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RESUMEN

La obesidad producida por un excesivo consumo de grasas en la dieta es un factor de
riesgo de deterioro cognitivo, demencia e inclusive enfermedades degenerativas. El
objetivo de la tesis fue evaluar el efecto de la administracion de té verde (450 mg/kg
peso, 38.9 mg EAG/g de té verde) y omega 3 (400 mg/kg peso, 120 mg de EPA y 80 mg
DHA) en el deterioro cognitivo de ratas inducidas a obesidad mediante una dieta alta en
grasas. El experimento se dividié en dos etapas, en la primera, se indujo a obesidad a
20 ratas con una dieta obesogénica (DO) durante 8 semanas; en la segunda etapa de
suministracion de suplementos, se distribuyeron aleatoriamente los animales a cada
tratamiento: TI, DE; TI, DO; TIIl, DO+T; TIV; DO+0-3; TV, DO+T+0O-3;
continuando su alimentacion obesogénica y recibiendo sus suplementos respectivamente
durante 30 dias. Al término del experimento se evalud peso corporal, indice de Lee,
consumo de alimentos, parametros sanguineos (niveles de triglicéridos, c-HDL y
glucosa en sangre), citocina proinflamatoria TNF-a y el deterioro cognitivo, la memoria
de corto y largo plazo. No se tuvo diferencias estadisticas (p>0.05) para el peso final,
indice de Lee, c-HDL vy glucosa entre los grupos que recibieron los suplementos y los
grupo control; sin embargo, se observd menor nivel de triglicéridos en aquellos
animales que recibieron té verde, omega 3 y ambos, en comparacion al grupo control
DO. Los animales que recibieron DO+T+0-3, mostraron un mayor tiempo de
exploracion sobre el objeto nuevo y altos valores en los indices de discriminacion,
observandose un mejor desempefio en la memoria de corto plazo en comparacion al
grupo DO. En cuanto a la memoria de largo plazo, se observo un serio deterioro de esta,
en las ratas que recibieron DO, ya que su capacidad de discriminar entre el objeto
novedoso y familiar resulto casi nula; por otro lado, el tratamiento DO+T+0-3 junto
con DO+T mostraron los mayores tiempos de exploracion del objeto novedoso y mejor

performance en la memoria de largo plazo.

Palabras claves: Té verde, omega 3, memoria de corto plazo, memoria de largo plazo



ABSTRACT

Obesity arising from excessive dietary fat intake is a risk factor for cognitive decline,
dementia including neurodegenerative diseases. The objective of the thesis was to
evaluate the effect of the administration of green tea (450 mg/kg weight, 38.9 mg
EAG/g green tea) and omega 3 (400 mg/kg weight, 120 mg EPA and 80 mg DHA) on
the cognitive impairment of obese rats induced by a high-fat diet. The experiment was
divided into two stages: in the first, obesity was induced in 20 rats with an obesogenic
diet (OD) for 8 weeks; in the second stage of supplementation, the animals were
randomly assigned to each treatment: T1, DE; TII, DO; TlII, DO+T; TIV; DO+0-3; TV,
DO+T+0-3; continuing their obesogenic diet and receiving their supplements
respectively for 30 days. At the end of the experiment, body weight, Lee index, food
consumption, blood parameters (levels of triglycerides, HDL-c and blood glucose),
proinflammatory cytokine TNF-a and cognitive impairment, short- and long-term
memory were evaluated. . There were no statistical differences (p>0.05) for final
weight, Lee index, HDL-c and glucose between the groups that received the
supplements and the control group; however, a lower level of triglycerides was
observed in those animals that received green tea, omega 3 and both, compared to the
DO control group. The animals that received DO+T+0-3, showed a longer exploration
time on the new object and high values in the discrimination indices, observing a better
performance in short-term memory compared to the DO group. As for long-term
memory, a serious deterioration was observed in the rats that received OD, since their
ability to discriminate between the novel and the familiar object was almost null; On the
other hand, the DO+T+0-3 treatment together with DO+T showed the longest

exploration times of the novel object and the best performance in long-term memory.

Keywords: Green tea, omega 3, short-term memory, long-term memory



I.  INTRODUCCION

La dieta actual de la poblacion peruana y mundial esta compuesta principalmente por
alimentos y bebidas altos en grasas y carbohidratos (Yakoob et al. 2016), cuya ingesta
excesiva estd estrechamente relacionada con el incremento de peso corporal, obesidad,
algunas formas de céncer, asi como enfermedades metabolicas y cardiovasculares
(Abott et al. 2019). De estas patologias sefialadas, la obesidad ha generado 2.8 millones
de muertes prematuras anualmente a nivel mundial (OMS 2013); valor que se ha ido
incrementando en los Ultimos afios siendo necesaria la busqueda de acciones para

reducir su incidencia.

