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Resumen
La obesidad es una enfermedad que ha emergido como producto de una alimentacion hipercalorica
excesiva y la adquisicion de habitos sedentarios. Recientemente, han surgido investigaciones que
relacionan a las dietas obesogénicas con el deterioro cognitivo y alteraciones emocionales. Dichas
afectaciones sugieren que el cerebro puede ser particularmente susceptible al impacto de estas
dietas, especialmente durante edades tempranas. En este proyecto se evalu6 el funcionamiento de
diferentes tipos de memoria en ratas Wistar adultas expuestas durante su juventud a un régimen
alimenticio hipercalorico de tres meses con 45 % del aporte caldrico proveniente de lipidos. Se
analizaron los efectos conductuales empleando tres protocolos: laberinto acuatico de Morris, me-
moria de reconocimiento de objetos y condicionamiento de aversion al olor. Asimismo, se moni-
toreo la actividad neuroquimica en el nicleo basolateral de la amigdala durante la adquisicion del
condicionamiento mediante microdidlisis en libre movimiento. La evaluacion a largo plazo indica
un efecto bidireccional de la dieta alta en grasa sobre la memoria: mientras que se observan defi-
ciencias en la recuperacion de informacidn espacial y en el reconocimiento de objetos, la aversion
hacia el estimulo olfativo incrementa significativamente. El analisis de la concentracion de neuro-
transmisores en la amigdala muestra un aumento en los niveles extracelulares de noradrenalina y
glutamato tras la presentacion del estimulo condicionado e incondicionado, respectivamente. Estos
hallazgos sugieren que el consumo excesivo de grasas en etapas juveniles tiene un efecto diferen-
cial sobre la memoria dependiendo del tipo de informacion que se codifica, debilitando el recuerdo
de configuraciones espaciales y de la familiaridad de estimulos neutros, pero exacerbando los re-
cuerdos con carga emocional negativa a través de cambios en la neurotransmision glutamatérgica

y noradrenérgica.




I. Introduccion

Entender el funcionamiento de la mente constituye el fin Ultimo que persigue el ser humano,
es su aspiracion mas trascendente y quizé la mas dificil a la que se haya enfrentado. Atras han
quedado las explicaciones basadas en especulaciones o interpretaciones misticas, hoy el estudio
de lo mental es un asunto enteramente cientifico, llevado a cabo por las neurociencias, las cuales
nos aproximan a la comprension de como la infinidad de circuitos que componen al sistema ner-
vioso permiten a los organismos codificar, interpretar, almacenar y utilizar la informacion que
reciben del exterior, para adaptarse a las exigencias de un entorno en constante cambio (Squire et
al., 1996).

No se puede hablar de una neurociencia Unica, sino de muchas de ellas, que tienen en la mira
objetivos muy puntuales. Asi, en las ciencias del cerebro convergen infinidad de disciplinas, pers-
pectivas y enfoques, desde la neurociencia del desarrollo hasta la neurociencia computacional,
desde la neurofisiologia hasta la neuropsicologia, desde el estudio de moléculas hasta el estudio
de la cognicion (Albright et al., 2000; Milner et al., 1998). Todos estos campos de conocimiento,
junto con muchos mas, constituyen el enorme arsenal experimental que nos ha permitido establecer
un marco conceptual comun para conocer la estructura, mecanismos operacionales y funciones de
los grandes sistemas neurales.

Dentro de esta enorme estructura interdisciplinaria se encuentra la neurociencia cognitiva, cuyo
surgimiento se dio a partir de la idea de que las técnicas y conceptos propios de la neurobiologia
de sistemas podian ser Gtilmente aplicados al anélisis de la cognicion (Milner et al., 1998). Esta

disciplina se encarga del estudio de los sustratos neurales y mecanismos biol6gicos que subyacen




a procesos mentales como la percepcion, atencién, lenguaje, funcionamiento ejecutivo, aprendi-
zaje y memoria (Squire et al., 1996), siendo estos dos Ultimos fendmenos de especial interés para
el desarrollo de esta investigacion.

Nuestra vida mental depende en buena medida de lo que aprendemos y recordamos. Normal-
mente no advertimos lo trascendente que es recordar quiénes somos y qué sabemos, ni nuestra
capacidad para aprender nueva informacién; es hasta que nos vemos desprovistos de estas facul-
tades que nos damos cuenta de que la vida sin memoria se convierte en un confuso enredo de
hechos sin relacion alguna, lo que eventualmente repercute en otras capacidades cognitivas y como
consecuencia, en nuestra funcionalidad cotidiana (Kandel et al., 2014).

La importancia de la memoria para la funcién mental fue reconocida muy temprano en la his-
toria de la humanidad. En la Antigua Grecia, Aristoteles ya describia a la memoria como una
extension de los sentidos que incorporaba el paso del tiempo desde la experiencia sensorial real;
a partir de ese momento, mentes destacadas han tratado de dilucidar la interrogante de codmo apren-
demos y recordamos (Albright et al., 2000). Actualmente, con los avances tecnoldgicos y tedricos
de los que disponemos, se han podido examinar aquellas ideas basicas —aungue trascendentes—
propuestas hace miles de afios, y contintdan siendo una pieza clave para nuestro entendimiento
sobre la memoria, la cual hoy es descrita como una propiedad fundamental inherente a los sistemas
cerebrales que modifica nuestra cognicion y comportamiento a través de la experiencia
(Eichenbaum, 2016).

Poco a poco, las voces que se preguntaron en donde se almacena la informacién, qué sistemas
0 conexiones cerebrales estan involucrados, o qué eventos celulares y moleculares sustentan los
tipos particulares de aprendizaje y memoria, comenzaron a ser escuchadas. Al dia de hoy sabemos

gue la memoria no es una secuencia lineal de eventos que culmina en un recuerdo indeleble, sino
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un conjunto de varios procesos dinamicos que llevan a codificar, consolidar, recuperar, actualizar
e integrar informacion reciente a conocimientos previos (Sara, 2016). Sabemos también que, de-
bido a que el cerebro esta organizado en varios sistemas funcionales, existen mualtiples formas de
memoria que tienen distintas caracteristicas anatémicas, funcionales y de procesamiento de la in-
formacion, haciendo que su almacenamiento no se dé en un solo lugar ni en una sola forma (Morris
et al., 1988).

Han pasado mas de 50 afios desde que el trabajo pionero de Brenda Milner revolucioné a la
neurociencia cognitiva al demostrar que ciertas formas explicitas de memoria requieren de estruc-
turas cerebrales especificas para su adquisicion y retencion (Scoville y Milner, 1957). Ella descri-
bid el caso del paciente neuroldgico més famoso de la literatura; a Henry Molaison, conocido solo
como H.M. por mucho tiempo, se le extrajo gran parte de los lI6bulos temporales para aliviar las
fuertes crisis epilépticas que padecia. Si bien después de la operacion las convulsiones desapare-
cieron, H.M. se enfrentaba a una nueva condicion: La cirugia parecia haberle quitado la capacidad
para formar nuevos recuerdos. Estudios posteriores confirmarian que, tanto en humanos como en
otros animales, las estructuras alojadas en la region temporal medial del cerebro intervienen en
aspectos declarativos de la memoria (Burwell et al., 1996; Martinez y Kesner, 2014).

A su vez, los avances en el desarrollo de modelos experimentales de aprendizaje y memoria
condujeron a las neurociencias a un hallazgo que seria crucial para la construccion de su cuerpo
tedrico: la capacidad plastica de las neuronas. A principios del siglo pasado, Santiago Ramon y
Cajal (citado en Morris et al., 1988) sugirié la posibilidad de que el aprendizaje produce cambios
morfoldgicos prolongados en las células nerviosas que alteran la efectividad de sus conexiones, y

que estos cambios pueden servir como mecanismo para la formacion de recuerdos. Afios después,
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el psicologo canadiense Donald Hebb establecié un principio en el que la actividad celular con-
junta en una sinapsis conduciria al fortalecimiento de esa conexidn sinaptica (Hebb, 1949).

Décadas mas tarde, los estudios realizados por Eric Kandel en Aplysia californica, asi como los
hechos por Timothy Bliss y Terje Lemo en 1973, comprobarian los planteamientos propuestos por
Ramon y Cajal y Hebb. Por un lado, los procesos de aprendizaje en el modelo de Aplysia llevaban
a cambios funcionales y estructurales en vias sensoriomotoras especificas que persistian por dias
(Kandel y Spencer, 1968); por el otro, la estimulacion eléctrica de alta frecuencia de las principales
vias sinapticas del hipocampo de conejo resultaba en un incremento duradero en la eficiencia de
las sinapsis estimuladas (Bliss y Lemo, 1973). Tales cambios sinapticos pueden expresarse como
alteraciones morfologicas en la arquitectura de la arborizacion neuronal, especificamente aumen-
tos en el volumen y cantidad de espinas dendriticas en las sinapsis potenciadas (Bosch y Hayashi,
2012). Gracias a estas y otras preparaciones experimentales que relacionan la funcién celular con
cambios en la conducta, quedd demostrado que el aprendizaje y la memoria son consecuencia
directa de los mecanismos de plasticidad (Sara, 2016).

A todos estos hallazgos se les sumarian otros en los afios venideros gracias al rapido desarrollo
de nuevas tecnologias que estan permitiendo niveles de indagacidn sobre la funcion cerebral nunca
imaginados en los albores del milenio (Mayford et al., 1997). Asi, el surgimiento de finos métodos
moleculares ha llevado a la produccion de organismos modificados genéticamente (Wang et al.,
2020), al control 6ptico o quimico de poblaciones especificas de neuronas (Goshen et al., 2011), 0
al empleo de mecanismos epigenéticos que cambian la expresion de ciertos genes sin alterar la
secuencia del ADN (Sase et al., 2019). Se espera que la combinacion de estas nuevas técnicas
genéticas con el analisis de la funcidn sinaptica mediante nuevos enfoques electrofisiologicos y

técnicas de imagenologia in vivo (algunas de ellas con resolucion subcelular y precision temporal
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del orden de los milisegundos), proporcione un poderoso conjunto de herramientas que nos con-
duzca hacia avances provechosos en la incesante basqueda del engrama (Liu et al., 2012).

Hemos sido testigos de descubrimientos verdaderamente emocionantes acerca de los mecanis-
mos bioldgicos del aprendizaje y la memoria, pero el progreso hecho hasta el momento debe con-
siderarse s6lo como el inicio de un largo camino por recorrer. De hecho, las neurociencias aln se
enfrentan a desafios apremiantes; uno de ellos tiene que ver con la generacion de soluciones apli-
cadas a estados patoldgicos o degenerativos que afectan el funcionamiento cerebral (Albright et
al., 2000). La gran complejidad de enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia, la depresion,
el trastorno bipolar o estados ansiosos, ha repercutido de manera negativa en el conocimiento que
tenemos de ellas y, frustrantemente, seguimos sabiendo muy poco acerca de sus sustratos y meca-
nismos celulares (Higgins y George, 2013). Ante este escenario, queda claro que el futuro de las
neurociencias requiere de aproximaciones mucho mas dindmicas de los procesos que describe, que
contribuyan a la comprension de las aberraciones en la actividad de las células y los circuitos que
caracterizan a distintas alteraciones del cerebro, y que propongan alternativas para enfrentar a las
enfermedades neurodegenerativas que por tanto tiempo han eludido los esfuerzos de la comunidad
cientifica (Higgins y George, 2013; Kandel et al., 2014).

Cada vez es mas amplia la evidencia de que la memoria y el aprendizaje son vulnerables a
multiples factores adicionales a los que tipicamente se conocen; condiciones de las que poco se
sospechaba hasta hace algunos afios y que hoy se asocian con disfunciones cognitivas de conside-
racion (Cordner y Tamashiro, 2015). Tal es el caso de la obesidad —cuya relacion con el cerebro

se pensaba Unicamente en términos de patologia vascular—, pues estudios recientes sugieren que el
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exceso de peso y sus diferentes comorbilidades (diabetes, hipertension, dislipidemias, etc.) se vin-
culan con un bajo desempefio cognitivo e incrementan hasta en un 50 % el riesgo de presentar
algun tipo de demencia (Pasinetti y Eberstein, 2008).

Se han propuesto una gran cantidad de mecanismos para explicar como ocurren los déficits
cognitivos producto de la obesidad: carga genética, desregulacion en la produccion de hormonas
como la insulina o la leptina, mayor presencia de proteinas proinflamatorias, cambios en la per-
meabilidad de la barrera hematoencefalica, disminucién en la expresion de factores neurotréficos,
disfuncién mitocondrial, hasta la presencia de marcadores relacionados con la enfermedad de Alz-
heimer, que en Gltima instancia llevan a afectaciones en el metabolismo cerebral y a cambios en
la morfologia y funcionamiento celular (Cordner y Tamashiro, 2015; Prickett et al., 2015). Es tal
la cantidad y magnitud de los deterioros causados por la obesidad en el sistema nervioso, que se
ya se piensa en ella como una auténtica enfermedad del cerebro (Shefer et al., 2013).

Debido al rapido incremento global en el consumo de dietas hipercaloricas, y por ende, al au-
mento de casos de sobrepeso y obesidad, junto con todo el espectro de patologias que los acompa-
fian, es cada vez mas urgente identificar con precision asociaciones validas y confiables entre los
efectos negativos que éstos tienen sobre la cognicion y los mecanismos subyacentes a cada uno de
ellos, para asi poder desarrollar estrategias efectivas de tratamiento (Prickett et al., 2015).

AUn falta mucho trabajo por realizar, se requiere mas informacidn respecto al tema, la cual sera
crucial para dirigir el rumbo de investigaciones futuras. Como parte de tales esfuerzos, este trabajo
busca formar una imagen mas clara acerca de la organizacion de la memoria en el cerebro; se
abordd la problematica de la obesidad juvenil y el deterioro cognitivo en un modelo animal me-
diante tareas conductuales de reconocimiento de objetos, navegacion espacial y aprendizaje de

aversion, y también a través del monitoreo de la actividad neuroquimica en estructuras clave para
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estos tipos de memoria. Este pretende ser un aporte mas a la comprension del sistema nervioso y

su compleja relacién con otros sistemas de nuestro cuerpo.

Il. Antecedentes
2.1 La obesidad en nimeros

Antes de 1980, el nimero de personas con bajo peso en el mundo era mayor que el de personas
con exceso del mismo, segun lo reportado por Smith y Smith (2016). Esta situacion se ha invertido
y en la actualidad, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que la
prevalencia de personas mayores de 18 afios con sobrepeso u obesidad asciende a mas de 1 900
millones; en el caso de la poblacion de 5 a 18 afios la cifra llega a los 340 millones, mientras que
en nifios menores de 5 afos se tiene un registro aproximado de 41 millones de individuos (OMS,
2018). La obesidad ha alcanzado proporciones descomunales, pues hoy en dia constituye el sexto
factor de riesgo de defuncion a nivel global y cada afio mueren alrededor de 3.4 millones de per-
sonas por causas relacionadas con el exceso de peso (Chooi et al., 2019). Nuevas proyecciones
muestran un aumento continuo en los casos de obesidad que, de mantener su tendencia, para el
afio 2030 mas del 40 % de la poblacion del planeta tendra sobrepeso y, dentro de ese porcentaje,
mas de la mitad desarrollara obesidad (Malo-Serrano et al., 2017).

La Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econdémico (OCDE) también ha encon-
trado que, en promedio, el 58 % de la poblacion adulta de los 35 paises que conforman a la orga-
nizacion presenta peso excesivo. Las tasas medias de obesidad en adultos en estos paises han au-
mentado desde 21 % en 2010 hasta 24 % en 2016, lo que significa que actualmente hay 50 millones

mas de personas obesas (OCDE, 2019).
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En México, el perfil epidemioldgico nacional ha transitado en cuatro décadas de una situacion
en que la desnutricion y las enfermedades infecciosas eran los mayores problemas de salud puablica,
a un escenario dominado por la obesidad, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y otras
enfermedades cronicas no transmisibles relacionadas con la sobrealimentacion (Rivera-
Dommarco, 2012). Datos de la Gltima Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2018),
la cual evalla el estado nutricional y de salud de la poblacion mexicana, indicaron que la preva-
lencia combinada de sobrepeso y obesidad en poblacién mayor de 20 afios fue de 75.2 % (39.1 %
sobrepeso y 36.1 % obesidad), mostrando un aumento de 4 % respecto al afio 2012. En adolescen-
tes de 12 a 19 afios la prevalencia de sobrepeso fue de 23.8 % y la de obesidad fue de 14.6 %
(prevalencia combinada de 38.4 %). En cuanto a la poblacion de 5 a 11 afios, 18.1 % vive con
sobrepeso y un porcentaje similar (17.5 %) presenta obesidad.

