogénea, cubierto de la luz. Posteriormente se mantuvo en frio hasta su 

utilización. 

Preparación de una solución de butilhidroxitolueno (BHT): 

En tubo tipo Eppendorf cubierto de la luz, se pesaron 9.38 mg de BHT y se 

disolvieron con 1.5 ml de metanol (MeOH) grado reactivo. Después se almacenó en 

frio hasta el momento de su utilización. 

Preparación de la muestra 

Se tomaron 100 µl de suero o de homogenizado de tejido cerebral (según el análisis) 

en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se colocaron en frio. Posteriormente se adicionó 

400 µl de reactivo C y se agitó en vórtex. A continuación de agregarón 5 µl de BHT 

y de igual forma se agito en vórtex. Después se incubaron las muestras a 50°C en 

horno, previamente calentado, durante 1 h. Al finalizar el tiempo de incubación las 

muestras se sometieron a choque térmico a 4°c durante 5 min para posteriormente 

se centrifugadas durante 15 min a 8,000 rpm a una temperatura de 4°C.  

Lectura 

Al terminar la centrifugación, se transfirió 180 µl del sobrenadante a placa de 96 

pozos por duplicado y se leyó a una absorbancia de λ=532 nm en lector 

multifuncional (Sinergy HT, BIOTEK). 
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Figura 26. Diagramas del método de preparación de reactivo C, BHT y determinación de TBARS 
en homogenizado de tejido o suero.  
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III. Determinación de ERO 

La determinación ERO se realizó por el método de DCF-DA (Cat No. SD 125). Los 

resultados fueron normalizados por la concentración de proteína. 

Se preparo un amortiguador de TRIS-HEPES, 20 ml a una proporción de 18:1 (v/v) 

y 100 ml con una proporción de 9:1 (v/v) y se dejaron en frio hasta el momento de 

su utilización. 

Preparación de curva estándar 

Solución estándar 1: Se pesaron 4.0121 mg de 2,7-Diclorofluorosceína (DCF Cat 

No. 35848-25G) en tubo Eppendorf (cubierto de la luz) diluyéndose en 1 ml de 

MetOH grado HPLC y se colocó en frio. 

Solución estándar 2: A 50 ml de amortiguador TRIS-HEPES 9:1 se le quitaron 0.5 

ml y se adicionaron 0.5 ml de MeOH grado HPLC, mezclándose. Posterior a esto, 

se quitaron 5 µl de la solución y se agregaron 5 µl de la solución estándar 1 

mezclándose hasta una solución homogénea. Todo el procedimiento se realizó 

cubierto de la luz. 

Preparación de solución de trabajo C 

Solución de trabajo A: Se pesaron 4.87 mg de DCF-DA en Eppendorf de 1.5 ml y 

se agregó 1 ml de MetOH grado HPLC (cubierto de la luz), bien mezclado. 

Solución de trabajo B: En tubo de ensayo se tomaron 50 µl de la solución de 

trabajo A y se agregaron 950 µl de MetOH grado HPLC (cubierto de la luz). 

Solución de trabajo C: En otro tubo de ensayo cubierto de la luz se colocaron 600 

µl de solución de trabajo B y se agregaron 5,400 µl de amortiguador 18:1. 

Preparación de la muestra 

Se descongelo una alícuota de 15 µl de homogenizado de tejido cerebral 

(hipocampo o CPF) conservado a una temperatura de -70°C en baño de hielo, 

protegiéndolo de la luz. Una vez descongelado se centrifugó a 8,000 rpm durante 

15 min a una temperatura de 4°C. 
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Lectura 

En placa negra de 96 pozos sobre cama de hielo se pipeteo la curva estándar de 

acuerdo con las especificaciones de la Tabla 9. Posteriormente se pipeteo 5 µl del 

sobrenadante de las muestras por duplicado. A continuación, se colocaro 145 µl del 

amortiguador TRIS-HEPPES 18:1 a las muestras. Finalmente se adicionó 50 µl de 

la solución de trabajo C a todos los pozos (todo el procedimiento con la placa 

protegida de la luz).  