La obesidad es un factor de riesgo para una amplia gama de enfermedades, incluida la
resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias y enfermedades
cardiovasculares; ademdas de este tipo de problemas de salud, las personas obesas
experimentan una disminucién progresiva de sus facultades cognitivas (Shen y Ji
2015). Esta enfermedad desencadena una inflamacién cronica a través de maltiples vias
de sefalizacion, donde el tejido adiposo acumulado produce y secreta factores
inflamatorios como TNF-a, que pueden atravesar la BHE produciendo inflamacion y
lesiones en el cerebro, disminuyendo de esta manera, la regeneracion nerviosa en el
hipotalamo y el hipocampo (Liu et al. 2019), produciéndose efectos perjudiciales en las
formas de cognicion dependientes de estas areas del cerebro (Attuquayefio et al. 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que la nutricion es un importante factor de riesgo
modificable que contribuyen a aumentar el deterioro cognitivo no patoldgico de la
poblacién (Dauncey 2013). Por ello, las investigaciones sugieren intervenciones

nutricionales tempranas, como estrategia para reducir estos déficits (Poddar et al. 2019).

El uso de suplementos nutricionales y el consumo de productos nutracéuticos, pueden
mejorar el deterioro cognitivo, al corregir las alteraciones bioquimicas en multiples

niveles del cerebro (Poddar et al. 2019). Entre los principales nutracéuticos con



capacidad neuroprotectora se encuentran: la curcuma, resveratrol, epigalocatequina-3-
galato (EGCG), coenzima Q10 y omega 3 ya que sus mecanismos incluyen capacidad
antioxidante, antiinflamatorio, homeostasis mitocondrial, regulacion de la autofagia y
promocion de la neurogénesis (Virtanen et al. 2013). La evidencia cientifica sugiere que
individuos que consumen suplementos con vitaminas y antioxidantes poseen mejora de
la capacidad de retencion de nueva informacion y mejora en la funcion ejecutiva del

cerebro, considerando la planificacion y flexibilidad mental (Abott et al. 2019).

Dentro de los suplementos ampliamente usados en el mercado, se encuentra el omega 3,
del cual se ha evidenciado que su consumo es vital para el desarrollo del cerebro y la
plasticidad neuronal, incluso la deficiencia de este en el organismo ha sido asociado con
problemas de aprendizaje (Abdelhamid et al. 2018). Por otro lado, dentro de los
principales productos nutracéuticos tenemos el té verde que es consumido por més de
dos tercios de la poblacion mundial (Yan et al. 2020), este contiene polifenoles que
actan como antioxidantes, antiinflamatorios y quelantes de metales; incluso se ha
demostrado que algunos de estos pueden cruzar la BHE (Halliwell 2006). Al haber
evidencia favorable de la suplementacion de omega 3 y de té verde, por separado, sobre
el dafo cognitivo; resulta interesante evaluar si el consumo de ambos en dosis

conocidas podrian potenciar su capacidad y generar un mejor desempefio cognitivo.

Por lo expuesto, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de la
administracion de té verde (450 mg/kg peso, 38.9 mg EAG/g) y omega 3 (400 mg/kg
peso, 120 mg de EPA y 80 mg DHA) en el deterioro cognitivo de ratas inducidas a
obesidad mediante una dieta alta en grasas.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. OBESIDAD

Actualmente, la poblacidn tiene un patron dietético poco saludable que incluye comidas
altas en grasas saturadas y azUcares (Dauncey 2013), donde la ingesta excesiva de este
tipo de dieta es fuertemente asociada con algunas formas de cancer, enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares, incremento de peso corporal y la obesidad (Abott et al.
2019).

La prevalencia de la obesidad se ha incrementado, durante las Gltimas décadas, tanto en
los paises desarrollados como en vias de desarrollo (Safabakhsh et al. 2019), dado que,
alrededor de 2 mil millones de adultos tienen sobrepeso u obesidad en todo el mundo
(Halberstadt et al. 2016).

La obesidad se define como el exceso de grasa corporal o tejido adiposo resultante de la
ingesta excesiva de nutrientes y/o la disminucion del gasto energético (Abdelaziz et al.
2011). Incluso se ha informado que en el 95 por ciento de los casos de obesidad, la
causa subyacente es nutricional, exdgena o primaria, mientras que sélo el 5 por ciento

de los casos se debe a causas enddgenas, monoergica o secundaria (Shen y Ji 2015).

La obesidad es considerada un factor de riesgo para una amplia gama de enfermedades,
incluida la resistencia a la insulina (IR), diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias y
enfermedades cardiovasculares. Incluso, se ha asociado con sindromes conductuales
presentando un mayor riesgo de desarrollar trastornos neuropsiquiatricos como la

depresion y la demencia (Martins et al. 2019).

El deterioro cognitivo puede ser consecuencia de alteraciones en el metabolismo de las
personas obesas, es decir, resultado de haberse vuelto resistentes a la insulina, hiper e

hipoglucemias asociadas a la diabetes, aterogénesis del endotelio vascular,



hiperlipidemias, hipertension o debido a un efecto directo provocado por la inflamacion

de bajo grado cronico durante el desarrollo de esta enfermedad (Spyridaki et al. 2016).