La obesidad es considerada como la epidemia del siglo XXI debido a las dimensiones que ha
adquirido a lo largo de las ultimas décadas y por su impacto sobre la morbilidad, mortalidad y el
gasto sanitario (OMS, 2018; Pérez-Milena, 2015). Esta enfermedad represent6 en 2017 el 35 % de
las defunciones en México, convirtiéndola en la primera causa de muerte (INEGI, 2018). Ese
mismo afio, la Secretaria de Salud estimd que el costo total de la obesidad (incluyendo costos por
pérdida de productividad y atencion medica) fue de 240 000 millones de pesos (Torres y Rojas,
2018). Se trata de un problema que involucra a todos los grupos de edad, de distintas etnias y de
todos los estratos sociales, incluyendo hogares que se encuentran en situacion de inseguridad ali-
mentaria, es decir, que no tienen acceso a alimentos en cantidad suficiente para satisfacer sus re-
querimientos nutricionales (Rivera-Dommarco, 2012). Este panorama permite dimensionar la

magnitud y el potencial efecto negativo que puede ejercer la obesidad sobre la expectativa de vida
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de la poblacidn que la padece, por lo que es reconocida como uno de los desafios mas importantes
para la salud pablica que, aunque lentamente, continla creciendo (Torres y Rojas, 2018).
2.2 Generalidades de la obesidad

La obesidad es una enfermedad sistémica, de curso cronico y multifactorial, definida por la
OMS como una acumulacién anormal o excesiva de los depdsitos de grasa corporal, causada por
un desbalance positivo de energia que ocurre cuando la ingesta calérica excede al gasto energético,
llevando a una ganancia de peso que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2018; Rivera-
Dommarco, 2012). Si bien el sobrepeso generalmente se debe también a una acumulacion excesiva
de grasa, suele diferenciarse de la obesidad a través de indicadores como el indice de Masa Cor-
poral (IMC), una medida basada en el peso en relacion con la estatura (Moreno, 2012). Bajo estos
términos, la OMS establece que un individuo adulto presenta sobrepeso cuando su IMC es > 25,
mientras que valores > 30 indican obesidad (OMS, 2018)

La falta de correspondencia entre la ingestion y el gasto de energia tiene sus origenes en un
sistema causal de gran complejidad que engloba, desde factores inmediatos que influyen directa-
mente en los requerimientos de energia o en procesos metabolicos relacionados con la acumulacion
de tejido adiposo (como el consumo de dietas hipercaloricas, falta de actividad fisica o factores
genéticos), hasta agentes distales que actuan de manera indirecta, entre los que se incluyen: cam-
bios en la cultura alimentaria tradicional y en las dinamicas familiares, determinantes socioeconé-
micos, estrategias de mercadeo masivo que aumentan la disponibilidad y accesibilidad de alimen-
tos altamente procesados, influencia de los medios de comunicacion y la publicidad, el desarrollo
urbano e industrial, cambios tecnoldgicos en el trabajo, el transporte y la recreacidn, politicas agri-
colas, fiscales y de comercio exterior, etc. (Bray, 1999; OMS, 2018; Sengier, 2005; Shefer et al.,

2013). Todos estos factores operan a diferentes niveles, en entornos locales, regionales, nacionales,
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hasta en el ambito global, los cuales se interconectan, integran e interactiian modificando las ca-
racteristicas de la alimentacion y la actividad fisica, haciendo dificil el control y prevencion de la
obesidad tanto a nivel individual como poblacional (Clark y Brancati, 2000).

La acumulacién de grasa corporal ocurre en el tejido adiposo, reconocido por ser un drgano
endocrino que participa en la respuesta inmune al ser capaz de secretar citocinas proinflamatorias
(Hernandez-Bautista et al., 2019; Spyridaki et al., 2016). Es por ello que el incremento en los
dep0sitos de grasa que caracteriza al sobrepeso y la obesidad Ileva a un estado inflamatorio cronico
de bajo grado que favorece la lipolisis de triglicéridos, aumentando la concentracion de acidos
grasos libres en la circulacion sanguinea y provocando diversas alteraciones cardiovasculares
como hipertension arterial, insuficiencia cardiaca, enfermedades coronarias, cardiopatia isque-
mica, infartos y accidentes cerebrovasculares (Chu et al., 2019; Rivera-Dommarco, 2012).

La secrecion de marcadores proinflamatorios también puede afectar negativamente la sensibi-
lidad del organismo a la insulina, una hormona producida en el pancreas cuya funcion es ayudar a
introducir la glucosa presente en la sangre al interior de las células para que éstas puedan transfor-
marla en energia (Guillemot-Legris y Muccioli, 2017; Spyridaki et al., 2016). Cuando la insulina
es incapaz de transportar la glucosa circulante, se favorece su acumulacién en el torrente sangui-
neo, teniendo como consecuencia dificultades para metabolizar adecuadamente el exceso de azu-
car (Parton et al., 2007). La resistencia a la insulina y la consecuente hiperglucemia son un sello
distintivo de la obesidad que, con el paso del tiempo, pueden derivar en el desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 (Hernandez-Bautista et al., 2019).

Asi mismo, el exceso de peso ha sido considerado como un factor de riesgo para presentar otro
tipo de patologias, como insuficiencia respiratoria, trastornos del dormir, enfermedades osteoarti-

culares, alteraciones en ejes endocrinos e incluso algunos tipos de cancer que pueden desarrollarse
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en el endometrio, senos, ovarios, prostata, higado, vesicula biliar, rifiones y colon (Chu et al., 2019;
Hernandez-Bautista et al., 2019; Rivera-Dommarco, 2012). Dependiendo de la edad y la etnia, la
obesidad se asocia con una disminucion de 6 a 20 afios en la esperanza de vida (Smith y Smith,
2016); se estima que por cada 15 kg adicionales al peso de una persona, el riesgo de muerte tem-
prana aumenta aproximadamente 30 % (Malo-Serrano et al., 2017).

2.3 Impacto de la obesidad en etapas juveniles

La obesidad infantojuvenil constituye un foco importante de atencién debido a su prevalencia
ascendente, su persistencia en la edad adulta y su asociacion con otras enfermedades (Pérez-
Milena, 2015). Mientras que en 1975 la obesidad se presentaba en menos del 1 % de la poblacion
infantil y adolescente del mundo (correspondiente a 11 millones de individuos), en 2016 la cifra
ascendio a 124 millones, lo que representaba el 14 % de dicha poblacion en ese afio (OMS, 2018).
En Ameérica Latina, mas del 20 % de personas entre 0 y 19 afios presentan sobrepeso (aproxima-
damente 42.5 millones) (Rivera et al., 2014). En México, se ha observado un aumento de mas de
tres puntos porcentuales en la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad adolescente de 2012
a 2018 (ENSANUT, 2018; Shamah-Levy et al., 2018).

La obesidad en poblacién juvenil, especialmente en adolescentes, tiene consecuencias funcio-
nales de caracter fisico y psicoldgico que pueden ser mas agresivas que en el caso de los adultos
(Perez-Milena, 2015; Wabitsch et al., 2018), ya que la adolescencia es una etapa de crecimiento
con un cambio dindmico y progresivo, definida como el momento de la vida en el cual el individuo
transita por transformaciones en los patrones fisicos, conductuales, cognitivos, emocionales y so-
ciales de la nifiez hacia los de la adultez (Fuhrmann et al., 2015; Pérez-Milena, 2015).

En términos neurobioldgicos, la adolescencia es considerada como el segundo periodo critico

en el desarrollo del cerebro (Fuhrmann et al., 2015), pues lo que se observa tipicamente al inicio
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de esta etapa es una sobreproduccion de sinapsis seguida por una poda de las mismas, indicando
que la comunicacién neural se encuentra en un estado altamente 1abil (Tamnes et al., 2010). De
hecho, es en este periodo en donde ocurre la maduracion de varios sistemas de neurotransmision,
con picos de desarrollo en vias dopaminérgicas, glutamatérgicas, gabaérgicas, endocannabinoidér-
gicas y de sistemas opioides enddgenos (Schneider, 2013). Tales cambios ocurren principalmente
en areas de integracién multimodal como la corteza prefrontal, corteza parietal posterior y corteza
temporal superior (Giedd, 2004).

Igualmente, se activan mecanismos de plasticidad que contribuyen a una sefializacion neuronal
efectiva en regiones cerebrales que sustentan a funciones cognitivas de alto orden como el lenguaje
y el funcionamiento ejecutivo (Larsen y Luna, 2018). Asi, mientras que aspectos basicos de la
memoria de trabajo (p. ej. recordar los nUmeros para poder hacer célculos) alcanzan su madurez
en la infancia, otras habilidades mas complejas, como la busqueda espacial estratégica, contindan
mejorando durante la adolescencia temprana mediante el reclutamiento de regiones frontales
(Luciana et al., 2005). Siguiendo esta idea, se han descrito picos de desempefio en tareas de me-
moria verbal y visoespacial entre los 14 y los 26 afios de edad (Murre et al., 2013).

Asi, la extensa gama de cambios dinamicos y profundos (tanto neurobiol6gicos como de cual-
quier otro tipo) que ocurren en la etapa juvenil la convierten en un periodo de alta vulnerabilidad,
lo cual es aprovechado por diversas patologias no sélo para instalarse de forma mas rapida, sino
también para repercutir con mayor intensidad respecto a otros estadios del desarrollo como la adul-
tez. La obesidad no es la excepcion y, aunado al hecho de ser una enfermedad de alta y creciente

prevalencia en personas jovenes, es una problematica que requiere ser atendida con apremio.
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2.4 Obesidad y cerebro

Existen hallazgos que relacionan la acumulacion de tejido adiposo con la presencia de altera-
ciones en la estructura y funcionamiento cerebrales (Chuang et al., 2016; Moreno-L6pez et al.,
2016). El sobrepeso y la obesidad en la adultez se han asociado con una disminucion en el flujo
sanguineo regional en la corteza prefrontal (Willeumier et al., 2011) y en el volumen cerebral total,
independientemente de variables como la edad o la comorbilidad (Gunstad et al., 2008). También
se ha observado en estudios longitudinales que niveles altos de glucosa en sangre en personas
obesas se relacionan con atrofia en el hipocampo y la amigdala (Cherbuin et al., 2012). Otros
estudios han determinado que individuos con obesidad tienen una mayor conectividad en regiones
involucradas con la regulacion metabolica y la interocepcion (nucleos hipotalamicos), asi como
con el procesamiento de la recompensa (nucleo accumbens y cuerpo estriado) (Coveleskie et al.,
2015), mientras que la conectividad disminuye en zonas prefrontales que participan en el control
cognitivo (Kullmann et al., 2014).

Las alteraciones cerebrales asociadas al desarrollo de obesidad durante la adolescencia se ca-
racterizan por reducciones en la conectividad funcional en regiones como la insula, cingulo dorsal
anterior y posterior, giro temporal medial y corteza prefrontal dorsolateral, asi como una mayor
actividad de la corteza orbitofrontal; tales patrones de conectividad correlacionan con una alta
sensibilidad a la recompensa, deficiencias cognitivas y generacion de estados emocionales de tipo
ansioso o depresivo (Olde-Dubbelink et al., 2008).

La explicacidn a estas alteraciones en el cerebro podria estar dada por mecanismos inflamato-
rios (Shefer et al., 2013). El consumo crénico de grasas provoca en roedores un incremento en la
presencia de especies reactivas de oxigeno, produccion acelerada de prostaglandina E2 (PGE2),

Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) e interleucina 1p (IL-1B), y activacion microglial en la
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corteza cerebral (Guillemot-Legris y Muccioli, 2017). Ademas, el tejido adiposo produce grandes
cantidades de proteina precursora de amiloide, cuya deteccién por parte del sistema inmune incre-
menta la secrecion de citocinas (Thirumangalakudi et al., 2008).

La presencia de disfunciones cerebrales como consecuencia del exceso de peso puede compro-
meter el funcionamiento cognitivo (Prickett et al., 2015). Se ha visto que los procesos de control
de impulsos y flexibilidad cognitiva estan afectados en nifios obesos (Mamrot y Han¢, 2019), fe-
némeno que también ha sido descrito en mujeres con esta misma condicion, quienes presentan
dificultades para inhibir conductas relacionadas con el consumo de alimentos (Zhang et al., 2014).
Holloway y colaboradores (2011) observaron que la implementacién de una dieta baja en carbohi-
dratos pero alta en grasas (equivalente al 75 % del aporte calorico diario recomendado) durante
cinco dias en una muestra de adultos jovenes sanos disminuyo los niveles de atencion y de veloci-
dad de recuperacion de informacion. De manera similar, Edwards et al. (2011) encontraron que
hombres de entre 25 y 45 afios con un estilo de vida sedentario expuestos a una dieta hipercalérica
tenian tiempos de reaccién a estimulos mas largos al compararlos con personas del mismo sexo y
edad pero que realizaban actividad fisica con frecuencia.

Al evaluar el funcionamiento cognitivo de personas con sobrepeso u obesidad, es comuln detec-
tar alteraciones en la memoria. En una revision hecha por Spyridaki et al. (2016) se describen
algunos de los déficits que son observados con mayor frecuencia en las evaluaciones clinicas; éstos
consisten en dificultades para recuperar informacidn de tipo episddica, tanto a corto como a largo
plazo, asi como problemas de memoria visual, verbal y de trabajo. Adicionalmente, el consumo
de dietas con un alto aporte calérico se relaciona con una capacidad deficiente para recordar infor-
macion prospectiva y espacial, e incluso incrementa el riesgo a padecer Alzheimer (Morris et al.,

2015).
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Estos antecedentes muestran que las afecciones cerebrales relacionadas con la obesidad son
cuantiosas y distintas entre si, destacando las alteraciones cognitivas, y en particular, aquellas que
inciden sobre procesos de memoria, tanto por su presencia frecuente como por su potencial para
limitar la funcionalidad del individuo.

2.5 Generalidades de la memoria

La memoria puede definirse en términos generales como la retencién de la informacién apren-
dida (Sara, 2016). Para que este proceso ocurra, es necesaria la adquisicion de nueva informacion,
la cual posteriormente pasara de un estado labil a uno estable y duradero (conocido como consoli-
dacion), el cual permitira la recuperacion de la informacion en respuesta a demandas o sefiales del
ambiente (Eichenbaum, 2016).

La complejidad inherente a esta funcion cognitiva ha llevado al planteamiento de modelos, teo-
rias y clasificaciones que intentan explicar su organizacion y funcionamiento (Reber, 2015). La
clasificacion por antigiiedad de la informacion se basa en la duracion del trazo de memoria y pro-
pone al menos dos categorias temporales: corto y largo plazo (Kandel et al., 2014). La memoria
de corto plazo tiene una duracion estimada en segundos o hasta minutos, mientras que la memoria
de largo plazo puede durar dias, meses o incluso afios (Orddnez-Magro et al., 2018). A su vez,
dentro de la memoria de corto plazo se suele incluir una subdivision denominada memoria de
trabajo, en la que la informacién se manipula o utiliza para influir en la conducta inmediata
(Baddeley, 2012).

Otra forma de clasificacion corresponde al tipo de informacion almacenada. Dentro de esta
categorizacion existen diversos modelos, cada uno con diferentes criterios para identificar los tipos
de memoria (Eichenbaum, 2016). Sin embargo, el modelo mas consolidado e inclusivo es el pro-

puesto por L. Squire y S. Zola-Morgan. Segun esta propuesta, la representacion de la memoria en
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diferentes regiones del cerebro depende del acceso voluntario que se tenga a la informacion que
se almacena; asi, se sugiere que la memoria se divide en dos categorias: un componente declarativo
(explicito) y otro no declarativo o implicito (Squire y Zola-Morgan, 1988).

La memoria declarativa es a la que se refiere el lenguaje coloquial como “memoria”, consiste
en el uso consciente de informacién relacionada con hechos y eventos que involucran personas,
lugares u objetos y cuyo contenido puede ser formalmente enunciado, por ejemplo, recordar el
nombre propio o el domicilio de residencia (Alcaraz y Guma-Diaz, 2001). En ella intervienen
estructuras alojadas en la region temporal medial del cerebro como el hipocampo, la corteza ento-
rrinal, parahipocampal y perirrinal (Eichenbaum, 2001). Como proceso, implica la organizacion
sistematica de la informacion que permite hacer generalizaciones e inferencias a partir del conoci-
miento adquirido (Scoville y Milner, 1957).

En tanto, la memoria no declarativa o implicita se refiere a los recuerdos para los que no tene-
mos el control voluntario de acceso a ellos (p. ej. andar en bicicleta). Dentro de esta categoria se
incluyen habitos, habilidades, estrategias perceptuales y motoras, efectos de repeticion o priming
y formas simples de aprendizaje, tanto asociativo como no asociativo (Alcaraz y Guma-Diaz,
2001). Las variedades de este tipo de memoria son muy heterogéneas y no implican un mecanismo
anico, por lo que dependen de estructuras ampliamente distribuidas, como vias sensoriomotoras
especificas en invertebrados y estructuras subcorticales en vertebrados, destacando el cuerpo es-
triado, los ganglios basales, la amigdala y el cerebelo (Kim, 2019).

La memoria es un resultado de la actividad cerebral, y por lo tanto, es expresada y modulada
de manera neuroguimica. Tanto manipulaciones externas (administracion de farmacos, estimula-
cidén eléctrica u dptica) como agentes internos (actividad neuroendocrina o visceral) pueden con-

tribuir facilitando o interfiriendo la adquisicion, consolidacién y recuperacion de distintos tipos de
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memoria mediante la activacion de varios sistemas de neurotransmision (glutamatérgica, dopami-
nérgica, noradrenérgica, entre otros) que, de manera directa o indirecta, aportan informacion al
engrama con componentes afectivos, motivacionales, de saliencia, etc. (Alcaraz y Guma-Diaz,
2001).

2.6 Abordaje experimental de la obesidad

Existe suficiente evidencia que apunta a que la principal causa de la obesidad es el consumo
excesivo de alimentos y bebidas con un elevado aporte calérico (es decir, que poseen un contenido
de carbohidratos y grasas superior al necesario para satisfacer los requerimientos nutricionales del
organismo) pero con un bajo contenido de fibra, vitaminas, minerales y otros micronutrientes
(Rodriguez-Ramirez et al., 2011; Shefer et al., 2013).

En investigacion, roedores como ratas y ratones han sido los modelos experimentales predomi-
nantes en el estudio de la homeostasis de la energia y de la obesidad porque, como en el caso de
los seres humanos, son mamiferos que consumen una amplia variedad de alimentos y cuentan con
sistemas gustativos y digestivos similares a los nuestros, de manera que cuando hay un exceso en
la ingesta calorica, los animales presentan un aumento en su peso corporal (Rosini et al., 2012).

A pesar de que se han desarrollado numerosos modelos de obesidad en roedores, hasta ahora
no se ha encontrado uno que recapitule todos los aspectos de la obesidad humana y sus comorbi-
lidades (Lutz, 2018). Sin embargo, cada uno de ellos nos permite indagar sobre mecanismos espe-
cificos de la enfermedad o sus consecuencias. Estos modelos pueden ser de tipo genético (basados
en mutaciones o manipulaciones de genes especificos) o bien, emplear animales genéticamente
intactos en donde la obesidad es inducida mediante la exposicion a ciertos tipos de dieta (Warden

y Fisler, 2010). En el primer caso, las modificaciones genéticas pueden ser muy Utiles para estudiar
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aspectos puntuales del control de la ingesta, pero no se asemejan al perfil predominante de la obe-
sidad debido a que las mutaciones son responsables de un reducido porcentaje de casos de esta
enfermedad (York, 1996). Por su parte, los modelos dietarios representan de mejor manera la in-
fluencia de factores ambientales inmediatos en la ganancia de peso corporal (Schemmel et al.,
1970; Thibault, 2013).