Tabla 9. Concentración de DFC en cada punto de la curva, volumen a colar del amortiguador TRIS-
HEPES 9:1 y solución estándar 2 de cada punto de la curva estándar. 

Curva estándar [DFC] (ng/200 µl) Amortiguador TRIS-

HEPES 9:1 (µl) 

Solución estándar 2 

(µl) 

1 0 200 0 

2 0.16 198 2 

3 0.2 195 5 

4 0.4 190 10 

5 0,8 180 20 

6 1.6 160 40 

7 2.4 140 60 

8 3.2 120 80 

9 4.0 100 100 

10 4.8 80 120 

 

A continuación, se leyó la placa en lector multifuncional (Sinergy HT, 

BIOTEK) incubándose durante 1 h a 37 °C con lecturas cada 15 min a una emisión 

de λ=480 nm y una extinción de λ=525 nm. 
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Figura 27. Diagrama que ilustra los pasos a seguir para la determinación de ERO por método de 
2,7-Diclorofluorosceína. Todo el procedimiento se realiza cubierto por la luz.  
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IV. Medición de actividad de la SOD 

La determinación de la actividad de la enzima SOD se realizó por medio del kit 

RANSOD de RANSOX (Cat No. SD 125). Los resultados fueron normalizados por 

la concentración de proteína. 

Preparación de curva estándar 

Se elaboro por diluciones seriadas, etiquetándose 6 tubos de ensayo comenzando 

con S6 y terminado en S1. Primeramente, se reconstituyo el calibrador (solución de 

la enzima SOD de origen bovino a una concentración de U/ml) con 10 ml de agua 

MilliQ mezclándose bien y se colocaron en el tubo S6. 5 ml de S6 se colocaron en 

el tubo S5 y se añadieron 5 ml de diluyente (0.01 mol/L de amortiguador de fosfato, 

pH 7.0) y se agito en vórtex. Del tubo S5 se tomaron 5 ml para ser colocados en S4 

adicionándose 5 ml del diluyente y agitándose. En el tubo S3 se agregaron 5 ml de 

S4 junto con 5 ml del diluyente mezclándose bien. Del tubo S3 se tomaron 3 ml y 

se pusieron en S2 adicionando 6 ml del diluyente. Finalmente, S1 solo contenía 1 

ml del diluyente Tabla 10. 

Tabla 10. Concentración de SOD y volúmenes para la realización de curva estándar para actividad 
de SOD 

TUBO U SOD/ML VOLUMEN SOLUCIÓN 

ESTÁNDAR 

VOLUMEN DE 

DILUYENTE 

S6 5.67 5 ml 0 

S5 2.83 5 ml (S6) 5 ml 

S4 1.42 5ml (S5) 5ml 

S3 0.71 5 ml (S4) 5ml 

S2 0.24 3 ml (S3) 6 ml 

S1 0 0 1 ml 

Preparación de R1 

Se reconstituyó el vial de sustrato mixto R1a (Xantina 0.05 mmol/l y cloruro de 2- 

(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio [I.N.T] 0.025 mmol/l) agregando 20 ml del 

amortiguador R1b (CAPS 40 mmol/l, pH10.2; EDTA 0.94 mmol/l), mezclándose 

hasta una solución homogénea y posteriormente colocando se en hielo. 
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Preparación de R2 

El vial R2 (Xantina oxidasa 80UI) se reconstituyó adicionando 10 ml de agua MilliQ, 

mezclándose bien y dejándose en frio hasta su utilización. 

Preparación de la muestra 

Se descongeló una alícuota de 50 µl de homogenizado de tejido cerebral 

(hipocampo o CPF), conservado a una temperatura de -70°C en baño de hielo. Una 

vez descongelado se centrifugo a 8,000 rpm durante 15 min a una temperatura de 

4°C. 