2.2 COGNICION

La funcidn cognitiva se refiere a los procesos mentales involucrados en la adquisicién
de conocimientos, la manipulacion de la informacién y el razonamiento. Las funciones
cognitivas incluyen los dominios de la percepcion, el aprendizaje, la atencion, la toma
de decisiones, las habilidades linglisticas y la memoria (Kiely 2014); ademas de ello
existen los denominados factores cognitivos, que afectan el desempefio y aprendizaje de
la persona. Estos factores sirven para modular el desempefio de modo que pueda
mejorar o disminuir, e involucran funciones cognitivas como la atencién, la memoria y

el razonamiento (Danili y Reid 2006).

2.2.1 La percepcion

El sistema nervioso abarca una de las funciones mas fundamentales del desarrollo
humano, la percepcion. La funcion de esta es organizar, identificar e interpretar la
informacién sensorial de los érganos de los sentidos, con el fin de representar y
comprender el entorno (Kiely 2014). Para los humanos, como muchos otros animales, el
entorno sensorial puede ser muy dindmico y cambiar rdpidamente en el tiempo. Por lo
tanto, para poder tener una interaccion exitosa con objetos y agentes en el entorno
requiere que el sistema de percepcion represente con precision el entorno sensorial a

medida que se desarrolla en tiempo real (King y Wyart 2021).

2.2.2 El aprendizaje

El aprendizaje es el proceso mediante el cual los individuos acumulan conocimiento y
desarrollan un comportamiento habil. A lo largo de nuestras vidas y hasta el final de

esta nos encontramos en constante aprendizaje adquiriendo nuevas habilidades que



pueden ir desde movimientos corpoOreos, adaptarnos a nuestro entorno u obtener

recursos.

En el estudio de Hennig et al. (2012), buscaron esclarecer los procesos por los cuales se
adquiria un nuevo conocimiento. A través del empleo de redes neuronales, sugieren que
los cambios en la actividad neuronal durante el aprendizaje pueden entenderse como el
resultado natural de una funcién objetivo, una regla de aprendizaje y una arquitectura de
red. Presentan tres observaciones claves sobre el aprendizaje a través de la actividad de
la poblacién neural: (1) la inflexibilidad de la variabilidad neuronal a lo largo del
aprendizaje, (2) el uso de mudltiples procesos de aprendizaje incluso durante tareas

simples y (3) la presencia de grandes cambios de actividad no especificos de la tarea.

2.2.3 Toma de decision

Los primeros estudios de lesiones y de neuroimagen en adultos sefialaron que la corteza
prefrontal ventromedial y las estructuras relacionadas tienen un papel clave en la toma
de decisiones. Estudios mas recientes han fraccionado los procesos de toma de
decisiones en sus diversos componentes, incluida la representacion del valor, la
seleccion de respuestas (incluida la eleccion intertemporal y el control cognitivo), el
aprendizaje asociativo y los aspectos afectivos y sociales (Blakemore & Robbins 2012).

2.2.4 Habilidades Linguisticas

El lenguaje es un instrumento usado por el ser humano para comunicarse y pensar. Esta
representado en mdaltiples areas del cerebro. El lenguaje es un sistema funcional que
depende del trabajo integrado de todo un grupo de zonas corticales y subcorticales, cada
una de las cuales aporta su propia contribucion al resultado final. Los componentes
principales se encuentran en el hemisferio izquierdo del cerebro (Lavados y Slachevsk
2013) y las regiones involucradas en el discurso y el lenguaje son: la corteza visual, la

corteza auditiva, el area de Wernicke, el area de Broca (Hagoort y Poeppel 2013).



2.3 EL SISTEMA NERVIOSO Y REGIONES DEL CEREBRO RESPONSABLES
DE LA COGNICION

El sistema nervioso (SN) esta formado por todas las células nerviosas del cuerpo y es a
través de éste que se controlan los mecanismos internos y la comunicacién con el
mundo exterior. Se divide en dos, el sistema nervioso central (SNC) que incluye los
nervios del cerebro y la médula espinal, contenidos dentro del craneo y el canal
vertebral de la columna respectivamente. Y el sistema nervioso periférico (SNP), que se
compone de los nervios restantes que atraviesan todo el cuerpo (Scarabino 2006). Se
estima un nimero de 95 a 100 billones de neuronas por individuo en todo el SN y unas
5 a 8 mil millones de neuronas en las regiones del hipocampo, los ganglios basales y el
tadlamo (Williams y Herrup 1998). Cada neurona tiene un cuerpo celular y varias
extensiones, donde las extensiones més cortas, llamadas dendritas, actGan recibiendo

sefales de otras a través de los axones.