De forma similar a lo que ocurre en humanos, una ingesta con alto contenido lipidico lleva a un
incremento significativo de peso en roedores comparados con animales expuestos a una dieta ba-
sada en alimento estandar (Bourgeois et al., 1983; Buettner et al., 2007). Generalmente, se emplean
dietas cuyo contenido de grasas equivale del 30 al 78 % del consumo total de energia (Bourgeois
et al., 1983).

En el caso especifico de las ratas, las cepas que tienden a ser obesas con mas facilidad, tanto
por peso como por grasa corporal, son Sprague Dawley y Wistar; otras cepas, como la Osborne-
Mendel, pueden ganar méas peso pero no difieren en porcentaje de grasa corporal (Schemmel et al.,
1970). Es importante mencionar que la diferencia entre una cepa y otra radica solo en la propension
a padecer obesidad cuando los animales son alimentados con dietas hiperlipidicas o hipercaloricas,
pero en todos los casos, el peso y el porcentaje de grasa corporal se ven mas influenciados por el
tipo de dieta que por la cepa (Schemmel et al., 1970; Thibault, 2013). Ademas, hay cierto nivel de
variabilidad incluso dentro de una misma cepa, en la que pueden observarse tanto animales con
ganancia de peso como animales que muestran resistencia a los efectos obesogenicos de la dieta
(Rosini et al., 2012).

En cuanto al sexo de los animales, hay diferencias en los patrones de crecimiento y composicion

de grasa corporal: Las hembras suelen tener mas grasa subcutanea y su peso corporal se vuelve
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estable hacia la adultez temprana, mientras que los machos presentan mas grasa de tipo visceral y
contindian ganando peso toda su vida (Lutz, 2018; Thibault, 2013).

El grado de obesidad en roedores puede ser determinado por criterios basados en la ganancia
de peso y/o el incremento de grasa corporal, comparando estas variables entre los animales ex-
puestos a la dieta obesogénica y aquellos que recibieron alimento estandar (Woods et al., 2003).
La obesidad se considera moderada cuando el peso o grasa corporal es de 10 a 25 % mayor en el
grupo experimental respecto al grupo control; valores mayores al 40 % indican obesidad severa
(Lutz y Woods, 2012). Medir la grasa corporal suele ser un criterio mas sensible que el peso para
evaluar la obesidad en estos modelos, pues se ha visto que animales alimentados con dietas hiper-
caloricas presentan un ligero incremento en su peso en comparacion con el aumento en los depo-
sitos de grasa durante el mismo intervalo de tiempo (Woods et al., 2003).

Tal como ocurre en seres humanos, la obesidad dietaria en ratas y ratones favorece la instalacion
de alteraciones metabdlicas, cuya presencia puede determinarse a traves de pruebas de tolerancia
a la glucosa y de resistencia a la insulina, en las que se toman muestras de sangre a intervalos
definidos para medir los niveles de glucemia en ayuno antes y después de la administracion de
dosis concentradas de glucosa o insulina, respectivamente (Lichtenstein y Schwab, 2000). En am-
bos casos, la presencia de obesidad coincide con altos niveles de glucosa en plasma, indicando por
un lado, problemas para asimilar cantidades adicionales de azUcar, y por el otro, dificultades en la
utilizacion de la insulina para movilizar la glucosa desde el torrente sanguineo hacia otras partes
del organismo (Herndndez-Bautista et al., 2019).

2.7 Abordaje experimental de los periodos del desarrollo
Otro aspecto a considerar en estos modelos es la edad en la cual los animales seran sometidos

a la dieta. Después del nacimiento, los roedores viven un periodo de cuidado parental que dura de
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14 a 21 dias y que es referido como el estadio predestete; a partir del Dia Posnatal (PD) 21 inicia
la etapa prepuberal o posdestete (Schneider, 2013). La pubertad comprende el lapso durante el cual
se alcanza la madurez sexual y por tanto, la competencia reproductiva (Romeo y McEwen, 2006).
Su inicio es facil de detectar pues coincide con la aparicion de signos fisicos externos: En ratas
hembra inicia aproximadamente a partir del PD 30 y culmina con la ocurrencia de la primera ovu-
lacion en el PD 38, mientras que en machos el inicio de la pubertad esta marcado por la separacion
del prepucio y el glande (lo que normalmente ocurre entre el PD 38 y el PD 45) y su fin esta
determinado por la aparicion de la espermatogenesis, que ocurre hacia el PD 60 (Korenbrot et al.,
1977).

En contraste con la pubertad, el inicio y el fin exactos de la adolescencia son dificiles de distin-
guir, ya que en el caso de los seres humanos, este periodo se determina por la adquisicion y refi-
namiento de una mezcla de componentes psicoldgicos, sociales y cognitivos propios de la adultez
(Spear, 2000). Se estima que, en roedores, la duracion de la etapa adolescente, incluida la pubertad,
abarca desde el PD 30 hasta el PD 60 en ratas hembra, y del PD 40 al 80 en machos, aproximada-
mente (Schneider, 2013). La delimitacion de estas ventanas temporales se basa en el hecho de que
cambios neurobiol6gicos y conductuales similares a los observados en la adolescencia humana,
como alteraciones en volimenes de sustancia gris y blanca, preferencia por la novedad, desarrollo
social, impulsividad y alta sensibilidad a la recompensa, son observados también en roedores a
estas edades (Friemel et al., 2010).

Sin embargo, existen diferencias individuales que pueden generar variabilidad en el inicio y
término de la adolescencia, por lo que animales mas jovenes 0 mas viejos pueden ser considerados

igualmente como adolescentes (Schneider, 2013). Es por ello que, para evaluar en su totalidad el
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curso de la etapa juvenil en roedores, se ha propuesto delimitar periodos cuyo inicio sea previo al
de la pubertad y que culminen después del fin de la adolescencia (Boitard et al., 2014, 2015).
2.8 Abordaje experimental de la memoria

El estudio experimental de la memoria y sus mecanismos en animales no humanos se basa en
manifestaciones conductuales a partir de las cuales se infiere la presencia o ausencia de un re-
cuerdo. Cada vez que el comportamiento actual es determinado por algin aspecto relacionado con
experiencias previas, se dice que esta involucrado un proceso de memoria (Dunkelberger et al.,
2008). En el laboratorio, existen protocolos que permiten usar respuestas no verbales como indi-
cios de ciertos componentes o tipos de almacenamiento de la informacion.

El estudio de los aspectos emocionales de la memoria suele emplear los principios del condi-
cionamiento clasico, dando lugar a experimentos conductuales como el Condicionamiento de
Aversion al Olor (en inglés Conditioned Odor Aversion o0 COA), el cual resulta de la asociacion
de una solucion olorizada pero insipida con el malestar gastrico inducido mediante la inyeccién de
agentes toxicos como el lipopolisacarido o el cloruro de litio; como resultado, el animal evitara o
disminuira el consumo de la solucién olorizada en ausencia del estimulo causante del malestar
(Hojo et al., 2018).

Al tratarse de una tarea que requiere el uso de estimulacion aversiva, una de las regiones cere-
brales con mayor actividad durante el COA es la amigdala (Boitard et al., 2015). La literatura
reporta que la inactivacion de la porcion basolateral mediante lesiones permanentes o por bloqueo
farmacoldgico de receptores especificos durante la adquisicién del COA, disminuye la aversion al
estimulo condicionado (Ferry et al., 1995; Inui et al., 2006; Miranda et al., 2007). Por su parte,
Boitard y colaboradores (2015) evaluaron el impacto de la obesidad juvenil en el desempefio de

esta tarea conductual y en el funcionamiento amigdalino, encontrando que la exposicién a una
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dieta con alto contenido en grasa desde el destete hasta el inicio de la adultez en ratas mejora la
memoria a largo plazo del COA; esta respuesta emocional exacerbada se relaciona con una mayor
presencia de marcadores de actividad en la amigdala basolateral y es atenuada por el antagonismo
de receptores de glucocorticoides en esta misma estructura.

Por otro lado, la memoria de reconocimiento es descrita como la habilidad para saber que algo
ha sido previamente vivido o presenciado, pudiendo tratarse de estimulos individuales o de un
evento en su totalidad (Mandler, 1980). La tarea de Reconocimiento de Objetos, también conocida
como ORM (siglas en inglés para Object Recognition Memory) ha sido ampliamente usada para
evaluar esta habilidad mediante el analisis del grado de discriminacién entre un objeto novedoso
y uno familiar (Brown y Aggleton, 2001). Esta prueba ofrece varias ventajas: Es un protocolo que
requiere unicamente de dos sesiones; implica una conducta de exploracién, aprovechando la pre-
ferencia innata de los roedores por la novedad; y sus condiciones se asemejan mas a las que se
usan en el estudio de aspectos de la memoria declarativa en humanos, por lo que su validez ecolé-
gica es alta (Lueptow, 2017). Estudios previos de farmacologia y lesién han mostrado que varias
regiones cerebrales estan involucradas en el reconocimiento de objetos, principalmente la corteza
perirrinal y la corteza insular (Balderas et al., 2008; Tanimizu et al., 2018).

En tanto, la memoria espacial es esencial en el repertorio conductual de humerosos organismos,
permitiendo, por ejemplo, la busqueda de comida, la conducta parental y reproductiva, el regreso
al nido o la huida a un lugar seguro (Carrillo-Mora et al., 2009). Una forma de evaluar su funcio-
namiento es mediante el Laberinto Acuatico de Morris (en inglés Morris Water Maze 0 MWM).
Se trata de un protocolo en el que los animales son entrenados para encontrar una plataforma oculta
dentro de un tanque con agua, para lo cual deben hacer uso de representaciones espaciales especi-

ficas para reconocer su localizacién (Morris, 1984). Surgié como una alternativa al laberinto radial
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y presenta ciertas ventajas con respecto a este Ultimo, pues parece ser mas sensible a las alteracio-
nes cognitivas, las estrategias de aprendizaje son mas faciles de detectar, es un protocolo relativa-
mente facil de aprender e implementar, y actualmente es uno de los modelos mas empleados en el
estudio de la memoria en general (Carrillo-Mora et al., 2009). Ademas, se considera que esta tarea
es dependiente del funcionamiento del hipocampo, ya que al lesionar o inactivar esta estructura,
los animales presentan dificultades para encontrar la plataforma durante el entrenamiento, o bien,
recordar su ubicacion al dia siguiente (D’Hooge y De Deyn, 2001).

Ademas de los protocolos conductuales, otra fuente de informacion sobre el funcionamiento de
la memoria proviene del analisis neuroquimico, ya sea mediante la administracion de farmacos o
mediante el analisis de neurotransmisores liberados en una region cerebral especifica. En este al-
timo caso, la microdidlisis ha sido una herramienta util para la identificacion de metabolitos pre-
sentes en el espacio extracelular de una estructura en particular (McAdoo y Wu, 2008).

Esta técnica se basa en la capacidad de los solutos para atravesar membranas semipermeables
hasta alcanzar el equilibrio en ambos lados de las mismas: Al colocar una sonda de microdialisis
(por ejemplo, en tejido cerebral) perfundida con alguna solucion fisiologica, se produce un equili-
brio con el fluido extracelular por difusion en ambas direcciones, permitiendo el intercambio de
otras moléculas a través de la membrana de la sonda (Plock y Kloft, 2005). Aquellas moléculas
suficientemente pequefias para atravesar la membrana y que se encuentren en una elevada concen-
tracion en el espacio extracelular pasaran a formar parte del microdializado que recolecta la sonda
(Revuelto-Rey et al., 2012). Esto permite un analisis cuantitativo de las moléculas recolectadas en

las muestras, reflejando un patron de liberacion en el sitio de interés.
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I11. Justificacion

La obesidad es un problema de salud publica influenciado por maltiples causas, capaz de des-
encadenar numerosas complicaciones y que no distingue edad, sexo, grupo étnico o condicion
socioecondmica, convirtiendose en uno de los principales factores de riesgo de defuncion en el
mundo. Este panorama permite entender la enorme dificultad que implica controlar y prevenir
dicha enfermedad.

La etapa juvenil representa un periodo critico en el desarrollo cerebral, ya que de forma paralela
a la adquisicion y refinamiento de habilidades cognitivas, ocurre un desarrollo emocional impor-
tante (Andersen, 2016; Fuhrmann et al., 2015). La alta propension a padecer desordenes nutricio-
nales en estas edades puede llevar a ingestas poco equilibradas de alimentos con alto contenido
calorico, propiciando la aparicion temprana de sobrepeso u obesidad y repercutiendo negativa-
mente en el funcionamiento cognitivo y emocional, con consecuencias que pueden persistir du-
rante toda la vida (Larsen y Luna, 2018; Moreno-Lopez et al., 2016).

Sin embargo, la literatura referente a este tema reporta resultados heterogéneos; por un lado, se
ha descrito un bajo rendimiento en dominios como atencidn, flexibilidad mental y desinhibicion
en adolescentes obesos (Li et al., 2008). Existe evidencia, tanto en seres humanos como en modelos
animales, que apunta a que solo ciertos tipos de memoria se ven afectados mientras que otras
modalidades permanecen intactas (Prickett et al., 2015; Mantor et al., 2018), pero al mismo tiempo
se cuenta con informacion en la que la evaluacién de esos mismos tipos de memoria arroja resul-
tados contradictorios en otros estudios (Coppin et al., 2014; Spyridaki et al., 2016; Ohta et al.,
2003), dificultando la comparacion de resultados entre experimentos y haciendo insuficiente la

descripcion del fenémeno.
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Para frenar el avance de la epidemia de obesidad, es urgente encontrar soluciones basadas en el
conocimiento cientifico de su etiologia y fisiopatologia para dar direccién a la implementacion de
estrategias terapéuticas efectivas de contencion y prevencion. Una aproximacién al entendimiento
de esta compleja enfermedad esta dada por la enorme diversidad de modelos dietarios para el
abordaje experimental de la obesidad. En este sentido, acotar el periodo de exposicion a una dieta
a etapas tempranas de la vida enriquece la caracterizacion del sindrome obeso al determinar de
manera mas puntual y especifica si sus efectos son mas agresivos en periodos de crecimiento y de
alta labilidad (Larsen y Luna, 2018; Schneider, 2013).

En tanto, recurrir al uso de tareas conductuales que evalian el funcionamiento de diferentes
tipos de memoria, en conjunto con la utilizacion de métodos de andlisis de la dinAmica neuroqui-
mica en areas cerebrales relacionadas con estas tareas, permite contrastar los datos obtenidos con
lo observado en investigaciones anteriores y contribuir a una mejor descripcion de las alteraciones

cognitivas asociadas a la obesidad.

IV. Objetivos e hipotesis
4.1 Objetivo general
Para contribuir al avance del entendimiento de la obesidad desde una perspectiva neurobiolo-
gica y considerando los antecedentes hasta aqui expuestos, el objetivo general de este proyecto es
evaluar, a nivel conductual y neuroquimico, el funcionamiento de la memoria tras el consumo de

una dieta alta en grasa en un modelo animal de obesidad juvenil.
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La hipdtesis general plantea que, derivado de la exposicidn de ratas Wistar jovenes a una dieta
con alto contenido en grasa, se producen, ademas de disfunciones metabdlicas, alteraciones cog-
nitivas relacionadas con la memoria de reconocimiento, de sucesos aversivos y de configuraciones
espaciales, asi como cambios en la actividad neuroquimica subyacente.

4.2 Obijetivos especificos
1. Caracterizar el funcionamiento metabdlico de ratas Wistar tras el consumo de una dieta
con alto contenido lipidico durante el periodo juvenil.
Hipotesis nula: No existe relacion entre el consumo de una dieta con alto contenido lipi-
dico durante el periodo juvenil y la presencia de alteraciones metabdlicas.
Hipatesis alternativa: Existen alteraciones metabolicas atribuibles al consumo de una
dieta con alto contenido lipidico durante el periodo juvenil.

2. Describir el impacto del consumo de una dieta alta en grasa durante la etapa juvenil sobre

la memoria espacial.

Hipotesis nula: El funcionamiento de la memoria espacial en ratas jovenes expuestas a
una dieta alta en grasa es igual que el de animales que consumen alimento estandar.
Hipotesis alternativa: La exposicion de ratas jovenes a una dieta alta en grasa se relaciona
con déficits en el funcionamiento de la memoria espacial.

3. Evaluar el impacto de la exposicion juvenil a una dieta alta en grasa sobre la memoria de

reconocimiento.
Hipotesis nula: No existen deficiencias en la discriminacion de estimulos familiares y no-
vedosos en animales bajo un régimen alimenticio con alto contenido en grasa llevado a

cabo durante la etapa juvenil.
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Hipotesis alternativa: Un régimen alimenticio con alto contenido en grasa llevado a cabo
durante la etapa juvenil de ratas Wistar se relaciona con dificultades en el reconocimiento
de estimulos familiares y novedosos.

4. Evaluar los efectos del consumo de una dieta con alto contenido en grasa durante la juven-

tud sobre la memoria emocional.
Hipétesis nula: El consumo de una dieta hiperlipidica por parte de animales jovenes no se
relaciona con alteraciones en el establecimiento del condicionamiento de aversion al olor.
Hipotesis alternativa: Existe una relacion entre el consumo de una dieta hiperlipidica en
periodos juveniles y alteraciones en el establecimiento de una memoria aversiva.