Lectura 

En placa de 96 pozos en frio, se colocó 7.5 µl del sobrenadante de la muestra y de 

cada uno de los tubos de la curva, por duplicado. Posteriormente se adicionaron 

250 µl de R1 y finalmente 37.5 µl de R2. Se leyó en lector multifuncional (Sinergy 

HT, BIOTEK) a los 30 segundos, 1, 2 y 3 min a λ= 505 nm a 37°C. 
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Figura 28. Diagrama donde se resume el método de preparación de los diferentes reactivos del kit 
RANSOD de RANSOX (Cat No. SD 125) para la medición de la actividad de la enzima SOD. 
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V. Medición de actividad de la GPx 

La determinación de la actividad de la enzima glutatión peroxidasa se realizó por 

medio del kit RANSEL de RANSOX (Cat No. RS 504). Los resultados fueron 

normalizados por la concentración de proteína. Agitar hasta que sea homogéneo 

Preparación de R1 

Se reconstituyó el vial R1a (Glutatión 4 mmol/l; glutatión reductasa ≥ 0.5; NADPH 

0.34 mmol/l) con 6.5 ml del amortiguador R1b (Amortiguador fosfato 0.05 mol/l, pH 

7.2; EDTA 4.3 mmol/l) mezclándose en vórtex hasta una solución homogénea y 

colocándose en frio hasta el momento de su utilización. 

Preparación de R2 

Se agregó 10 µl de hidroperóxido de cumene (0.18 mmol/l) a 10 ml de agua MilliQ 

y se agitó con agitador magnético hasta una mezcla homogénea, posteriormente se 

colocó en frio. 

Lectura 

Se descongeló una alícuota de 50 µl de homogenizado de tejido cerebral, 

conservado a una temperatura de -70°C en baño de hielo y se centrifugo a 8,000 

rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante es el que se utilizó para el ensayo. 

Posteriormente se colocaron 7 µl por duplicado en placa de 96 pozos. A la muestra 

se le agregó 350 µl de R1 y 14 µl de R2. Se leyó en lector multifuncional (Sinergy 

HT, BIOTEK) a los 30 segundos, 1, 2 y 3 min a λ= 340 nm a 37°C. 
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Figura 29. Diagrama donde se resume el método de preparación de los diferentes reactivos del kit 
RANSEL de RANSOX (Cat No. RS 504) para la medición de la actividad de la enzima GPx. 
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VI. Medición de actividad de la CAT 

Para la determinación de la actividad de la catalasa en tejido cerebral (hipocampo y 

CPF) se preparó un amortiguador de fosfato potásico (KPBS) al 0.2 M con pH de 7. 

Preparación de medio de reacción (MRe) 

Stock madre (1): se disolvieron 100 µl de una solución de H2O2 a una concentración 

de 301.3 mM en 99.9 ml de agua milliQ quedando una concentración final de 0.3 

mM, protegido de la luz. Se hicieron alícuotas de 4 ml que se conservaron a -70°C 

hasta el momento de la realización del ensayo. 

MRe: Se realizó al momento de realizar el ensayo: se descongelo una alícuota de 

stock 1 y se diluyó en 96 ml de KPBS para una concentración final de 12 µM de 

H2O2. Se mantuvo en frio y protegido de la luz hasta su utilización. 

Lectura 

Se descongeló una alícuota de 50 µl de homogenizado de tejido cerebral en baño 

de hielo. A continuación, se centrifugó la muestra a 8,000 rpm a 4°C durante 15 min, 

obteniéndose para el ensayo únicamente el sobrenadante. A una placa de 98 pozos 

se adicionó10 µl de muestra por duplicado y 250 µl del MRe y se colocó de blanco 

el KPBS. Se leyó en lector multifuncional (Sinergy HT, BIOTEK) a los 30 segundos, 

1,2 y 3 mina λ= 240 nm a 37°C. 
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Figura 30. Diagrama donde se resume el método de preparación de los diferentes reactivos para la 

medición de la actividad de la enzima CAT. 
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VII. Expresión génica 

Extracción de ácidos nucleicos 

Se adicionó 1 ml de TRIzol (InvitrogenTM) a tubo tipo Eppendorf con tapón de rosca 

de 2 ml y 0.1 g de tejido a analizar (hipocampo o CPF). Las muestras se 

homogenizaron con un homogeneizador mini motorizado con pistilo de teflón (DWK 

Life Sciences; No. Cat. SCERSP749540-0000) este proceso se realizó todo en frio, 

al termino se incubaron 5 min a TA. Posteriormente se adicionó 200 µl de cloroformo 