El cerebro humano se divide en dos hemisferios, debajo se encuentra el tallo cerebral y
detréas se encuentra el cerebelo. La capa mas externa del cerebro es la corteza cerebral,
que consta de cuatro I6bulos: frontal, parietal, temporal y occipital (Scarabino 2006). A
su vez, cada una de estas regiones esta involucrada en las funciones complejas que dan

origen al comportamiento y a los procesos que lo forman.

Debido a sus funciones la corteza cerebral estd muy agrandada en los cerebros humanos,
y se considera la sede del pensamiento complejo. Por su parte los lébulos cerebrales
estan encargados de diversas funciones, donde el procesamiento visual tiene lugar en el
I6bulo occipital, cerca de la parte posterior del craneo; el I6bulo temporal procesa el
sonido y el lenguaje, e incluye el hipocampo y la amigdala, que desempefian papeles en
la memoria y la emocidn, respectivamente; mientras que, el l6bulo parietal integra la
entrada de diferentes sentidos y es importante para la orientacion espacial y la

navegacion (Scarabino 2006).

Por su parte el tronco encefalico se conecta a la médula espinal y consiste en el bulbo
raquideo, la protuberancia y el mesencéfalo. Las funciones principales del tronco
encefalico incluyen: transmision de informacion entre el cerebro y el cuerpo;
suministrando algunos de los nervios craneales a la cara y la cabeza; y realizar
funciones criticas en el control del corazon, la respiracion y la conciencia (Stiles y
Jernigan 2010; Lewis 2016).



Entre el cerebro y el tronco encefalico se encuentran el talamo y el hipotalamo, donde el
talamo transmite sefiales sensoriales y motoras a la corteza y participa en la regulacién
de la conciencia, el suefio y el estado de alerta. Mientras que, el hipotalamo conecta el
sistema nervioso con el sistema endocrino, donde se producen las hormonas, a traves de
la glandula pituitaria. Asimismo, el cerebelo se encuentra debajo del cerebro y tiene
funciones importantes en el control motor, este desempefia un papel en la coordinacién
y el equilibrio, y también puede tener algunas funciones cognitivas (Vnek y Rothblat
1996; Lewis 2016).

2.3.1 El hipotalamo

El hipotdlamo es el centro nervioso que regula la actividad visceral y la actividad
endocrina, que se encuentra en la superficie ventral del cerebro y debajo del tdlamo. La
BHE del hipotdlamo puede detectar los cambios dindmicos en los eventos
neuroendocrinos y regularla permeabilidad a través de complejos de union. Por ello, las
lesiones en la BHE pueden afectar directamente la funcion normal del hipotdlamo (Da
Fonseca et al. 2014). El hipotalamo detecta la saciedad y controla la ingesta de
alimentos y por ende el equilibrio energético, ademas afecta indirectamente la funcién
cognitiva (Miller y Spencer 2014). Por otro lado, el ndcleo ventrolateral hipotalamico y
el area preodptica pueden producir anomalias conductuales y mentales (reduccién de la
accion, orientacién, obstaculos, mal humor, alucinaciones, etc.), que afectan

directamente la funcién cognitiva (Berkseth et al. 2013)

2.3.2 El hipocampo

El hipocampo es una parte importante del sistema limbico, se divide en dorsal (asociado
con el aprendizaje y la memoria) y ventral, involucrado en la regulacién de las
emociones y la respuesta al estrés (Miller y Spencer 2014). Por lo tanto, se considera
que el hipocampo tiene la relacion mas cercana con la disfuncion cognitiva. Diversos
estudios tambien han encontrado que la BHE del hipocampo es susceptible al dafio y
una dieta energéticamente puede conducir a la disfuncion del hipocampo (Tucsek et al.
2013).



2.4 TIPOS DE MEMORIA

Existen diversas clasificaciones en cuanto a la memoria, sin embargo, la mayoria de
autores coincide en un criterio basico de categorizacion, que establece una division en
tres tipos de memoria: de largo plazo, corto plazo y memoria de trabajo; este modelo de
memoria funciona como una secuencia de etapas, mas que como un proceso unitario lo
que lleva a un almacenamiento permanente de informacion en la memoria a largo plazo
(Atkinson y Shiffrin 1968; Baddeley y Warrington 1970; Aben et al. 2012).

2.4.1 Memoria de Corto Plazo

La memoria a corto plazo, se refiere a un sistema cognitivo que se utiliza para mantener
eventos sensoriales, movimientos e informacion cognitiva, como digitos, palabras,
nombres u otros elementos durante un breve periodo de tiempo (Mollet 2008). Presenta
tres aspectos claves, los cuales son: “Capacidad limitada” solo se pueden almacenar
aproximadamente siete elementos a la vez, “duracion limitada” el almacenamiento es
muy fragil y la informacion se puede perder con la distraccion o el paso del tiempo y “la
codificacion” principalmente acustica, incluso la traduccion de informacion visual en

sonidos (Jonides et al. 2008).