5. Caracterizar la dinAmica de la actividad neuroquimica en la amigdala durante la adquisi-
cion del COA en animales expuestos en edades juveniles a una dieta alta en grasa.
Hipotesis nula: La actividad neuroquimica extracelular de la amigdala durante la adquisi-
cion del COA es igual en ratas con exposicion juvenil a una dieta con alto contenido en
grasa respecto a animales tratados con dieta estandar.

Hipotesis alternativa: Existen cambios en la actividad neuroquimica amigdalina durante
la adquisicion del COA a partir de la exposicion juvenil a una dieta con alto contenido en

grasa.

V. Método
5.1 Animales y dieta
Este proyecto tuvo un disefio experimental de grupos independientes, con un tipo de estudio
transversal en el que se compard un grupo control con uno experimental en un momento determi-

nado. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por los Comités Internos para
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el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del Centro de Investigacion y de Estu-
dios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, y del Instituto de Fisiologia
Celular (IFC, protocolo DOG158-20) de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar provenientes de la Unidad de Produccion y Experi-
mentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV. Al cumplir tres semanas de
edad, es decir, en el PD 21, fueron destetados y alojados en grupos de tres animales en cajas de
acrilico (45 cm de largo x 35 cm de ancho x 20 cm de alto) con agua y comida estandar ad libitum
bajo un ciclo luz/oscuridad de 12 horas (luces encendidas de 06:00 a 18:00 hrs) y a una temperatura
de 22 + 2 °C. Todos los experimentos se realizaron en la fase de luz.

Las descripciones esquematicas de los experimentos realizados y del curso temporal que éstos
siguieron se encuentran en la Figura 1. A partir del PD 21 (Semana 3) y durante un periodo de tres
meses, un grupo de animales (en adelante denominado CHOW) fue alimentado con una dieta es-
tandar (A04, SAFE Diets, Augy, Francia) que aporta 3.3 kcal/g; mientras que otro grupo (denomi-
nado HFD) fue expuesto a una dieta alta en grasas (D12451i, Research Diets, New Brunswick, NJ,
EUA) cuya densidad energética es de 4.7 kcal/g, en la que el aporte calérico proveniente de grasas
es de 45 % (Tabla 1). En este lapso, las ratas fueron pesadas semanalmente y se llevé un registro
diario del alimento consumido en ambos casos. El criterio para establecer el inicio y duracion de
la dieta consistio en incluir en su totalidad la etapa juvenil de los animales (Schneider, 2013), por
lo que el periodo de exposicidn abarcdé mas alla del final estimado de la adolescencia en machos

(PD80), concluyendo en el PD 110 o Semana 15 (Figura 1A).
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Tabla 1

Composicion y cantidad de energia proporcionada por las dietas empleadas en el estudio

Contenido Dieta
Estandar (CHOW) Alta en grasa (HFD)
Proteinas 19.3 % kcal 20 % kcal
Carbohidratos 72.3 % kcal 35 % kcal
Grasas 8.4 % kcal 45 % kcal
Densidad energética 3.3 kcallg 4.7 kcallg

5.2 Cirugia e implantacion de canulas guia

Al finalizar el periodo de tres meses de exposicion a sus respectivas dietas, todos los animales
fueron individualizados en cajas de acrilico con el mismo tipo de alimento que se les proporciond
inicialmente y se procedio a la implantacion de canulas para microdialisis (CMA Microdialysis,
Estocolmo, Suecia). Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (5 % v/v para la induccion, y de
1-3 % para el mantenimiento) y colocadas en un aparato estereotaxico, despues se les aplico via
subcutanea 0.3 ml de lidocaina 2 % m/v con epinefrina (PiSA Agropecuaria, Guadalajara, México)
sobre la parte superior del craneo para evitar el sangrado y se realizé un corte en la zona para
exponer el tejido 6seo. Mediante un atlas esterotaxico (Paxinos y Watson, 1998), se determinaron
las coordenadas de ubicacion correspondientes a la amigdala basolateral (BLA) para la colocacion
unilateral de las canulas guia (Antero-Posterior: -3 mm, Medial-Lateral: -5 mm y Dorso-Ventral:
-7.5 mm, tomando Bregma como referencia), las cuales fueron fijadas al craneo con tornillos qui-
rurgicos y cemento acrilico dental.

El periodo de recuperacion fue de siete dias posteriores a la cirugia; durante este lapso, se rea-
lizaba diariamente una revision del estado de salud de las ratas asi como la administracion intra-
peritoneal de 10 mg/kg del antibi6tico enrofloxacina (Baytril 2.5 %, Bayer, México), y 2 mg/kg

de meloxicam (Melodex 0.5 %, Aranda Pets, México) como antiinflamatorio y analgésico.
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Figura 1. Representacion esquematica de los experimentos realizados. En A se ilustra el curso temporal de todos los
experimentos, incluido el periodo de consumo de dieta estdndar (CHOW) o de dieta alta en grasa (HFD). Las pruebas
conductuales y neuroquimicas incluyen: el Condicionamiento de Aversion al Olor (COA, en B), el anélisis de la
concentracion extracelular de neurotransmisores mediante microdialisis (en C); la tarea de Memoria de Reconoci-
miento de Objetos (ORM, en D) y el Laberinto Acuético de Morris (MWM, en E). LB = Linea Basal; ADQ = Adqui-
sicién; TEST = Evaluacion de memoria a largo plazo; LCR = Liquido Cefalorraquideo; BLA = Amigdala Basolateral.
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5.3 Evaluaciones conductuales

5.3.1 Condicionamiento de aversion al olor (COA).

Para la realizacion de este experimento, los animales fueron privados de agua por 24 horas y
posteriormente tuvieron acceso al liquido durante 15 minutos diarios a lo largo de cuatro dias en
cajas cuadradas (40 cm x 40 cm en la base y 50 cm de alto) hechas de madera y pintadas de color
gris; se introdujo a una rata por caja junto con un bebedero sujetado a una de las paredes. El con-
sumo diario de agua se registrd para cada animal como la diferencia del peso del bebedero en
gramos antes y después de colocarlo en la caja. A partir de estos valores se obtuvo un promedio
que constituyo la linea basal de consumo.

En el quinto dia ocurri6 la sesion de adquisicion, en la que los animales tuvieron acceso durante
15 minutos a una solucion de acetato de isopentilo (112674, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA) disuelto en agua a una concentracion de 0.01 % v/v y cuyo olor caracteristico es similar al
del platano. Media hora después, la mitad de los animales de cada grupo (CHOW y HFD) recibio
una inyeccion intraperitoneal de cloruro de litio (LiCl) 0.075 M (62478, Sigma-Aldrich, Stein-
heim, Alemania), mientras que a la otra mitad se le administré cloruro de sodio (NaCl) 0.9 % m/v
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA); el volumen de inyeccion fue de 7.5 ml/kg. Debido al
procedimiento de microdidlisis, que se describe con detalle mas adelante, después de la inyeccion
transcurrieron 20 minutos hasta que los animales fueron devueltos a sus cajas hogar.

En los dos dias posteriores a la adquisicion, las ratas tuvieron acceso a agua sin olor en las
mismas cajas durante 15 minutos diarios para restablecer el consumo basal. Finalmente, en el oc-
tavo dia se realiz6 la evaluacion de la memoria a largo plazo, colocando el bebedero con agua
olorizada en los mismos tiempos y especificaciones de la fase de adquisicion pero sin la inyeccion

de LiCl ni de NaCl (Figura 1B). Se calcul6 el porcentaje de consumo de agua con acetato de
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isopentilo durante la adquisicion y la prueba con respecto al consumo basal para medir el grado de
neofobia y aversion respectivamente.

5.3.2 Memoria de reconocimiento de objetos (ORM).

La realizacion de esta prueba transcurrié dentro de una habitacion iluminada a una intensidad
de 60 luxes y sonoamortiguada. Se utiliz6 una arena cuadrada hecha de acrilico y forrada en su
interior de color negro, con las siguientes dimensiones: 45 cm x 45 cm de base y 50 cm de alto.
Durante la sesion de adquisicion o muestra, se coloco a cada rata en la arena para que explorara
por 10 minutos dos objetos idénticos, pudiendo ser focos blancos (6 cm de diametro x 11 cm de
largo) o frascos transparentes de vidrio (5.5 cm de didmetro x 5 cm de alto), fijados al suelo de la
arena con velcro. La fase de prueba ocurrié 24 horas después y consistio en sustituir uno de los
dos objetos idénticos (o familiares) utilizados el dia anterior por un objeto diferente que no habia
sido presentado antes, permitiendo la exploracion de los objetos por 10 minutos (Figura 1D). Para
evitar la presencia de sefiales olfativas, los objetos y la arena fueron limpiados con etanol 70 %
v/v al final de cada ensayo.

Mediante un registro observacional llevado a cabo por un experimentador entrenado pero sin
conocimiento de los tratamientos experimentales a los que se habian expuesto los animales, y uti-
lizando un sistema de videograbacion, al término del experimento se contabiliz6 y analizo el
tiempo de exploracién por rata para cada uno de los objetos en ambas sesiones. La conducta de
exploracion fue definida como cualquier acercamiento del hocico del animal a menos de 1 cm de
distancia del objeto; comportamientos como subirse en los objetos o morderlos no fueron consi-
derados en el anlisis. A partir de estos datos se calculé un indice de exploracion para cada objeto

en las dos sesiones, obtenido al dividir el tiempo de exploracion de un objeto entre el tiempo de
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exploracion de los dos objetos. La suma de los indices de exploracion de los dos objetos en cada
sesion da como resultado un valor de 1.

5.3.3 Laberinto acuatico de Morris (MWM).

Debido a limitaciones de infraestructura, este experimento y los correspondientes a las evalua-
ciones metabolicas se desarrollaron en el Instituto de Fisiologia Celular. Las manipulaciones ex-
perimentales se llevaron a cabo una semana después de la llegada de los animales al vivarium del
instituto para permitir su habituacion a las nuevas condiciones de alojamiento.

Este protocolo requirio el uso de un tanque circular (160 cm de didmetro x 80 cm de alto) de
color negro que fue llenado con agua a 22 + 2 °C hasta alcanzar una profundidad de alrededor de
40 cm. Su circunferencia fue dividida arbitrariamente en cuatro polos: Norte, Sur, Este y Oeste, a
partir de los cuales se establecieron cuatro cuadrantes imaginarios, denominados NE, NO, SE y
SO. Dentro del tanque se coloco una plataforma de acrilico de 12 cm x 12 cm de base y 36 cm de
alto, de acuerdo a los siguientes criterios: la plataforma debia estar sumergida por completo de
modo que no fuera visible desde la superficie del agua, aproximadamente 2 cm por debajo de la
misma,; la totalidad del cuerpo de la plataforma debia localizarse en el area correspondiente a un
solo cuadrante (es decir, se evito su colocacion entre los limites de dos 0 mas cuadrantes) y lejos
de la pared del tanque. La ubicacion de la plataforma se mantuvo igual a lo largo de todo el entre-
namiento (en este caso, en el cuadrante SE). Se colocaron ademas claves visuales en la pared
interna del tanque, por encima del nivel del agua, de modo que sirvieran como las Unicas sefiales
de referencia.

La fase de entrenamiento durd tres dias, cada uno conformado por una sesion de 10 ensayos.
Cada ensayo consistié en colocar al animal dentro del tanque y dejarlo nadar hasta que encontrara

la plataforma y se posicionara encima de ella; si lo anterior no ocurria después de 40 segundos, el
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experimentador guiaba manualmente a la rata hasta la plataforma, permitiéndole estar en ella du-
rante 20 segundos. Transcurrido este tiempo, el animal era trasladado a una caja de acrilico seca
fuera del tanque durante 10 segundos, lo que constituyo el intervalo entre ensayos. Los ensayos
posteriores se desarrollaron de la misma manera, difiriendo Unicamente en el lugar de inicio desde
donde el experimentador colocaba a la rata en el tanque. Se seleccionaron aleatoriamente 10 puntos
de inicio iguales para todos los animales y para las tres sesiones de entrenamiento con el fin de
asegurar una navegacion guiada por claves visuales y evitar trayectorias sistematicas. Al finalizar
cada sesion, los animales eran secados y devueltos a sus cajas. En cada ensayo se registro el tiempo
de llegada a la plataforma por medio de un cronometro.

La evaluacion de la memoria a largo plazo ocurrio 48 horas despues de la ultima sesion de
entrenamiento y consistié en un unico ensayo. La plataforma fue removida del tanque y se intro-
dujo a cada rata una sola vez para que nadara durante 40 segundos (Figura 1E). Al igual que en el
analisis de la conducta exploratoria durante el reconocimiento de objetos (ORM), cada ensayo fue
videograbado para realizar de forma extemporanea el registro observacional, el cual consistié en
contabilizar el tiempo de llegada a la ubicacién de la plataforma asi como el nimero de cruces en
dicho lugar, considerados como indicadores validos de la presencia de una memoria espacial. La
latencia de llegada se determin6 considerando la localizacion original de la plataforma durante el
entrenamiento; el conteo iniciaba cuando el animal entraba en contacto con el agua y terminaba en
el momento en que sus extremidades superiores hacian contacto con el area correspondiente a la
ubicacién de la plataforma. Para el calculo del nimero de cruces, el criterio a seguir consistia en

que el cuerpo entero de la rata atravesara dicha area.
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5.4 Evaluacién neuroquimica (microdialisis en libre movimiento)

Se utilizaron sondas de microdialisis (CMA 12 MD Probe, CMA Microdialysis) con una mem-
brana de 1 mm de largo y un tamafio de poro de 20 kDa, la cual, previo al inicio del experimento,
fue perfundida con liquido cefalorraquideo (LCR) artificial (NaCl 118 mM, KCI1 4.7 mM, KH2PO4
1.2 mM, MgS0s 1.2 mM, CaCl,*2H.0 2.5 mM, NaHCO3 19 mM vy glucosa 3.3 mM, pH a 7.4)
filtrado y a temperatura ambiente; para tal efecto, se empled una microbomba de infusién (CMA
100, CMA Microdialysis) con jeringas conectadas a tuberias de plastico, las cuales a su vez estaban
unidas a las tuberias de entrada de las sondas (Figura 1C). Se hizo pasar LCR a través de las
tuberias a una velocidad de 4 pl/min durante 30 minutos y se verifico la ausencia de burbujas en
el dispositivo. Posteriormente, se disminuyo la velocidad de perfusion a 1 pl/min y la sonda fue
introducida en el cerebro de la rata a través de la canula guia.

Estos procedimientos se llevaron a cabo de forma paralela a la sesion de adquisicion del COA.
Tras la insercion de la sonda, se colocd al animal en la caja experimental vacia y se establecio un
periodo de estabilizacién de 40 minutos, tiempo en el cual no se recolectaron muestras. Al término
de este lapso, se tomaron muestras de microdializado —proveniente de la tuberia de salida de la
sonda— cada 4 minutos, en tubos de microcentrifuga de 0.2 ml con 1 pl de mezcla antioxidante
(&cido ascorbico 0.25 mM, Na2EDTA 0.27 mM y &cido acético 0.1 M) en su interior para evitar la
descomposicién de las moléculas en la muestra. Con el propdsito de establecer una linea basal de
la concentracion extracelular de neurotransmisores en BLA, se recolectaron tres fracciones de dia-
lizado antes de la fraccion correspondiente a la presentacion de la solucion olorizada (estimulo

condicionado). Treinta minutos después del periodo de consumo de agua con olor ocurrié la ad-
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ministracion de LiCl (estimulo incondicionado) o de NaCl (estimulo neutro), y al transcurrir alre-
dedor de 20 minutos concluyo la recoleccion de las fracciones de dializado; las muestras fueron
almacenadas en un ultracongelador a -80 °C hasta el momento de su anélisis.

Las fracciones obtenidas fueron sometidas a un proceso de derivatizacion en el que, mediante
una reaccién quimica, se modifica la estructura de los compuestos a analizar para hacerlos suscep-
tibles a su deteccion por fluorescencia. Se les afiadio a las muestras 6 pl de 3-(2-furoil) quinolin-
2-carboxaldehido (FQ), 2 ul de cianuro de potasio (KCN) 25 mM y 1 ul de estandar interno (O-
metil-L-treonina) 7.5 mM, permitiendo que la mezcla reaccionara en condiciones de oscuridad a
65 °C por 15 minutos. FQ es un compuesto fluorogénico que reacciona en presencia de KCN con
el grupo amino primario de las moléculas presentes en la muestra mediante una reaccion de susti-
tucion nucleofilica, lo que permite derivatizar tanto catecolaminas como aminoéacidos; el estandar
interno es un aminoacido que no se encuentra de manera natural en la muestra y que sirve como
referencia para corregir la variabilidad en la reaccidn de derivatizacion.

El analisis posterior requirié de un equipo de electroforesis capilar (P/ACE MDQ Glycoprotein
system, Beckman Coulter) que permite la identificacion y cuantificacion de analitos al acoplarse
a un detector adecuado. Dichos analitos se encuentran suspendidos en una solucion electrolitica y,
al aplicar voltaje dentro de un capilar de diametro muy pequefio, éstos son separados en funcion
de sus cargas. Sin embargo, los productos resultantes de la reaccion de derivatizacion son de ca-
racter hidrofobico, por lo que fue necesario emplear una modalidad de electroforesis capilar deno-
minada cromatografia electrocinética micelar para separar los compuestos de acuerdo a sus carac-
teristicas electroforéticas y a través de la formacion de micelas.

Se procedi6 a preparar los reactivos necesarios para la separacion e identificacion de las mues-

tras en el equipo de electroforesis capilar. Se utilizd buffer de corrida 2X (buffer de boratos 25
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mM, B-ciclodextrina 5 mM y dodecilsulfato de sodio (SDS) 35 mM, pH final de 9.6), del cual se
tomaron 5 ml y se adicionaron 2 ml de urea 5 M y 1.7 ml de metanol, aforando a un volumen final
de 10 ml con agua mili Q. Por cada método de andlisis, se requirié de tres viales con buffer, uno
con hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 M y uno con agua mili Q. Estos reactivos se colocaron junto
con las muestras —a las que se les agregaron 10 pl de aceite mineral— en el equipo; las muestras
fueron inyectadas hidrodindmicamente a 0.5 psi por 5 segundos en un capilar de 75 um, después
la separacion se realiz6 a 25 kV. De manera conjunta, se empled un sistema de deteccion de fluo-
rescencia inducida por un laser de ionizacion de argon con una longitud de onda de 488 nm para
identificar a las moléculas de interés asociadas a FQ.