(Sigma-Aldrich), se mezcló por inversión y se incubaron 3 min a TA. Al finalizaron, 

se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm 30 min a 4°C. Se transfirió la fase 

acuosa (superior) a otro tubo, pesipitando el ARN con 0.5 ml de alcohol isopropílico, 

mezclándose adecuadamente y se incubo toda la noche a -20°C. Después se 

centrifugaron las muestras a 12,000 rpm 30 min a 4°C, se decantaron las muestras 

y se adicionó 1ml de etanol al 75%, repitiendo este procedimiento 2 veces más. Al 

finalizar el último lavado se dejó evaporar el etanol a TA boca abajo. Finalmente, se 

adicionó 20-50 µl de agua libre de RNAsas. La concentración (µg/µl), calidad y 

pureza del ARN se midió espectroscópicamente a 260/280 nm con BioDrop µLITE 

(©BioDrop Ltd No. Cat. 80-3006-55). Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta 

el momento de las síntesis de ADNc (Figura 30). 
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Figura 31. Diagrama donde se resume el método para la extracción de ARN con TRIzol. 

Síntesis de ADNc 

Una vez conocida la concentración de ARN de las muestras, se calculó el volumen 

requerido para una concentración de 3 µg y de agua bidestilada (MilliQ) necesaria 

para un volumen final de 14 µl. Se colocó estos dos volúmenes en tubos tipo 

Eppendorf de 0.2 ml 

Preparación Mix Thermo: de acuerdo con las instrucciones del Kit de Transcriptor 

Frist Sttrand ADNc Synthesis (Roche Diagnostics Cat. No. 04 379 012 001) se 

preparó mezcla de enzimas: Maxima Enzyme Mix (2 µl por muestra) y 5x Reaction 

Mix (4 µl por muestra), de acuerdo con el volumen necesario para las muestras a 

procesar. 

Se adicionó 6 µl de Mix Thermo para un volumen final de 20 µl, mezclándose 

adecuadamente. Se realizó la síntesis de ADNc en un termociclador Veriti™ 96-Well 

Fast Thermal Cycler (No. Cat. 4375305) con las siguientes condiciones: 

10 min a 25 °C 

30 min a 50 °C 

5 min a 85 °C 

∞ a 4°C 
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Las alícuotas se guardaron a -20 °C hasta el momento de la amplificación. 

 

Figura 32. Esquema que resume el método para la síntesis de ADNc con Kit de Transcriptor Frist 
Sttrand ADNc Synthesis (Roche Diagnostics Cat. No. 04 379 012 001). 

 

Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en 

tiempo real 

Se descongelaron las muestras, los oligos upp y down del gen a analizar, la sonda 

específica (Roche) para los oligos y los reactivos 1 y 2 del Kit LightCycler TaqMan 

(No. Cat. 04535286001) almacenados a -20 °C. A continuación, se realizó una 

mezcla con el siguiente volumen por muestra a amplificar (se preparó suficiente 

volumen para las muestras a amplificar): 

Tabla 11. Volumen de reactivos para PCR-TR por muestra a aplificar 

Reactivo Volumen (µl) 

Reactivo 1 (Mix) 3.8 

Reactivo 2 (H2O) 4.9 

Oligo upp 0.1 

Oligo down 0.1 

Sonda 0.1 

 

En placa de 96 pozos en frio, se colocó 9 µl de la mezcla y posteriormente 1 µl de 

ADNc de cada muestra. Una vez cargada la paca se colocó adherente transparente 
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sobre los pozos para sellarlos y se centrifugó. La amplificación de los genes se 

realizó en un equipo LightCycler® 480 Instrument II, 96-well qPCR en tiempo real 

de Roche (Cat. No. 05 015 278 001) con las siguientes especificaciones: activación 

de Taq ADN polimerasa y la desnaturalización del ADN se realizó a 95°C durante 

10 min seguido de 45 ciclos de amplificación (consintiendo en 10 s a 96 °C, 30 s a 

60 °C y 1s a 72 °C.) Estas condiciones se utilizaron para todos los genes analizados. 

 

Figura 33. Esquema que resume el método para amplificación por PCR-TR con Kit LightCycler 
TaqMan (No. Cat. 04535286001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