Investigadores como Atkinson y Shiffrin (1968) establecen que la informacion que
ingresa a la memoria de corto plazo proviene directamente de la memoria de largo plazo
y solo indirectamente del registro sensorial; en otras palabras, la colocacion de un
elemento en la memoria de corto plazo se da con la activacion de la memoria de largo
plazo (Estes y William 2014). Los hallazgos neurobiolégicos relacionan a la memoria
de largo plazo con la corteza prefrontal (CPF), en particular con la parte dorsolateral
(dICPF). Pacientes con lesiones aisladas en el dICPF muestran deterioro en las tareas
que requieren un mantenimiento activo de la informacion; asi también, estudios de
imagenes han relacionado el periodo de demora de las tareas de memoria con la
actividad en la CPF (Ranganath 2006).



2.4.2 Memoria de trabajo

La memoria de trabajo no es completamente distinta de la memoria a corto plazo. Es un
término que fue empleado para referirse a la memoria que se utiliza para planificar y
Ilevar a cabo el comportamiento. Generalmente se ve como la combinacion de multiples
componentes trabajando juntos. Algunos autores incluyen en ese paquete la gran
contribucion de la memoria a largo plazo, la cual reduciria la carga de memoria
operativa, al organizar y agrupar informacién al mismo tiempo que se realiza la
actividad (Miller 1956). Este tipo de memoria es importante, ya que se correlacionan
con las aptitudes intelectuales, especialmente la inteligencia fluida. Tanto el
almacenamiento como el procesamiento deben participar simultdneamente para evaluar
la capacidad de la memoria de trabajo de una manera relacionada con la aptitud
cognitiva (Aben et al. 2012).

2.4.3 Memoria de Largo plazo

La memoria a largo plazo es un vasto almacén de conocimiento y un registro de
eventos, tedricamente, la capacidad de la memoria a largo plazo podria ser ilimitada, la
principal limitacion para el recuerdo es la accesibilidad, en lugar de la disponibilidad.
La recoleccion de informacion a corto plazo se traduce en memoria a largo plazo en el
hipocampo, el cual toma recuerdos simultaneos de diferentes regiones sensoriales del
cerebro y los conecta en un sélo episodio de memoria. Es por ello, que el hipocampo es
necesario para codificar nueva informacion o para mantener la informacion adquirida
recientemente en la memoria hasta que el proceso de consolidacion haya finalizado
(McCarthy et al. 2001).

Sin embargo, a medida que avanza la consolidacion de la memoria, su contribucion
funcional disminuye y se generan interacciones con otras regiones cerebrales, a saber,
areas corticales que incluyen las cortezas frontales, cingulada anterior y temporal,
llegando estas a ser capaces de mediar la recuperacion de informacion previamente
aprendida. De acuerdo con este modelo, el proceso de consolidacién se lograria
mediante una interaccion transitoria entre el hipocampo y la neocorteza para establecer

representaciones permanentes de la memoria cortical (Teyler y DiScenna 1986).



2.5 EFECTOS DE LA OBESIDAD SOBRE LA DEFICIENCIA COGNITIVA

2.5.1 Efecto en humanos

Existen numerosos estudios que demuestran los diferentes efectos que traen consigo la
obesidad a la funcion cognitiva de los diversos pacientes analizados, estos estudios
utilizaron el indice de masa corporal (IMC) para determinar el grado de obesidad; Por
ejemplo Taki et al. (2008) demostraron un impacto negativo en el sistema nervioso
central a traves de imagenes de resonancia magnética a pacientes obesos. Por otro lado,
Beydoun et al. (2008) demostraron la existencia de una correlacion positiva entre el
IMC elevado y la demencia. Inclusive, Bhat et al. (2017) reportaron a través de su
investigacion que una intervencion dietética mejora el rendimiento cognitivo de sus
pacientes. Por otro lado, un meta-analisis de 41 estudios mostrd0 una asociacion
significativa entre el trastorno por déficit de atencién/hiperactividad y la obesidad
(Eskelinen et al. 2008). Finalmente, también se ha demostrado la presencia de trastornos
del estado de animo como ansiedad, depresion y miedo en personas obesas (O'Brien et
al. 2017).

2.5.2 Efectos en modelo de roedores

Para estudiar la obesidad y sus complicaciones en la salud, se han desarrollado varios
modelos y estos han establecido la base neurobioldgica de los cambios emocionales y
cognitivos relacionados con esta enfermedad (O'Brien et al. 2017). Los modelos de
animales obesos mas utilizados son los inducidos por la dieta, siendo la dieta alta en
grasas la mas utilizada, donde la etapa predominante del animal empleado para el inicio

de los ensayos fueron la infancia y adolescencia (Boitard et al. 2014).