La respuesta de deteccion para las moléculas presentes en cada muestra fue registrada automa-
ticamente en una grafica denominada electroferograma, en la que se pueden observar los patrones
de migracion de dichas moléculas. Los datos obtenidos se hicieron coincidir con electroferogramas
previos establecidos para cuatro neurotransmisores: glutamato (GLU), acido y-aminobutirico
(GABA), noradrenalina o norepinefrina (NE) y dopamina (DA), y se calculé el area bajo la curva
(ABC) de los picos generados en el electroferograma de la muestra, realizando las correcciones
con respecto al ABC del estandar interno. Los valores obtenidos fueron convertidos a porcentaje
de liberacion respecto a la linea basal (LB) mediante la formula: % LB = concentracion de analito
x 100 / promedio de las concentraciones de las tres primeras fracciones.

5.5 Evaluaciones metabolicas

5.5.1 Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (IPGTT).

Al término de los procedimientos de evaluacion conductual y neuroquimica, se realizaron prue-
bas para monitorear el metabolismo de la glucosa en ambas condiciones de alimentacion. Los

animales fueron privados de alimento y agua por 12 horas; concluido el tiempo de ayuno, se realizé
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una puncion en la punta de la cola de cada rata para tomar una muestra de sangre y determinar la
concentracion de glucosa basal a través de un glucémetro con tiras reactivas (Accu Check Per-
forma, Roche, México). Inmediatamente después, se les inyectd glucosa (G8270, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, EUA) via intraperitoneal disuelta en agua destilada, a una dosis de 2 g/kg y un
volumen de inyeccion de 7.5 ml/kg. A partir de la medicion de glucosa basal (correspondiente al
tiempo 0 del monitoreo) se recolectaron muestras de sangre por la misma via a los 15, 30, 60, 120,

150 y 180 minutos.

5.5.2 Prueba intraperitoneal de sensibilidad a la insulina (IPITT).

En esta prueba se administraron 0.25 U/kg de insulina humana de accion rapida (Humulin R,
Eli Lilly & Co, México) diluida en NaCl 0.9 % a una concentracion 1:100, bajo los mismos para-
metros y condiciones en los que se realizé la curva de tolerancia a la glucosa. Los tiempos de
registro de la concentracion de glucosa en sangre a partir de la inyeccion de insulina (minuto 0)
ocurrieron en los minutos 15, 30, 60, 90, 120 y 150.

Al término de todos los experimentos y con previa aplicacion de anestesia (Pisabental, PISA
Agropecuaria, México; 60 mg/kg ip), los animales fueron eutanizados por decapitacion para pro-
ceder a la extraccion del cerebro y de la grasa epididimal. Se decidié extraer tejido adiposo del
epididimo debido a la facilidad de su recoleccion y a que, en ratas macho con obesidad, la grasa
visceral es la mas abundante (Thibault, 2013). Es importante sefialar que en todo momento se
tomaron las acciones necesarias para evitar en la medida de lo posible generar estrés o dolor en los
animales.

5.6 Anélisis estadisticos
Para el analisis del peso de los animales, se compararon las medias de los pesos iniciales y

finales de los grupos CHOW y HFD mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores
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(Dieta y Tiempo) con la prueba post hoc de Bonferroni. Los niveles de grasa epididimal y de
glucosa basal fueron analizados mediante una prueba t de student para muestras no relacionadas o
independientes. En el caso de las pruebas de tolerancia a la glucosa y de resistencia a la insulina,
se promedi6 para cada una la concentracion de glucosa en sangre en cada intervalo en ambos
grupos; los datos fueron analizados con una prueba ANOVA de medidas repetidas junto con el
estadistico post hoc de Bonferroni, siendo el factor Dieta la variable intersujetos y el factor Tiempo
la variable intrasujetos. Adicionalmente, se calculé el area bajo la curva (ABC) de cada animal y
se promediaron los valores por grupo en ambas pruebas; en este caso se empled una prueba t de
student para muestras independientes para identificar diferencias entre grupos.

En la fase de entrenamiento de MWM, los datos se graficaron como el promedio del tiempo por
ensayo (en segundos) para llegar a la plataforma, en ambos grupos y en cada uno de los tres dias.
Para identificar diferencias entre grupos en el mismo ensayo, se promediaron dos ensayos conse-
cutivos para obtener 15 valores por grupo y se realizé una prueba ANOVA de medidas repetidas
(factor Dieta como variable intersujetos y factor Ensayo como variable intrasujetos), asi como la
prueba post hoc de Bonferroni. Respecto al analisis estadistico de las diferencias intra grupos, se
promediaron los ensayos por dia en cada grupo y para cada uno se ejecuté un ANOVA de un factor
junto con la prueba post hoc de Tukey para evaluar su aprendizaje a lo largo de las sesiones.

En la evaluacion de memoria a largo plazo se calculd la media del tiempo de llegada (en segun-
dos) y del namero de cruces en la ubicacién de la plataforma por grupo; para cada caso, los datos
se analizaron mediante una prueba t de student para muestras independientes.

En cuanto al analisis de los datos obtenidos en las dos sesiones del protocolo de ORM, se utiliz6
la media de los indices de reconocimiento por grupo y por objeto, los cuales fueron comparados

contra un valor de .5 mediante el estadistico t de student para una muestra para determinar si las
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exploraciones eran significativamente diferentes del azar. Para revelar si existian diferencias en la
exploracion de los objetos dentro del mismo grupo, tanto en la adquisicion como en la fase de
prueba, se realiz6 la prueba ANOVA de un factor asi como la prueba post hoc de Tukey.

Por su parte, en el experimento de COA se promediaron por separado los porcentajes de con-
sumo de agua con olor en el dia de adquisicion y en el dia de prueba con respecto al consumo basal
(100 %). En el caso de la adquisicion, los cuatro grupos de animales (CHOW-NaCl, HFD-NacCl,
CHOW-LICIl y HFD-LICI) fueron reorganizados para graficar inicamente dos grupos (CHOW y
HFD) que se compararon entre si mediante una prueba t de student para muestras independientes,
mientras que en la sesion de prueba se compararon los cuatro grupos utilizando un ANOVA de un
factor junto con el estadistico post hoc de Tukey para identificar diferencias entre grupos. En am-
bas fases del experimento, se realizaron pruebas t de una muestra para identificar diferencias entre
las medias de cada grupo respecto al consumo basal de agua.

El analisis de la actividad neuroquimica en BLA durante la adquisicion del COA se llevo a cabo
promediando el porcentaje de liberacion de cada neurotransmisor (GLU, GABA, NE y DA) res-
pecto a la liberacion basal, por grupo (CHOW y HFD) y por estimulo (condicionado e incondicio-
nado), y comparando cada porcentaje con un valor de 100 % mediante el estadistico t para una
muestra. Se utiliz6 también la prueba t de student para muestras no relacionadas con el proposito
de encontrar cambios en los niveles extracelulares de un mismo neurotransmisor en los animales
con dieta estandar y con dieta alta en grasa, tanto en el consumo de la solucion olorizada asi como
ante la inyeccion del cloruro de litio. En contraste, el monitoreo por microdialisis de la respuesta
a la administracion intraperitoneal de cloruro de sodio se realiz6 Unicamente en animales del grupo
HFD; en este caso, el nimero de sujetos experimentales no era suficiente para determinar la nor-

malidad de los datos, por lo que fue necesario emplear una prueba no paramétrica para el analisis
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de las diferencias en la liberacion de neurotransmisores respecto a la actividad basal. El estadistico
utilizado fue la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

Todos los datos fueron representados como medias + error estandar (SEM) y analizados con el
software GraphPad Prism version 5. En todos los experimentos, un valor de p <.05 fue considerado

como estadisticamente significativo.

VI. Resultados

6.1 Peso y grasa visceral

La prueba ANOVA de dos factores identificO un efecto de interaccion entre las variables
Tiempo (Inicial y Final) y Dieta (CHOW y HFD) que se relaciona con el peso de los animales (F
3,24) = 8.62, p =.007). La prueba post hoc de Bonferroni indico diferencias entre el grupo CHOW
(media = 493.47 g, n = 11) y el grupo HFD (media = 608. 44 g, n = 7) al final del periodo de tres
meses de consumo de sus respectivas dietas (p <.001), mientras que al inicio de las mismas, ambos
grupos tuvieron el mismo peso (p >.05). Es decir, el consumo de una dieta alta en grasa en etapas
juveniles incremento significativamente el peso de los animales (Figura 2). Este aumento de peso
viene acomparfiado por diferencias en la cantidad de grasa epididimal (Figura 3); al comparar las
medias de ambos grupos (CHOW =8.45g +0.60,n = 12; HFD = 14.63 g + 1.08, n = 11) mediante
el estadistico t de student para muestras no relacionadas, se encontr6 que hay una mayor presencia

de grasa en el grupo HFD (t 21y = 5.08, p < 0.001).
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Figura 2. Peso de los animales del grupo CHOW (n = 11) y del grupo HFD (n = 7) al inicio y al final del periodo de
tres meses de consumo de sus respectivas dietas. De acuerdo con la prueba post hoc de Bonferroni, el peso de los
animales del grupo HFD fue significativamente mayor al del grupo CHOW tras tres meses de exposicion a la dieta.
Datos representados como media del peso en gramos + SEM para cada grupo. CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta
alta en grasa.
*xk p < 001
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Figura 3. Grasa epididimal extraida de los animales del grupo CHOW (n = 12) y del grupo HFD (n = 11) al término
de la realizacién de los procedimientos experimentales (aproximadamente cinco meses después del inicio de la dieta).
El estadistico t para muestras no relacionadas indico una mayor presencia de grasa en el grupo HFD respecto al grupo
CHOW. Datos representados como media del peso de grasa epididimal en gramos + SEM para cada grupo. CHOW =
Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa.

EEd] p< .001
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6.2 Metabolismo de la glucosa (IPGTT e IPITT)

En cuanto al analisis de las curvas metabdlicas, la prueba t encontré diferencias estadistica-
mente significativas en los niveles basales de glucosa en sangre (t 32) = 4.56, p <.001); el grupo
HFD presentd concentraciones medias mas altas (105.43 mg/dL + 2.82 n = 16) respecto al grupo
CHOW (88.11 mg/dL + 2.55, n = 18), tal como se observa en la Figura 4. En la prueba de tolerancia
a la glucosa, el andlisis de la varianza de medidas repetidas sefial6 un efecto de la interaccion entre
Tiempo y Dieta sobre la concentracion de glucosa (F (1,32 = 2.70, p = .015), con diferencias entre
grupos a los 15 (p <.05), 30 (p <.01), 60 (p <.001) y 120 (p < .05) minutos, de acuerdo con la
prueba de Bonferroni (Figura 5A); en todos estos intervalos, el grupo HFD presento concentracio-
nes mas altas de glucosa respecto al grupo CHOW. De manera similar, se encontraron diferencias
estadisticas al comparar el area bajo la curva (Figura 5B) de cada grupo (t 32 = 4.02, p <.001),
indicando que, en general, la administracion de glucosa provoca un aumento mayor en los niveles
de glucemia en los animales expuestos a la dieta con alto contenido graso (media CHOW =
1161.81 + 107.7; media HFD = 1698.88 + 72.96).

Respecto a la prueba de sensibilidad a la insulina, la prueba ANOVA de medidas repetidas
indico que la interaccion entre las variables Tiempo y Dieta no muestra relacion con los niveles de
glucosa en sangre (F (1,30)=0.31, p = 0.926). Sin embargo, el anélisis detecto relaciones significa-
tivas de cada una de las variables con la concentracion de glucosa, que son independientes una de
la otra; en la variable Tiempo, se obtuvo un valor F (,26)= 47.34 con un valor de p <.001, mientras
que en la variable Dieta el resultado fue un valor F (1, 31)= 15.74, p < .001. La prueba post hoc
encontrd niveles mas altos de glucosa en el grupo HFD (n = 15) respecto al grupo CHOW (n = 17)
en los minutos 0 (p < .05), 30 (p <.01), 60 (p < .05), 120 (p < .05) y 150 (p < .05), los cuales

pueden observarse en la Figura 6A. El analisis del ABC para ambos grupos determind un valor t
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@o)=4.02, p < 0.001, indicando diferencias significativas entre el grupo CHOW (media = 122.61
+9.36, n = 17) y el grupo HFD (media = 200.28 + 17.6, n = 15); estos datos se encuentran repre-
sentados en la Figura 6B. Los resultados anteriores indican que el consumo de dietas altas en grasa
durante periodos juveniles genera un efecto de resistencia a la insulina.

En conjunto, las pruebas metabdlicas realizadas evidencian una disminucién en la tolerancia a
la glucosa y en la sensibilidad a la insulina en el grupo HFD, que se reflejan en elevados niveles
de azucar en sangre los cuales, sin embargo, mantienen la misma cinética que la observada en el
grupo CHOW, ya que en ambos grupos se presentan patrones similares de incremento o disminu-

cion a lo largo del tiempo (Figura 5A y Figura 6A).
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Figura 4. Niveles basales de glucosa circulante en sangre en los animales del grupo CHOW (n = 18) y del grupo HFD
(n = 16) en condiciones de ayuno, después de tres meses de consumo de sus dietas correspondientes. De acuerdo con
la prueba t de student para muestras independientes, la exposicidn a una dieta con alto contenido en grasa incrementa
significativamente la concentracion de glucosa presente en la circulacion sanguinea. Datos representados como media
de la concentracion de glucosa en miligramos (mg)/decilitro (dL) + SEM para cada grupo. CHOW = Dieta estandar,
HFD = Dieta alta en grasa.

*kKk p< .001
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Figura 5. Curvas de tolerancia a la glucosa (A) y analisis del area bajo la curva (B) correspondientes al grupo CHOW
(n =18) y al grupo HFD (n = 16). Los animales fueron inyectados con una dosis de 2 mg de glucosa por kg de peso
via intraperitoneal y se registraron los niveles de glucosa en sangre a los 0, 15, 30, 60, 120, 150 y 180 minutos después
de la inyeccion. En A, la prueba post hoc de Bonferroni determind diferencias entre ambos grupos del minuto 15 al
minuto 120, periodo en el que los niveles de glucosa en el grupo HFD fueron significativamente mas altos. En B, la
comparacion de ambos grupos mediante el estadistico t para muestras no relacionadas mostré que el area es significa-
tivamente mayor en el grupo de animales alimentados con la dieta alta en grasa. Datos representados como media de
la concentracion de glucosa en miligramos (mg)/decilitro (dL) en Ay como media del area en unidades arbitrarias en
B + SEM para cada grupo. CHOW = Dieta estdndar, HFD = Dieta alta en grasa.

*p<.05, **p<.01, ***p<.001
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Figura 6. Curvas de sensibilidad a la insulina (A) y andlisis del area bajo la curva (B) de los animales del grupo CHOW
(n=17) y del grupo HFD (n = 15). Los animales fueron inyectados con una dosis de 0.25 unidades de insulina por kg
de peso via intraperitoneal y se registraron los niveles de azlcar en sangre a los 0, 15, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos
después de la inyeccién. En A, la prueba post hoc de Bonferroni determiné diferencias entre ambos grupos en los
minutos 0, 30, 60, 120 y 150, momentos en los que los niveles de glucosa en el grupo HFD fueron estadisticamente
mas altos. En B, la comparacion de ambos grupos mediante el estadistico t para muestras no relacionadas mostré que
el rea es significativamente mayor en el grupo de animales alimentados con la dieta alta en grasa. Datos representados
como media de la concentracion de glucosa en miligramos (mg)/decilitro (dL) en Ay como media del &rea en unidades
arbitrarias en B + SEM para cada grupo. CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa.

*p<.05 **p<.01, ***p<.001
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6.3 Memoria espacial (MWM)

En la fase de entrenamiento del laberinto acuatico, se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas
en el que no hubo un efecto de la interaccién entre las variables Ensayo y Dieta sobre el tiempo de
llegada de los animales a la plataforma (F (1,31 = 1.01, p =.439) ni un efecto atribuible a la dieta
(F (1,31 = 2.24, p = .144). La prueba post hoc de Bonferroni no encontro diferencias entre el grupo
CHOW (n =17) y HFD (n = 16) en ninguno de los ensayos (p > .05, Figura 7).

No obstante, la misma prueba ANOVA identificé a la variable Ensayo como principal fuente
de variacion (F (14,18) = 28.28, p <.001). Al comparar los tiempos de llegada por dia en cada grupo
mediante el analisis de la varianza de un factor, se encontrd que las medias eran significativamente
diferentes en ambos casos; en el grupo CHOW se obtuvo un valor F (2, 46y = 17.97, p <.001, mien-
tras que en el grupo HFD el resultado fue F (2, 45y= 32.13, con un valor p < .001. La prueba de
comparaciones multiples de Tukey indicé que el tiempo de llegada disminuyo del Dia 1 a los Dias
2 (CHOW: q=6.13,p < 0.001; HFD: q =7.95, p<.001) y 3 (CHOW: q = 8.13, p < .001; HFD: q
=10.97, p <.001) en los dos grupos (Figura 8). Con estos resultados, no se encuentra evidencia
de que la dieta alta en grasa afecte la adquisicion de informacion espacial en el protocolo de MWM,
ya que todos los animales disminuyeron en igual proporcidn sus tiempos de llegada a la plataforma

a lo largo de los ensayos.
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Figura 7. Tiempo de llegada a la plataforma durante el entrenamiento en el laberinto acuatico (MWM) en cada uno de
los ensayos. Las lineas punteadas verticales separan a los tres dias de adquisicién de la tarea. De acuerdo con la prueba
post hoc de Bonferroni, no se encontraron diferencias entre el grupo CHOW (n = 17) y el grupo HFD (n = 16) al
compararlos en el mismo ensayo. Datos representados como media del tiempo en segundos + SEM para ambos grupos.
CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa.
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Figura 8. Tiempo de llegada a la plataforma por dia durante el entrenamiento en el laberinto acuatico (MWM). La
prueba de comparaciones multiples de Tukey encontrd diferencias estadisticamente significativas entre el Dia 1 y los
Dias 2 y 3, tanto para los animales del grupo CHOW (n = 17) como para el grupo HFD (n = 16). Datos representados
como media del tiempo en segundos + SEM para ambos grupos. CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa.
*** n <.001 para las comparaciones del grupo CHOW, ### p < .001 para las comparaciones del grupo HFD
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En contraste con lo obtenido durante el entrenamiento, en la fase de prueba del laberinto acué-
tico se encontraron diferencias significativas en el desempefio del grupo CHOW y del grupo HFD.
La prueba t para muestras independientes mostro que la latencia media de llegada a la ubicacion
de la plataforma fue mayor en el grupo HFD (21.42 seg % 2.96, n = 15) respecto al grupo CHOW
(9.79 seg = 1.47, n = 14), con un valor t 27y = 3.43, p = .002 (Figura 9A). En cambio, el analisis
del namero de cruces (Figura 9B) sobre la misma ubicacion no fue estadisticamente diferente (t
en=2.03, p =.052) entre el grupo CHOW (media = 3.57 £ 0.32, n = 14) y el grupo HFD (media
= 2.43 + 0.43, n = 15). Por lo tanto, se puede concluir que el consumo de una dieta alta en grasa
durante la etapa juvenil afecta la recuperacion de informacion de tipo espacial en el laberinto acuéa-
tico unicamente en términos de tiempo de llegada, aunque también se observa una tendencia a la

disminucidon en el nimero de cruces sobre la ubicacion de la plataforma.
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Figura 9. Tiempo de llegada (A) y nimero de cruces sobre la ubicacion de la plataforma (B) durante la evaluacién de
la memoria a largo plazo del Laberinto Acuético de Morris (MWM). Al comparar al grupo CHOW (n = 14) con el
grupo HFD (n = 15) mediante el estadistico t de student para muestras independientes, se encontrd que la latencia de
Ilegada fue mayor en el grupo de animales alimentados con una dieta alta en grasa; sin embargo, el nimero de cruces
no fue significativamente diferente. Datos representados como media del tiempo en segundos en A 'y como media del
numero de cruces en B + SEM para ambos grupos. CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa.

**p <.01, n.s. = no significativo (p = 0.052)
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6.4 Memoria de reconocimiento (ORM)

Durante la fase de muestra del protocolo de ORM, el estadistico t de student para una muestra
compard los indices de exploracion de ambos objetos (O1 y O2) con el valor del azar (.5), sin
encontrar diferencias significativas en el grupo CHOW (media O1 = .503 + 0.014, t 12 = 0.25, p
=.808; media O2 = .496 + 0.014, t 12)=0.25, p =.808; n = 13) ni en el grupo HFD (media O1 =
51 +0.03, t 12)=0.39, p =.698; media O2 = .49 +0.03, t (12)= 0.39, p =.698; n = 13). Asi mismo,
y de acuerdo con el estadistico ANOVA de un factor, ningln grupo tuvo preferencia por alguno

de los dos objetos, ya que se obtuvo un valor F (3 4g)= 0.18, p = .905 (Figura 10).
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Figura 10. Fase de adquisicidon del protocolo de reconocimiento de objetos (ORM). La prueba t para una muestra no
encontré diferencias en la exploracion de ninguno de los dos objetos en ningin grupo al compararlos con el azar (.5,
linea punteada horizontal). De manera similar, todos los animales exploraron en igual proporcion el Objeto 1 (O1) y
el Objeto 2 (02). Datos representados como media del indice de exploracién £ SEM por objeto y por grupo. CHOW
= Dieta estandar (n = 13), HFD = Dieta alta en grasa (n = 13).

En la fase de prueba, se encontraron diferencias en la exploracién de los Objetos Familiar (OF)

y Novedoso (ON) respecto al azar en el grupo CHOW (media OF = .36 £ 0.03, t 12)=4.27, p <
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.001; media ON = .64 + 0.03, t (12)=4.27, p < 0.001; n = 13) pero no en el grupo HFD (media OF
= .48 £ 0.03, t 12) = 0.52, p = 0.609; media ON = .52 + 0.03, t 12)= 0.52, p = 0.609; n = 13). Al
realizar un analisis de la varianza, se observo que los indices de reconocimiento diferian entre si
de manera significativa (F (3, 50) = 10.96, p < 0.001); concretamente, la prueba de comparaciones
multiples de Tukey identifico diferencias en los animales expuestos a la dieta estandar, los cuales
dedicaron mas tiempo a explorar el objeto novedoso (q = 8.03, p < 0.001). Esto contrasta con los
resultados obtenidos en el grupo HFD, en donde las ratas exploraron ambos objetos por igual (q =
1.11, p > .05), tal como ocurrio en la sesion de adquisicion. De este analisis se puede concluir que
la dieta alta en grasa ejerce un efecto negativo sobre la memoria a largo plazo del reconocimiento

de estimulos familiares y novedosos al impedir la correcta discriminacion entre ellos (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacién de la memoria a largo plazo del protocolo de reconocimiento de objetos (ORM). La prueba t
para una muestra detecté diferencias en la exploracion del Objeto Familiar (OF) y del Objeto Novedoso (ON) en el
grupo CHOW (n = 13) al comparar a cada objeto con el valor del azar (.5, linea punteada horizontal). La prueba de
comparaciones multiples de Tukey indico que la exploracién de ON fue significativamente mayor que la de OF en el
mismo grupo. En contraste, no se observaron diferencias en la exploracién de OF y ON en el grupo HFD (n = 13) al
compararlos entre si ni con el azar. Datos representados como media del indice de exploracién + SEM por objeto y
por grupo. CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa.

*** n <.001 respecto al valor del azar (.5), ### p < .001 respecto al objeto familiar (OF)
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6.5 Memoria aversiva (COA)

En lo referente a los experimentos de condicionamiento de aversion al olor (COA), se compa-
raron los porcentajes de consumo de agua con acetato de isopentilo durante la adquisicion y la
prueba de memoria a largo plazo respecto al consumo basal de agua (100 %) en dos y cuatro
grupos, respectivamente. En la sesién de adquisicién, los grupos CHOW-NaCl (n = 7), HFD-NaCl
(n=7), CHOW-LICI (n = 7) y HFD-LICl (n = 7) fueron reorganizados en un grupo CHOW (n =
14) y uno HFD (n = 14) debido a que el consumo de agua con olor ocurri6 antes de que los animales
recibieran la inyeccion de NaCl o de LIiCl, por lo que la dieta era el Unico tratamiento diferente
entre ellos en ese momento. De acuerdo con el estadistico t para una muestra, durante la fase de
adquisicion no se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos respecto al con-
sumo basal de agua (media CHOW = 103.85 % + 7.01, t 13y = 0.55, p =.592; media HFD = 97.75
% +5.9, t 13y=0.38, p =.709), por lo que la solucién olorizada no genero una respuesta neofobica
en los animales (Figura 12). Al comparar las medias entre si mediante una prueba t para muestras
no relacionadas, tampoco se encontraron diferencias estadisticas (t 26y = 0.66, p =.511); es decir,
no se observo un efecto de la dieta sobre el consumo previo a la presentacion del estimulo incon-

dicionado.
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Figura 12. Porcentaje de consumo en la fase de adquisicion en el protocolo de Condicionamiento de Aversion al Olor
(COA). El consumo de la solucion de acetato de isopentilo no fue estadisticamente diferente entre los dos grupos ni
al compararlos con el consumo basal de agua (linea punteada horizontal). Datos representados como media del por-
centaje de consumo respecto a la linea base (LB, 100 %) + SEM por grupo. CHOW = Dieta estandar (n = 14), HFD =
Dieta alta en grasa (n = 14).

En cambio, en la evaluacion de la memoria a largo plazo los cuatro grupos se comportaron de
manera diferente. En los animales a los que se les administrd NaCl, unicamente los pertenecientes
al grupo CHOW incrementaron de manera significativa su consumo respecto a la linea basal (me-
dia=129.91 % £ 6.41, t (5) = 4. 66, p = .003); en el grupo HFD no se hallaron diferencias (media
=112.49 % + 10.59, t ) = 1.18, p = .282). Por su parte, la administracion de LiCl generd una
tendencia a la disminucion en el consumo de agua con olor en el grupo CHOW (media = 73.38 %
+ 14.62, t )= 1.82, p = .118), mientras que en el grupo HFD la reduccion fue estadisticamente
significativa (media = 43.97 % + 15.46, t )= 3.62, p = .011). El analisis de la varianza encontrd
diferencias significativas entre las medias de los cuatro grupos (F (3,24)=9.88, p <.001), y mediante
la prueba de comparaciones multiples de Tukey se identifico la presencia de diferencias entre los
grupos CHOW-NaCl y CHOW-LICI (g = 4.59, p <.05), CHOW-NaCl y HFD-LIiCl (q =6.981, p

<.001), y entre los grupos HFD-NaCl y HFD-LICl (q = 5.56, p <.01), por lo que la administracion
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de un agente de malestar gastrico como el LiCl fue capaz de generar aversion a la solucién olori-
zada independientemente del tipo de dieta. Al comparar las medias de los grupos CHOW-LICI
(73.38% +14.62,n=7)y HFD-LICI (43.97 % % 15.46, n = 7) mediante una prueba t de muestras
independientes, se obtuvo un valor t (12)=1.38, p =.192, indicando que las medias no son estadis-
ticamente diferentes; sin embargo, se observa que el consumo de agua con acetato de isopentilo
en los animales del grupo HFD tiende a estar por debajo del consumo promedio del grupo CHOW,
sugiriendo que la exposicion a dietas con alto contenido en grasa podria exacerbar la aversién a un

estimulo gustativo condicionado tras haber sido asociado con malestar gastrico (Figura 13) .
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Figura 13. Porcentaje de consumo durante la evaluacién de la memoria a largo plazo en el protocolo de Condiciona-
miento de Aversion al Olor (COA). El estadistico t para una muestra indico que, al realizar la comparacién con el
consumo basal de agua (linea punteada horizontal), Gnicamente el grupo CHOW-NaCl incremento su consumo, mien-
tras que el grupo HFD-LICI lo disminuy6. Datos representados como media del porcentaje de consumo respecto a la
linea base (LB, 100 %) + SEM por grupo. CHOW-NaCl = Dieta estdndar con inyeccidn de cloruro de sodio 0.9 % (n
=7), HFD-NaCl = Dieta alta en grasa con inyeccion de cloruro de sodio 0.9 % (n = 7), CHOW-LICI = Dieta estandar
con inyeccion de cloruro de litio 0.075 M (n = 7), HFD-LICI = Dieta alta en grasa con inyeccion de cloruro de litio
0.075M (n=7).

*p <.05, ** p <.01 respecto al consumo basal
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6.6 Concentracion extracelular de neurotransmisores

El andlisis de la actividad neuroquimica se realizd durante la fase de adquisicion del COA,
monitoreando la liberacidén de cuatro neurotransmisores en la porcion basolateral de la amigdala
(BLA) de animales CHOW y HFD: glutamato (GLU), acido y-amino butirico (GABA), noradre-
nalina (NE) y dopamina (DA). Asi mismo, la inyeccion de cloruro de litio que se realiza durante
el condicionamiento fue sustituida por la de cloruro de sodio en un grupo independiente de ratas
HFD (que previamente ingirieron la solucion olorizada tambien) y se evalu6 la respuesta ante di-
cho estimulo considerando los mismos neurotransmisores en la misma estructura cerebral. El ana-
lisis estadistico incluyé solo a las fracciones en las que se recolectd la respuesta al acetato de
isopentilo (estimulo condicionado), a la inyeccion de LiCl (estimulo incondicionado), asi como a
la administracion de NaCl (estimulo neutro).

Durante la presentacion de la solucion de acetato de isopentilo (Figura 14), se observaron dis-
minuciones significativas en las concentraciones extracelulares de GABA (media = 45.76 % +
11.46, t )= 4.73, p = .003) y NE (media = 60.62 % * 60.62, t s = 4.01, p = .007) en el grupo
CHOW respecto al porcentaje de liberacion basal (100 %), de acuerdo con la prueba t de student
para una muestra. En cuanto a las comparaciones entre grupos, los andlisis estadisticos identifica-
ron diferencias entre el grupo CHOW (media = 60.62 % + 60.62, n = 7) y el grupo HFD (media =

310.74 % £ 97.65, n = 7) en la liberacion de NE (t (12) = 2.77, p = .018).
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Figura 14. Porcentaje de liberacion extracelular de diferentes neurotransmisores en la amigdala basolateral tras la
presentacion del estimulo condicionado durante la adquisicion del Condicionamiento de Aversién al Olor. El consumo
de la solucién olorizada gener6 un incremento en la concentracion de NE en los animales del grupo HFD (n = 7)
respecto al grupo CHOW (n = 7). La comparacion individual con el porcentaje de liberacion basal (linea punteada
horizontal) indicd disminuciones significativas en la liberacion de GABA y NE en el grupo CHOW. Datos represen-
tados como media del porcentaje de liberacion respecto a LB (100 %) = SEM por grupo y por neurotransmisor. CHOW
= Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa, LB = Linea basal, GLU = Glutamato, GABA = Acido y-amino butirico,
NE = Noradrenalina, DA = Dopamina.

** p < .01 respecto a LB, # p < .05 respecto a la liberacion de NE en el grupo CHOW

La Figura 15 corresponde a la actividad neuroquimica ocurrida inmediatamente después de la
presentacion del estimulo incondicionado (LiCl). La prueba t de student para una muestra no se-
fialé diferencias en las concentraciones extracelulares de ninguno de los cuatro neurotransmisores
al realizar la comparacion respecto a la linea basal de liberacion; este efecto se observé tanto en
los animales alimentados con dieta estandar como en aquellos expuestos a una dieta alta en grasa.
De manera similar, los niveles de GLU, GABA, NE y DA del grupo CHOW no fueron estadisti-
camente distintos al compararlos con su homélogo en el grupo HFD, sin embargo, es preciso in-
dicar que hay una clara tendencia al aumento en la concentracion de GLU en los animales HFD
(media =532.79 % £ 201.4, n = 6) que no alcanza a ser significativa debido a la gran variabilidad

de los datos.
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Figura 15. Porcentaje de liberacion de diferentes neurotransmisores en la amigdala basolateral tras la presentacion del
estimulo incondicionado durante la adquisicion del Condicionamiento de Aversion al Olor. Al comparar cada sub-
grupo con el porcentaje de liberacion basal (linea punteada horizontal), o bien al grupo CHOW (n = 7) con el grupo
HFD (n = 6) en cada neurotransmisor, no se encontraron diferencias significativas, sin embargo, la inyeccion de clo-
ruro de litio provocé una notable tendencia al aumento en la concentracion extracelular de GLU en los animales del
grupo HFD. Datos representados como media del porcentaje de liberacion respecto a LB (100 %) + SEM por grupo y
por neurotransmisor. CHOW = Dieta estandar, HFD = Dieta alta en grasa, LB = Linea basal, GLU = Glutamato,
GABA = Acido y-amino butirico, NE = Noradrenalina, DA = Dopamina.
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Respecto a la inyeccion intraperitoneal de cloruro de sodio en el grupo HFD (n = 3), y de
acuerdo con la prueba de rangos con signo de Wilcoxon, tal manipulacion tampoco generé cambios
neuroquimicos significativos al comparar los niveles de GLU (mediana = 73.13 %, W =0.0, p =
1), GABA (mediana = 93.65 %, W = 0.0, p = 1), NE (mediana = 54.01 %, W=-6, p =.25) y DA
(mediana = 48.59 %, W = - 6, p = .25) con el porcentaje basal de liberacion de los mismos, pero a
diferencia de lo observado con LiCl, ninguno de los cuatro neurotransmisores muestra tendencias
importantes hacia el incremento o la disminucién en sus niveles extracelulares, sugiriendo que la
actividad glutamatérgica de la Figura 15 es producto de la administracion de un agente de malestar

gastrico como el cloruro de litio (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de liberacién extracelular de diferentes neurotransmisores en la porcién basolateral de la amig-
dala ante la administracion de un estimulo neutro durante la adquisicién del Condicionamiento de Aversién al Olor
en animales expuestos a una dieta alta en grasa. La inyeccion de cloruro de sodio en el grupo HFD (n = 3) no provocd
cambios en los niveles de ningUn neurotransmisor al realizar la comparacion de cada uno de ellos con el porcentaje
de liberacion basal (linea punteada horizontal). Datos representados como media del porcentaje de liberacion respecto
a LB (100 %) + SEM por neurotransmisor. HFD = Dieta alta en grasa, LB = Linea basal, GLU = Glutamato, GABA
= Acido y-amino butirico, NE = Noradrenalina, DA = Dopamina.

Estos experimentos aportan evidencia de que la exposicion a una dieta con alto contenido en
lipidos en etapas juveniles genera cambios en la actividad neuroquimica extracelular del nucleo
basolateral de la amigdala durante la adquisicion del COA; estos cambios consisten en una mayor
presencia de noradrenalina asociada al consumo de la solucién olorizada y una tendencia al incre-
mento de glutamato tras la presentacion del estimulo incondicionado, y podrian explicar el elevado
nivel de aversion mostrado por los animales obesos hacia el estimulo condicionado en la evalua-

cién de la memoria a largo plazo.

VII. Discusion
Este proyecto tuvo por objetivo evaluar a nivel conductual y neuroquimico el funcionamiento

de diferentes formas de memoria en ratas Wistar macho expuestas durante su juventud a una dieta
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con alto contenido en grasa en la que el aporte cal6rico proveniente de lipidos fue de 45 %. Los
animales iniciaron el consumo de la dieta a las tres semanas de edad (PD 21) y tres meses después
fueron sometidos a pruebas metabdlicas, conductuales y de actividad neuroquimica.