De acuerdo con los hallazgos clinicos, se descubrié que la obesidad inducida por la
dieta en ratones estuvo asociada con multiples anormalidades cognitivas, incluyendo el
aprendizaje y el deterioro de la memoria, junto con ansiedad, depresion y otros
trastornos cognitivos (Sah et al. 2017). Algunos estudios sugieren que el deterioro
cognitivo causado por la dieta podria revertirse y rehabilitarse mediante intervenciones
dietéticas (Woodie y Blythe, 2017).
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2.6 EFECTO DE LA DIETA EN LA DEFICIENCIA COGNITIVA

Existen varios mecanismos por los cuales las dietas altas en azlucar o en grasas pueden

afectar las funciones cognitivas dependientes del hipocampo (Liu et al. 2019).

Uno de esos mecanismos es la neuroinflamacion, la cual puede iniciar con alteraciones
inducidas por la dieta acompafiadas por una mayor expresion de citocinas
proinflamatorias, como la interleucina-1p, el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y
proteinas como la proteina &cida fibrilar glial (GFAP), un marcador de activacién de las

células gliales (Liu et al. 2019).

Un segundo mecanismo son las reducciones en la neuroplasticidad (Morita —Takemura
y Wanaka et al. 2019), se ha observado que estos cambios son inducidos por
exposiciones alimentarias de corto plazo (Liu et al. 2019), detectandose que los factores
afectados han sido la expresion del ARNm vy la proteina sinapsina-1, asi como el ARNm
y la proteina del Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF) (Molteni et al.
2004).

Mecanismos adicionales incluyen sefializacion de insulina alterada dentro del
hipocampo (Spinelli et al. 2020), interrupciones en la BHE (Liu et al. 2019), y disbiosis
en la microbiota intestinal que surge de la reduccion de la diversidad bacteriana
(Beilharz et al. 2016).

2.6.1 La inflamacion sistémica en la obesidad y la alteracion de la permeabilidad
de la BHE

La obesidad se caracteriza por una inflamacion cronica de bajo grado, donde se sufre de
una infiltracién progresiva de las células inmunes en los tejidos adiposos (Xu et al.
2003). Los macrofagos juegan un papel clave en la inflamacion cronica, disfuncién
metabolica y resistencia sistémica a la insulina (Xu et al. 2003), ademas una exposicion
prolongada a una dieta alta en grasas, provoca mayores niveles de citocinas
proinflamatorias e inflamatorias, estos factores anormales causan una irrupcion en la
BHE (Tucsek et al. 2014). Existen diferentes factores inflamatorios que pueden

aumentar la permeabilidad de las células endoteliales provocando el aumento del
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diametro de los vasos sanguineos, aumentando la penetrabilidad de BHE y la disfuncién
del transporte (Figura 1) (Liu et al. 2019).

Neuro-inflammatory pathways *

cytokines(IL-1B, IL-6, TNF-a) * Neurogenesis +

es 1 Neuronal apoptosis *
Microglia cells 1 Synapse formation {
Reactive gliosis * Release of glutamate |

s The long-term potentiation ¢
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The blood brain barrier
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Diameter of blood vessels t
Inflammatory mediators 1
Permeability of the BBB 1

Figura 1: Efecto de la obesidad inducida por la dieta sobre el
sistema nervioso central

Fuente: Liu et al. (2019)

2.6.2 Inflamacion en el hipotalamo

Hace més de una década, los investigadores sugirieron una respuesta inflamatoria en el
hipotdlamo de animales obesos. En estudios recientes, la correlacion entre la
inflamacién hipotalamica y la obesidad inducida por una dieta alta en grasas se puede
observar a través de las imégenes por resonancia magnética (IRM) del cerebro en
modelos animales obesos y también en humanos (Kreutzer et al. 2017).
Histologicamente, la proliferacion de células gliales es una caracteristica de la
inflamacién hipotalamica (Miller y Spencer 2014), incluida la infiltracion de células de
microglia y la proliferacion de astrocitos, que es evidente por el aumento de la densidad
de las células gliales (Figura 1) (Miller y Spencer 2014).

La inflamacion del hipotalamo y la proliferacion de células gliales estan relacionadas
con la inflamacion sistétmica de bajo grado causada por la obesidad (Williams y
Elmquist 2012); asimismo la inflamacion del hipotdlamo estd mediada por la

interaccion entre las neuronas y las células no neuronales (microglia y astrocitos)
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(Berkseth et al. 2014). La via de sefalizacion implicada en la inflamacion hipotalamica,
incluye el receptor tipo toll, IkB quinasa-p / factor nuclear-xB, c-Jun quinasa N-terminal
(INK), supresor de la sefalizacién de citocinas 3 y pro-citocinas inflamatorias (TNF-a,
IL-1pB, IL-6 e IL-10) (Miller y Spencer 2014).