En primer lugar, las ratas que llevaron una dieta alta en grasa presentaron un peso mayor res-
pecto a animales tratados con una dieta estandar después del periodo de tres meses (Figura 2). Esto
concuerda con lo encontrado en otras investigaciones en las que emplean dietas, tiempos y edades
de exposicién similares a los adoptados en estos experimentos; Chunchai et al. (2018) y Pintana et
al. (2015) exponen a ratas Wistar macho jovenes a una dieta con alto contenido en grasa durante
12 semanas y observan un incremento de peso en dichos animales. Por su parte, Boitard et al.
(2015) reportan los mismos resultados empleando una dieta con contenido nutricional y aporte
calorico de lipidos iguales a los del alimento proporcionado a los animales en esta investigacion.

Sin embargo, en la literatura existe infinidad de modelos animales de obesidad dietaria en los
gue igualmente se ha observado un aumento de peso a partir de dietas con diferentes caracteristicas
y condiciones de exposicion. Por ejemplo, los periodos de consumo reportados van desde una hasta
20 semanas (Commerford et al., 2001; Mantor et al., 2018), y aunque en la mayoria se observan
alteraciones de caracter metabolico, inflamatorio o cognitivo, las dietas con una duracién menor a
cuatro semanas no suelen generar obesidad (Wang et al., 2020). En cambio, periodos de mas de
un mes han resultado ser efectivos para que los animales incrementen su peso corporal (Boitard et
al., 2015).

Los tiempos de exposicion coinciden con diferentes momentos del desarrollo como la gestacion
y la etapa perinatal, periodos juveniles, adultez temprana e incluso tardia (Thibault, 2013), hecho

que también puede afectar la vulnerabilidad a padecer obesidad. Si bien las dietas obesogénicas
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generan incrementos significativos de peso tanto en roedores jovenes como adultos, las deficien-
cias cognitivas (en concreto, alteraciones de la memoria) se concentran en los animales de menor
edad (Boitard et al., 2014), sugiriendo que el cerebro es particularmente susceptible a los efectos
nocivos de las dietas con alto aporte cal6rico durante etapas juveniles.

Otra variable a considerar es el contenido y la proporcion de nutrientes presentes en las dietas
implementadas, siendo los porcentajes de carbohidratos y/o grasas las variables modificadas con
mayor frecuencia. Mientras que las dietas con carbohidratos como componente principal no han
mostrado ser tan eficientes en la generacion de obesidad (EI Elj et al., 2007), existen modelos que
combinan contenidos altos en grasas y en carbohidratos en los que se observan alteraciones cere-
brales durante periodos de consumo menores a dos semanas (Rabasa et al., 2016). Aunque este
tipo de modelos se asemeja mas al patron dietario que han adoptado los seres humanos, su desven-
taja radica en la dificultad para discernir qué componentes de la dieta son responsables de los
cambios observados o si hay algun efecto de interaccion entre ellos (Shefer et al., 2013; Thibault,
2013).

Respecto a las dietas que contienen gran cantidad de lipidos, existen reportes con una antigue-
dad de mas de siete décadas en donde ya se demostraba que ratas con un régimen alimenticio alto
en grasa ganaban peso mas rapido que animales alimentados con cantidades minimas de la misma
(Deuel et al., 1944). En la actualidad, este tipo de dietas goza de una amplia aceptacion y aplicacion
como modelo para la descripcion de la obesidad dietaria, ya que suelen tener resultados favorables
en términos de incremento de peso, grasa corporal y de presencia de déficits cognitivos (Del Rio
et al., 2016; Mantor et al., 2018). El porcentaje de aporte caldrico proveniente de grasas comprende
un rango amplio en estos modelos, ya que se ha identificado la presencia de obesidad con dietas

cuyo contenido lipidico representa desde el 13 y hasta el 85 % de la energia total (Thibault, 2013);
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no obstante, la mayoria de los estudios trabaja en un rango de 45 a 60 % (Buettner et al., 2007,
Noble y Kanoski, 2016).

La cepa a la que pertenecen los roedores es otro factor a considerar, ya que existen diferencias
en la propension a desarrollar obesidad que dependen de esta caracteristica. En un trabajo realizado
por Schemmel (1970), el consumo de una dieta con alto contenido en grasa (60 % de la composi-
cion total) influyd de manera distinta en el peso y la grasa corporal de siete cepas de ratas. Los
machos de las cepas Osborne-Mendel y Sprague Dawley fueron los que ganaron mas peso, mien-
tras que en hembras destaca ademas la cepa Wistar, la cual puede incrementar hasta 1.4 veces su
peso (Rosini et al., 2012); en términos de grasa corporal, tanto en machos como en hembras, las
ratas Wistar pueden llegar a los mismos niveles de acumulacion que la cepa Sprague Dawley hacia
las 10 semanas de exposicion a la dieta. Es importante tener en cuenta, sin embargo, que Schemmel
y sus colaboradores observaron que las diferencias en el peso entre cepas disminuian a medida que
avanzaba el tiempo de exposicion a la dieta alta en grasa, y que ésta siempre generaba un aumento
de peso en comparacion con ratas de la misma edad, sexo y cepa tratadas con una dieta estandar,
demostrando que el tipo de dieta tiene una mayor influencia sobre la ganancia de peso corporal
que la cepa de los animales.

Ademas del registro del peso, es frecuente que se incluya la medicion de los niveles de grasa
corporal de los animales como parte de la caracterizacion de los modelos de obesidad (Thibault,
2013), pues se ha sugerido que esta variable podria ser un criterio mas sensible que el peso para
determinar la presencia de obesidad. Woods et al. (2003) encontraron que ratas alimentadas con
una dieta rica en grasa (la cual representaba el 40 % del aporte calorico) durante 10 semanas pre-

sentaron un incremento de 10 % en su peso, y de 35 a 40 % en los niveles de grasa presente en su
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organismo. Acorde con lo anterior, en este trabajo se observo que ratas expuestas durante su ju-
ventud a una dieta con 45 % del aporte calérico proveniente de lipidos almacenaban una cantidad
de grasa epididimal mayor respecto al grupo alimentado con dieta estandar (Figura 3); mientras
que el aumento de peso fue de 23 %, los niveles de grasa incrementaron 73 %.

La investigacion en obesidad, tanto en seres humanos como en otros organismos, debe tener en
consideracion la alta prevalencia de comorbilidades de cardcter metab6lico, como la hiperglucemia
y la resistencia a la insulina (Lichtenstein y Schwab, 2000; Lutz y Woods, 2012). En la literatura
se ha descrito la aparicion de estas alteraciones en roedores expuestos a dietas con un aporte calé-
rico de al menos 40 % proveniente de grasas y lipidos (Lichtenstein y Schwab, 2000), en algunos
casos sin llegar a desarrollar obesidad (Riccardi et al., 2004). Ademas de generar un incremento
de peso y grasa visceral, el modelo de obesidad dietaria que se empled en este proyecto causo
alteraciones en el metabolismo de los animales, observadas incluso en condiciones basales (Figura
4). Adicionalmente, el calculo del area bajo la curva permitié determinar que la administracion
intraperitoneal de glucosa en las ratas obesas resultd en un mayor incremento en la concentracion
de este carbohidrato en sangre; comparados con los animales del grupo control, estos altos niveles
de glucemia también persistieron después de una inyeccion de insulina, aunque la cinética del
metabolismo de la glucosa no se vio afectada en ningun caso (Figura 5 y Figura 6).

La resistencia a la insulina puede desarrollarse por alguna anomalia en la cascada de sefaliza-
cién de esta hormona, y uno de los mecanismos propuestos para explicar dicha alteracién involucra
un estado inflamatorio (Ros Pérez y Medina-Gomez, 2011). En condiciones normales, la sefializa-
cién de insulina se produce a través de su union a un receptor especifico del tipo tirosina cinasa;
una vez activado, el receptor fosforila multiples residuos de tirosina de proteinas como el sustrato

del receptor de insulina 1 (IRS1), lo que permite la activacion de otras proteinas efectoras rio abajo
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en la cascada de sefializacion. En dltima instancia, la transduccion de la sefial insulinica permite
la migracion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) del citosol a la membrana, facilitando la
captacion del monosacérido al interior de la célula desde el torrente sanguineo. En condiciones de
inflamacién, como en el caso de la obesidad, ocurre la activacién de otro tipo de cinasas cuyo
blanco de fosforilacion no son los residuos de tirosina de IRS1, sino los de serina; esto interfiere
con el flujo de activacion, lo que provoca una menor translocacion de GLUT4 y por lo tanto, una
disminucién en la cantidad de glucosa que ingresa a la célula. Como respuesta compensatoria,
incrementa la secrecion de insulina en el organismo, llevando al desarrollo de la hiperinsulinemia
caracteristica de esta alteracion metabolica (Carrasco et al., 2013).

La resistencia a la insulina también puede estar mediada por especies lipidicas, como los digli-
céridos, los cuales son capaces de activar a la proteina cinasa C (PKC), que igualmente es capaz
de modificar la fosforilacion de IRS1 (Ros Pérez y Medina-Gomez, 2011). Otros mecanismos
consisten en la disminucion del namero de receptores de insulina o la reduccion en la actividad de
la enzima glucogeno sintasa de musculo e higado, disminuyendo el almacenamiento de glucosa en
forma de glucdgeno (Lichtenstein y Schwab, 2000; Riccardi et al., 2004).

Se ha planteado que las dietas altas en grasa pueden llevar a una disminucion en la cantidad de
insulina que llega al cerebro debido a un transporte deficiente de la misma desde la barrera hema-
toencefalica (Heni et al., 2014), lo cual puede ocurrir con 24 horas de exposicion a este tipo de
alimentacion (De Souza et al., 2005). De manera complementaria, el proceso inflamatorio que
acompafia a la obesidad es capaz de activar la sefializacion apoptética cerebral (Thaler et al., 2012)
y llevar a la proliferacién de astrocitos en la porcion mediobasal del hipotalamo, afectando direc-

tamente vias de sefializacion intracelular que podrian a su vez alterar la homeostasis del consumo
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de energia mediante la disrupcién en la secrecion normal de insulina y reduccion en la sensibilidad
a la misma (Calegari et al., 2011; Thaler et al., 2012).

La insulina es una sefial cerebral vital que cuenta con receptores densamente expresados en el
hipocampo, razon por la que participa en procesos de optimizacion de la plasticidad sinéptica,
atenuacion del anclaje de ligandos derivados de proteina 3 amiloide a las sinapsis, aumento en la
actividad cortical espontanea, aprendizaje y memoria (Agrawal y Gomez-Pinilla, 2012). Las dietas
con elevado contenido de lipidos afectan notablemente a esta region al incrementar la actividad
microglial, la expresion de TNF-a. e interleucina 6 (IL-6) y la activacion de mecanismos de muerte
celular (Thaler et al., 2012); ademas, disminuyen los niveles de Factor Neurotrofico Derivado del
Cerebro (BDNF) y dificultan el acoplamiento de la insulina a sus receptores (Agrawal y Gomez-
Pinilla, 2012), lo que disminuye la neurogénesis hipocampal y retarda la proliferacion de células
progenitoras neurales a través de la peroxidacion de lipidos (Calegari et al., 2011).

Estas afectaciones en el cerebro pueden traducirse en alteraciones cognitivas, particularmente
en procesos de aprendizaje y memoria que en la mayoria de los casos no parecen revertirse aun
cuando haya una restriccion caldrica o pérdida de peso (Srinivasan et al., 2013; Tozuka et al.,
2010). Parte de los experimentos realizados en este proyecto de investigacion tuvieron como pro-
posito identificar alteraciones en diferentes tipos de memoria a causa de la exposicion temprana a
una dieta rica en contenido graso.

La evaluacion de la memoria espacial —asociada al funcionamiento del hipocampo— determind
que la dieta implementada en animales jovenes no afectd el entrenamiento para llegar a la plata-
forma del laberinto acuético, ya que tanto el grupo CHOW como el grupo HFD disminuyeron de
igual manera sus tiempos de llegada en las sesiones individuales (Figura 7) y a lo largo de los tres

dias de entrenamiento (Figura 8). En cambio, los animales del grupo HFD presentaron una mayor
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latencia para llegar a la ubicacion original de la plataforma durante la evaluacion de la memoria a
largo plazo, sin diferir en el nimero de cruces respecto al otro grupo (Figura 9).

Estos resultados coinciden parcialmente con lo observado en otros estudios de este tipo, ya que
se ha reportado que la exposicion a dietas hiperlipidicas incrementa los tiempos de llegada a la
plataforma tanto en la adquisicién como en la evaluacion a largo plazo de MWM en ratas Wistar
macho (Nameni et al., 2017) y hembra (Mantor et al., 2018), y disminuye el tiempo de permanencia
en el cuadrante blanco (Pintana et al., 2015; Stranahan et al., 2008). En contraste, también existe
evidencia de que los déficits de memoria se observan unicamente a largo plazo (Boitard et al.,
2014). La diferencia entre estos hallazgos podria deberse al contenido de grasa de las dietas em-
pleadas y el tiempo de exposicion a las mismas; mientras que el aporte calorico proveniente de
lipidos en los trabajos de Nameni et al. (2017) y de Mantor et al. (2018) era de 60 % Y las dietas
eran implementadas durante 16 y 20 semanas respectivamente, en el caso del estudio de Boitard y
colaboradores (2014) el aporte energético de las grasas constituia 45 % del total, con una exposi-
cién de 12 semanas. Es posible que este porcentaje de grasa, identico al empleado en este trabajo,
asi como el establecimiento de cortos periodos de exposicidn, no sean suficientes para afectar la
adquisicion de informacion espacial e incidan de forma negativa sélo en la recuperacion de la
misma a largo plazo.

Otro tipo de memoria que fue objeto de estudio dentro de este proyecto fue la memoria de
reconocimiento, evaluada a través del protocolo de ORM. El analisis de los datos no encontrd
diferencias estadisticamente significativas entre grupos en la exploracion de los objetos idénticos
durante la fase de adquisicion o muestra (Figura 10); fue en la sesion de prueba en donde se ob-
servo que los indices de reconocimiento para los dos objetos presentados a los animales alimenta-

dos con la dieta alta en grasa fueron iguales, siendo las ratas incapaces de discriminar entre un
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objeto novedoso y uno familiar. Por su parte, los animales tratados con dieta estandar invirtieron
mas tiempo explorando el estimulo novedoso respecto al familiar (Figura 11).

Pudiera parecer que, tal como sucedi6 con la evaluacion de la memoria espacial, los efectos de
la dieta obesogénica sobre la memoria de reconocimiento se circunscriben unicamente a la recu-
peracion de informacién a largo plazo, sin haber deficiencias en la adquisicién atribuibles al tipo
de dieta; sin embargo, aun con los resultados obtenidos en la fase de muestra es dificil aseverar
que la adquisicion de la tarea esté intacta, ya que en este punto los animales exploran dos objetos
que les son presentados por primera vez, lo cual aporta informacion relacionada con la percepcion
y saliencia de los estimulos mas que con la codificacion de los mismos en un proceso de aprendi-
zaje, en cuyo caso seria util examinar el estado de la memoria a corto plazo (Balderas et al., 2008).

A diferencia del laberinto acuético y de otros paradigmas gque evalGan aspectos espaciales de la
memoria, los resultados obtenidos en estudios que utilizan ORM como protocolo conductual son
heterogeneos y todavia controversiales, puesto que existen articulos en los que no parece haber
una deficiencia en el reconocimiento de objetos incluso con 20 semanas de exposicidn a dietas con
aporte calorico de lipidos de hasta 60 % (Mantor et al., 2018), tanto en animales de la cepa Wistar
como en ratas Long Evans (Kosari et al., 2012). Asi mismo, también hay datos que apoyan la
existencia de alteraciones en el reconocimiento en estas cepas (Zanini et al., 2017) y en otras como
la Sprague Dawley (Lewis et al., 2019) con dietas y tiempos de exposicion similares. En otros
roedores se observa el mismo fendmeno, con trabajos en los que se describen déficits desde las 12
semanas de consumo (Fazzari et al., 2018) y otros en los que no hay efecto incluso después de seis

meses de llevar un régimen alimenticio hiperlipidico (Tucker et al., 2012).
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Una posible explicacion a esta disparidad en los resultados podria provenir de las estructuras
cerebrales a las que se asocian las diferentes formas de memoria. El almacenamiento de informa-
cion de tipo espacial se asocia con el hipocampo, regién que, como ya se menciond, es especial-
mente vulnerable a los efectos deletéreos de las dietas obesogénicas (Shefer et al., 2013); en cam-
bio, la memoria de reconocimiento depende del funcionamiento de areas corticales como la corteza
insular (Balderas et al., 2008) o perirrinal (Wang et al., 2016), estructuras que parecen ser mas
resistentes a los efectos del consumo de dietas altas en grasa, como el estrés oxidativo, mecanismos
apoptoticos o disfunciones sinapticas (Mantor et al., 2018); esto podria explicar la ausencia de
alteraciones en la discriminacion de objetos familiares y novedosos reportada por diferentes inves-
tigaciones (Kosari et al., 2012; Mantor et al., 2018).

Contrario a lo anterior, los datos aqui expuestos apoyan la idea de que un consumo basado en
alimentos hiperlipidicos si repercute en el desempefio de los animales en el protocolo de ORM.
Esto podria deberse, al menos en parte, a la edad en que las ratas fueron expuestas a la dieta; se ha
visto que la implementacion de dietas obesogénicas en etapas pre- o perinatales, asi como en ani-
males jovenes, resulta en una memoria deficiente para el reconocimiento de objetos familiares
(Moreton et al., 2019; Mucellini et al., 2019; Teixeira et al., 2020). Ademas, este efecto es obser-
vado de manera mas consistente en modelos dietarios que incluyen un alto contenido de carbohi-
dratos o una mezcla de éstos con alimento rico en grasas (Jurdak y Kanarek, 2009; Lewis et al.,
2019).