2.6.3 Inflamacion en el hipocampo

La influencia de la inflamacion en el hipocampo inducida por la obesidad es uno de los
temas de investigacion recientes en este campo. La inflamacién mediada por la obesidad
en el hipocampo se caracteriza por un aumento de los factores inflamatorios (IL-1p, IL-
6, TNF-a), que desencadena una serie de procesos inflamatorios (Li et al. 2018). El
factor inflamatorio IL-1p inhibe la mejora sinaptica dependiente o no dependiente de
aspartato, la potenciacion a largo plazo y la liberacion de glutamato en el hipocampo.
Los investigadores también encontraron que el TNF-a se sobreexpresa en el hipocampo
de los individuos obesos y altera la neurogénesis en adultos al inhibir la division celular
de los progenitores del hipocampo, lo que resulta en déficits de memoria y aprendizaje
(Boitard et al. 2014).

2.7 PRUEBA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETO NOVEDOSO

2.7.1 Descripcidn de la prueba de reconocimiento del objeto novedoso

En los humanos, a menudo se accede a la memoria a través del lenguaje hablado o
escrito, mientras que en los animales, se debe acceder a las funciones cognitivas a traves
de diferentes tipos de comportamientos en muchos modelos especificos y
experimentales de memoria y aprendizaje. La prueba de reconocimiento de objeto
novedoso (conocido por sus siglas en inglés como “NOR?”), evaltiala capacidad de los
roedores para reconocer un objeto nuevo en el medio ambiente a traves de diferencias
en el tiempo de exploracion entre el objeto nuevo y familiar. Su aplicacion permite
estudiar diversos areas de la cognicién, como la memoria y el aprendizaje, la
preferencia por la novedad, la influencia de diferentes regiones del cerebro en el proceso
de reconocimiento, e incluso el estudio de diferentes farmacos y sus efectos (Antuanes y
Biala 2011).
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La tarea NOR es muy util para estudiar la memoria a corto plazo, medio y largo plazo;
mediante la manipulacion del intervalo de retencion, es decir, la cantidad de tiempo que
los animales deben retener la memoria de los objetos de muestra presentados durante la
fase de familiarizacion. Ademas, los resultados del paradigma NOR estan influenciados
por las lesiones corticales y del hipocampo (Buckmaster et al. 2004). Es ampliamente
aceptado que tanto en el cerebro del mono como en la rata, la corteza perirrinal
desempefia un papel importante en la memoria de reconocimiento de objetos (Aggleton
et al. 1985), es decir, la capacidad de evaluar un elemento encontrado anteriormente
como familiar dependiendo de la integridad de l6bulo temporal medial (Hammond et al.
2004). Esta estructura cerebral juega un papel importante en la formacion de la memoria
de reconocimiento, y cuando existe algin dafio, el desempefio en las tareas de memoria
de reconocimiento se ve afectada (Albasser et al. 2009). Los estudios con primates y
roedores han demostrado que para la memoria de reconocimiento de objetos visuales,
las regiones parahipocampal del I6bulo temporal (es decir, las cortezas perirrinal,

entorrinal e inferior temporal) son muy importantes (Hammond et al. 2004).

2.7.2 Nociones basicas para realizar la prueba el ensayo NOR

En este tipo de prueba no hay refuerzos positivos o negativos, se evalla la preferencia
natural por los objetos nuevos que son mostrados a los roedores. El procedimiento de la
prueba consta de tres fases: habituacion, familiarizacion y fase de prueba.

En la fase de habituacion, a cada animal se le permite explorar libremente el campo
abierto en ausencia de objetos. Se retira el animal de la arena y se coloca en su jaula.
Durante la fase de familiarizacion, se coloca un solo animal en la arena de campo
abierto que contiene dos objetos de muestra idénticos (A + A), por unos pocos minutos.
Para evitar la coercion para explorar los objetos, se liberan roedores contra el centro de
la pared opuesta, de espaldas a los objetos. El contexto experimental no es
drasticamente diferente durante la fase de familiarizacion y prueba. Después de un
intervalo de retencion, durante la fase de prueba, el animal regresa al campo abierto con
dos objetos, uno es idéntico a la muestra y el otro es nuevo (A + B) (Ennaceur y
Delacour 1988; Hammond et al. 2004; Taglialatela et al. 2009; Broadbent et al. 2010)
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Durante la fase de familiarizacion y de prueba, los objetos se ubican en las esquinas
opuestas y simétricas de la arena y la ubicacion del objeto nuevo versus el familiar se
equilibra (Hammond et al. 2004). Las ratas normales pasan méas tiempo explorando el
nuevo objeto durante los primeros minutos de la fase de prueba, y cuando se observa
este sesgo, el animal puede recordar el objeto de la muestra. Sin embargo, si el animal
repite exposiciones breves al objeto de la muestra durante un periodo de unos pocos
dias, puede discriminar la muestra de un objeto nuevo después de retrasos de varias
semanas (Mumby et al. 2005) Los puntajes de preferencia de objetos nuevos mas
fuertes tienden a ocurrir temprano en la fase de prueba; mientras que el nuevo objeto
sigue siendo relativamente nuevo, ya que con el tiempo, el nuevo objeto se hizo familiar
(Broadbent et al. 2010). A pesar de que los animales pasaron mas tiempo explorando el
nuevo objeto, el rendimiento del reconocimiento varia de acuerdo con el retraso entre la
fase de familiarizacion y prueba, asi como el tiempo de exploracion de la muestra
durante la fase de familiarizacion (Ennaceur y Delacour 1988). El instrumento
empleado por Ennaceur y Delacour (1988) fue una caja abierta de madera de 65 x 45 x
65 cm.