La evaluacion de la memoria emocional a traves del COA arrojo resultados diferentes a los
esperados y a los obtenidos en los experimentos previos. Durante la adquisicion de la tarea, es
decir, antes de la inyeccion de NaCl o LiCl, no se encontraron diferencias en el consumo de la

solucién olorizada entre los grupos CHOW y HFD ni respecto al consumo basal, por lo que no
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hubo una respuesta neofébica hacia el estimulo olfativo (Figura 12). En la evaluacion a largo plazo,
los animales de los grupos CHOW y HFD a los que se les administr6 NaCl mostraron una tenden-
cia al aumento en el consumo de agua con olor al no recibir una consecuencia negativa asociada
al acetato de isopentilo. En cambio, la administracion de LiCl gener6 una disminucién en el con-
sumo no solo en el grupo CHOW, sino también en el grupo HFD, en cuyo caso la reduccion fue
estadisticamente significativa respecto al consumo basal (Figura 13). Asi, el consumo de una dieta
alta en grasa en edades tempranas parece tener un efecto bidireccional sobre la memoria, impi-
diendo la recuperacion de informacion espacial y de reconocimiento de la novedad, y al mismo
tiempo potenciando memorias olfativas de caracter aversivo.

Existen investigaciones que abordan la relacion entre obesidad y memoria emocional a traves
de protocolos de condicionamiento contextual del miedo (Feng et al., 2017; Santos et al., 2018),
con resultados en los que la aversion tiende a incrementar o bien, a disminuir. En el trabajo de
Feng y colegas (2017), ratas con sindrome metabdlico (conjunto de alteraciones entre las que se
incluyen presion arterial elevada, niveles altos de glucosa en sangre y grasa corporal, asi como
resistencia a la insulina) redujeron su porcentaje de congelamiento en el compartimento asociado
con choques eléctricos respecto a animales sanos; la explicacion a este fendmeno podria provenir
del hecho de que, al involucrar estimulos contextuales, este tipo de tareas depende en cierta medida
del funcionamiento del hipocampo, estructura que es especialmente vulnerable a los efectos nega-
tivos de la obesidad (Shefer et al., 2013).

Sin embargo, existe informacion que no apoya las conclusiones del grupo de Feng, ya que San-
tos et al. (2018) demostraron que una dieta rica en carbohidratos incrementa el nivel de inmovili-
dad en ratones BALB/c. Asi mismo, se ha reportado que roedores con deficiencia del receptor de

leptina (un modelo genético de obesidad), sometidos a una tarea de condicionamiento de aversion
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al sabor, reducen su consumo de sacarina al mismo nivel que animales genéticamente intactos e
incluso muestran un consumo menor cuando se utiliza una solucion de sacarosa; tales efectos se
ven acompafiados por una mayor velocidad de extincion (Ohta et al., 2003).

Ademas de lo anterior, la aversion exacerbada también ha sido descrita por Boitard et al. (2015)
en un experimento de aversion condicionada al olor, en el que encuentran una mayor diminucién
del consumo de una solucién olorizada en animales jovenes tratados con una dieta alta en grasas
al compararlos con ratas adultas expuestas a la misma dieta. Todos estos hallazgos apoyan a los
resultados obtenidos en nuestro protocolo de COA, y aunque este fendmeno ya se ha utilizado
como tratamiento para disminuir la ingesta de comida en pacientes con sobrepeso (Cole y Bond,
1983), la informacidn existente sobre el aprendizaje de aversion a estimulos olfativos en condicio-
nes de obesidad aun es poca y los mecanismos a través de los cuales ocurre apenas empiezan a ser
descritos.

Al igual que otras tareas conductuales que involucran la utilizacion de estimulos aversivos, se
sabe que el COA depende de la integridad funcional de la amigdala, la cual recibe gran cantidad
de aferencias provenientes del locus coeruleus, una estructura involucrada en el aprendizaje aso-
ciativo olfativo (Bouret y Sara, 2002; Veyrac et al., 2007). Las lesiones permanentes o la inactiva-
cion reversible del cuerpo amigdalino en su totalidad alteran la codificacién de informacion rela-
cionada con la aversién hacia estimulos olfativos, sin embargo, la inactivacién de la porcion baso-
lateral ha demostrado ser suficiente para interferir en el COA (Ferry et al., 1995). Teniendo tam-
bién como antecedente el trabajo de Boitard et al. (2015), en el que la obesidad juvenil exacerba
la respuesta emocional al COA a través de cambios en los niveles de activacion de la amigdala

basolateral (BLA), se eligié este nlcleo como estructura objetivo para el analisis de las posibles
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modificaciones funcionales, causadas tanto por la dieta como por la edad, que explicarian el incre-
mento de la aversion en los animales obesos.

Debido a la discordancia de resultados en los protocolos de ORM vy las incompatibilidades téc-
nicas propias del procedimiento de MWM, se decidio realizar el monitoreo neuroquimico de BLA
Unicamente en el paradigma de COA, tanto en el grupo CHOW como en el grupo HFD. Durante
la adquisicion, los resultados de la microdialisis en libre movimiento determinaron que la presen-
tacion de la solucion olorizada con acetato de isopentilo generd un incremento en la concentracion
extracelular de noradrenalina en el grupo HFD respecto al grupo CHOW y una disminucion de
este mismo neurotransmisor y de GABA en el grupo alimentado con dieta estandar respecto a la
liberacion basal (Figura 14). En lo referente al estimulo incondicionado, la inyeccion de cloruro
de litio provoco una tendencia al aumento en la liberacion de glutamato, la cual era mas pronun-
ciada en los animales que consumieron la dieta alta en grasa (Figura 15); este efecto no fue obser-
vado con la administracién de cloruro de sodio en ratas del mismo grupo experimental (Figura 16).
Este fendmeno es parecido al reportado por Guzman-Ramos et al. (2012), en el que un grupo
control de animales sin obesidad fue tratado con NaCl via intraperitoneal tras haber consumido
una solucién de sacarina en un protocolo de condicionamiento de aversion al sabor; en este proce-
dimiento no asociativo, el estudio de microdialisis realizado también en la amigdala no detecto
cambios en los niveles extracelulares de neurotransmisores como glutamato y dopamina que pu-
dieran ser atribuibles a la inyeccion del estimulo neutro.

Uno de los efectos del estado inflamatorio generalizado presente en la obesidad es la sobreesti-
mulacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (Boitard et al., 2015), propiciando que regiones
cerebrales implicadas en la reactividad al estrés y respuestas emocionales (incluidas la amigdala y

ciertas regiones del hipocampo) transiten por profundos cambios anatémico-funcionales (Romeo
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y McEwen, 2006) dados por el incremento en la liberacién de hormonas como la corticosterona,
cortisol, adrenalina y noradrenalina (McGaugh, 2004), teniendo como resultado reacciones exa-
cerbadas ante eventos estresantes o con carga emocional (Bornstein et al., 2006).

La amigdala contiene una alta densidad de receptores a y  adrenérgicos, ambos activados por
noradrenalina (Zilles et al., 1993), por lo que se ha propuesto que la consolidacién de memorias
emocionales, sean aversivas 0 no, se ve favorecida por este mecanismo de neurotransmision
(McGaugh, 2004). En este sentido, varios estudios indican que BLA estaria participando en la
modulacion del COA mediante la accion de la norepinefrina, ya que la administracion de agonistas
de receptores noradrenérgicos resulta en una mejora de la memoria emocional (Mcgaugh et al.,
1996), mientras que el antagonismo de los mismos receptores ejerce el efecto opuesto (Estrade et
al., 2019; Miranda et al., 2007).

La transmision glutamatérgica también ha sido involucrada en el condicionamiento aversivo.
En un articulo publicado por Guzman-Ramos et al. (2010), se describié un incremento en la libe-
racion de glutamato en la corteza insular tras la administracion de LiCl en un paradigma de con-
dicionamiento de aversion al sabor y que parece ser dependiente de la actividad de la amigdala. Se
ha reportado ademas que la administracion intracerebroventricular (Willner et al., 1992) o dirigida
especificamente a BLA (Ferry y Di Scala, 2000) de APV, un antagonista de receptores glutama-
térgicos tipo NMDA, afecta la aversion a una solucion olorizada asociada con cloruro de litio. En
un estudio realizado por Gonzélez-Sanchez et al. (2019), la inyeccién de MK 801 (otro inhibidor
de receptores NMDA) tuvo efectos similares, afectando tanto la adquisicion como la consolidacion
del COA. Lennartz y colaboradores (1996) encontraron que la administracion conjunta de gluta-

mato y propranolol (antagonista de receptores 3 adrenérgicos) evita el déficit de memoria asociado
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al propranolol en una tarea de evitacion pasiva. En relacion con esta evidencia, existen datos elec-
trofisioldgicos que indican que la noradrenalina regula las respuestas excitatorias dependientes del
receptor NMDA en las neuronas glutamatérgicas de BLA (Ferry et al., 1997), sugiriendo la posi-
bilidad de que el sistema noradrenérgico influya en el establecimiento del COA a través de la
modulacion de la actividad del glutamato.

En menor medida, también se ha descrito la participacion de otros sistemas de neurotransmision
en el condicionamiento aversivo del olor. Tal es el caso del sistema gabaérgico, en el que se ha
visto que la administracion de muscimol (agonista de receptores GABAA) directamente en BLA
afecta la adquisicion del COA (Ferry et al., 1995), mientras que la aplicacion de antagonistas como
la bicuculina favorece la expresion de la aversion a estimulos olfativos (Ferry y Di Scala, 1997),
por lo que, a diferencia de noradrenalina y glutamato, la ausencia de GABA o la falta de unién a
sus receptores es lo que permite la expresion de memorias aversivas.

En el caso de la dopamina, no se cuenta con evidencia de la participacion de este neurotrans-
misor en el COA. Se sabe que la sefializacion dopaminérgica se relaciona con el procesamiento de
los aspectos recompensantes de los estimulos y el aprendizaje asociado a ellos (Eagle et al., 2015).
Existen investigaciones que reportan un aumento de dopamina en BLA durante el aprendizaje de
tareas de discriminacion que implican estimulos comestibles (Hori et al., 1993); mientras que el
blogueo de receptores dopaminérgicos en esta misma estructura disminuye la expresion de res-
puestas condicionadas asociadas al consumo de drogas de abuso (Szczytkowski y Lysle, 2010).
Sin embargo, estudios de microdialisis también indican una alta liberacion de dopamina ante esti-
mulos previamente asociados con eventos aversivos (De Oliveira et al., 2011; Wassum e lzquierdo,
2015); en tanto, el antagonismo de receptores D1 en BLA reduce la expresion del miedo condicio-

nado (Macedo et al., 2007).
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Se piensa que la dopamina presente en BLA proviene de proyecciones de otras estructuras lim-
bicas como el &rea tegmental ventral, también conocido como VTA (Rosenkranz y Grace, 1999;
Sharifi et al., 2017), estableciendo sinapsis con las dendritas de las neuronas piramidales en BLA
(Muller et al., 2009). Recientemente se ha considerado que VTA participa en la formacién de
memorias aversivas, ya que su inactivacion resulta en déficits de memoria en protocolos de miedo
condicionado y en una disminucion en la liberacién dopaminérgica en BLA (De Oliveira et al.,
2011; Mahmoodi et al., 2011).

En este trabajo, no se observo un incremento de dopamina en ninguno de los grupos tras la
presentacion de los estimulos condicionado e incondicionado durante la adquisicion del COA.
Debe considerarse que gran parte de los estudios que emplean tareas de condicionamiento aversivo
informan sobre aumentos de este neurotransmisor en la fase de prueba o evocacion de la tarea (De
Oliveira et al., 2014). De igual manera, se ha estudiado el antagonismo de los receptores dopami-
nérgicos unicamente después de la adquisicion del condicionamiento (Macedo et al., 2007).

Aunado a lo anterior, debe tenerse en cuenta que el consumo de dietas obesogenicas incrementa
los niveles de leptina debido al exceso de tejido adiposo (Lim et al., 2018); esta hormona, ademas
de enviar al hipotalamo informacion sobre el aumento en la cantidad de grasa almacenada en los
adipocitos, también puede modular la actividad de neuronas dopaminérgicas de VTA, disminu-
yendo la tasa de disparo de estas células y, por lo tanto, la disponibilidad de dopamina (Opland et
al., 2010).

Por otro lado, el incremento en los niveles extracelulares de noradrenalina y glutamato en ratas
expuestas a una dieta alta en grasa podria explicar no solo la aversion exacerbada que se observa

en la evaluacién a largo plazo del COA, sino también los déficits cognitivos presentes en ORM y
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MWM. Diversos articulos muestran que la inhibicién del transporte o la recaptura de neurotrans-
misores, asi como la estimulacion de sus respectivos receptores, impiden la formacion de distintos
tipos de memoria, mientras que el bloqueo farmacoldgico de estos receptores lleva al efecto con-
trario (Franca et al., 2016; Vorhees et al., 2009).

Teniendo esto en cuenta, animales sometidos a condiciones de estrés —y por ende, a altos niveles
de noradrenalina— presentan deficiencias para discriminar entre estimulos familiares y novedosos
(Howland y Cazakoff, 2010) y para recuperar informacién espacial (De Quervain et al., 1998).
Dichas alteraciones se acrecientan con la administracion de agonistas adrenérgicos (Warner y
Drugan, 2012) y en edades tempranas, como la adolescencia (Gomez et al., 2017; Kruk-Stomka et
al., 2014). Ademas, se propone que la activacion de receptores NMDA es otro mecanismo que
podria dar cuenta de estos déficits, ya que la presencia de antagonistas glutamatérgicos mejora la
memoria espacial y de reconocimiento (Howland y Cazakoff, 2010; Tak et al., 2007), mientras
que la inhibicion del transporte de glutamato, que resulta en un aumento en las concentraciones
extracelulares de este neurotransmisor, afecta la memoria a largo plazo en el Laberinto Acuatico
de Morris y en protocolos de ORM (Bechtholt-Gompf et al., 2010; Tian et al., 2019).

Ademas de los datos neuroquimicos, también se dispone de informacion relacionada con cam-
bios estructurales en la amigdala asociados al estado obeso y a etapas juveniles. Por ejemplo, se
sabe que las proyecciones del hipocampo y la amigdala compiten por la inervacion de la corteza
prefrontal durante la adolescencia; al lesionar el hipocampo ventral, se observa un mayor namero
de proyecciones de la amigdala hacia la corteza (Guirado et al., 2015). Similarmente, jovenes obe-

sos presentan una alta conectividad funcional en estructuras relacionadas con la generacion de
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estados emocionales, incluida la amigdala (Kohn et al., 2014), mientras que adolescentes con an-
tecedentes de estrés temprano muestran una actividad elevada en esta estructura ante la presenta-
cion de rostros desconocidos (Cohen et al., 2013; Marusak et al., 2015),

De este modo, disrupciones en la estructura y el funcionamiento amigdalino a causa de la obe-
sidad en etapas tempranas del desarrollo pueden traducirse en alteraciones cognitivas y emociona-
les. Estos cambios, fisiolégicamente similares a los que ocurren en estados de estrés y ansiedad,
pueden desencadenar conductas o estrategias poco saludables orientadas a mitigar el malestar,
como la ingesta excesiva de alimentos que carecen de valor nutricional y que llevan a un incre-
mento en los niveles de grasa corporal (McCormick y Green, 2013; Purnell et al., 2009), cayendo
asi en un circulo vicioso que puede perdurar hasta la adultez. A este problema pueden sumarse
muchos otros, ya que el periodo juvenil —en especial la adolescencia— es una etapa caracterizada
por ser la edad de inicio de diversas psicopatologias, tales como trastornos de ansiedad, depresion,
comportamiento antisocial, alteraciones psicosomaticas y de personalidad (Merikangas et al.,
2009).

Los resultados obtenidos de este proyecto exponen, mas alla de los trastornos que resultan ob-
vios o evidentes, otro tipo de afectaciones causadas por el desarrollo temprano de obesidad, las
cuales deterioran el funcionamiento de la memoria. En el futuro inmediato, serd necesario el co-
nocimiento integral de todo el espectro de alteraciones que acomparian al exceso de peso para
lograr, tanto en la investigacién como en la clinica, avances provechosos y dirigidos a contener a

esta compleja enfermedad.
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VII1. Conclusiones

En esta investigacion se evalud, mediante un modelo animal de obesidad juvenil en ratas Wistar,
el impacto que tiene sobre la memoria el consumo de una dieta con alto contenido en grasa, con-
siderando aspectos metabdlicos, conductuales y neuroquimicos. A partir de los resultados obteni-
dos se puede concluir que:

= Enelaspecto metabdlico, la exposicion a una dieta rica en lipidos genera un incremento de
peso y grasa visceral con un tiempo de exposicion de tres meses a partir de la tercera semana de
edad. Este tipo de dieta tambien incrementa los niveles de glucosa circulante en sangre en condi-
ciones basales y provoca deficiencias en su metabolismo.

= En laevaluacion conductual de la memoria, no existen alteraciones atribuibles a la dieta en
la adquisicion de informacion relacionada con la navegacion espacial ni en la presentacion inicial
de estimulos en protocolos de reconocimiento de objetos y de aversion condicionada al olor; los
déficits causados por una dieta alta en grasa se observan Unicamente a largo plazo.

= Mientras que en el caso de la memoria espacial y de reconocimiento se presentan deficien-
cias que impiden recordar una ubicacion y la familiaridad de un estimulo, respectivamente, la me-
moria emocional parece estar sobrerrepresentada, exacerbando la aversion condicionada hacia un
estimulo olfativo.

= De acuerdo con el andlisis de la actividad neuroquimica, la adquisicion del condiciona-
miento de aversion al olor se asocia con incrementos en los niveles extracelulares de noradrenalina
y glutamato en el nicleo basolateral de la amigdala, sugiriendo que la exposicion en etapas juve-
niles a una dieta con alto contenido en lipidos es capaz de generar cambios en la neurotransmision

que llevan al fortalecimiento de recuerdos relacionados con eventos 0 experiencias aversivas.
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