Tipo de objetos: Los objetos que se han utilizado en la prueba NOR varian ampliamente
en formas, tamafios, texturas, materiales, colores y apariencia. Desde la familiarizacion
hasta la fase de prueba, las caracteristicas del objeto cambian cuando se presenta un
objeto nuevo que de alguna manera es diferente del familiar. Por ejemplo, en el estudio
de Nanfaro et al. (2010), durante la fase de familiarizacion, el animal contact6é con dos
piramides truncadas de color rosa (objeto familiar) mientras que en la fase de prueba
con un candelabro gris opaco (objeto nuevo y desconocido) y una piramide truncada de
color rosa. Por lo tanto, los objetos nuevos y familiares tenian diferentes colores, formas

y tamafios que permitieron reconocerlos como novedad.

Posicion del objeto: Los objetos generalmente se colocan en el extremo del aparato
experimental. Sin embargo, la distancia entre objetos u objetos y la esquina del aparato
es diferente dependiendo de las condiciones de trabajo experimentales. Es importante
intercambiar la posicion de los objetos (familiares y novedosos) para cada animal
experimental para evitar el uso de pistas espaciales confusas potenciales (Nanfaro et al.
2010). En la fase de prueba, el nuevo objeto debe colocarse en 50 por ciento de ensayos
en el lado derecho y 50 por ciento en el lado izquierdo del campo abierto (Goulart et al.
2010).
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Limpieza: Es importante tener en cuenta que después de cada sesion del NOR, la arena
y los objetos deben limpiarse para garantizar que el comportamiento de los animales no
se guie por sefiales de olor, donde la solucién de limpieza varia de acuerdo al
investigador. Algunos investigadores sugieren el uso de una solucién de etanol al 10 por
ciento, 70-75 por ciento o al 95 por ciento (Antuanes y Biala 2012), no obstante, debe
tenerse en cuenta que en el estudio de Ennaceur y Delacour (1988), durante todo el
experimento no se realizd ninguna limpieza de la arena para saturarla con estimulos

olfativos.

Condiciones de luz y sonido: La mayor parte de la prueba NOR se realiz6 en una
habitacion con aislamiento acustico y bajo ciertas condiciones de luz. Ennaceur y
Delacour (1988) usaron una habitacion con un ruido blanco de 70 dB por encima del
umbral humano. En la parte superior de la sala, se fij6 una bombilla que proporcionaba
una iluminacién constante de aproximadamente 40 lux a nivel del aparato de prueba.
Sin embargo, diferentes investigadores como Clarke et al. (2010), Nanfaro et al. (2010),

entre otros han modificado la intensidad de la luz.

Analisis de resultados e indices: Hay dos medidas de comportamiento de discriminacién
segun Ennaceur y Delacour (1988). La primera medida (d1) para la fase de habituacién
es la diferencia en el tiempo de exploracion para objetos nuevos versus familiares, es
decir, el tiempo de exploracion dedicado al objeto nuevo (TN) menos el tiempo
dedicado al objeto familiar (TF), d1= (TN-TF). La segunda medida, indice de
discriminacién (DI), permite la discriminacion entre los objetos nuevos y familiares, es
decir, utiliza la diferencia en el tiempo de exploracion para objetos familiares, pero
luego divide este valor por la cantidad total de exploracion de los objetos nuevos y
familiares [(d1= (TN- TF) /(TN + TF)]. Este resultado puede variar entre +1 y -1, donde
un puntaje positivo indica mas tiempo pasado con el objeto nuevo, un puntaje negativo
indica méas tiempo pasado con el objeto familiar y un puntaje cero indica una

preferencia nula.

2.7.3 Procesos neuronales y estructuras cerebrales involucradas en la prueba NOR

En el I6bulo temporal medial, existen un conjunto de estructuras, especialmente el

hipocampo y las areas corticales adyacentes que incluyen la corteza entorrinal, perirrinal
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y parahippocampal, estan involucradas en la funcion normal de la memoria (Baxter
2010). Durante la prueba NOR, la memoria se consolida y las caracteristicas espaciales
0 contextuales de los objetos podrian reubicarse en diferentes partes del cerebro
(Nanfaro et al. 2010).

El hipocampo y la corteza perirrinal juegan diferentes roles en esta prueba. La corteza
perirrinal codifica el reconocimiento de objetos rapidamente, sin embargo no es capaz
de retener la informacion codificada, mientras que el hipocampo esta involucrado en la
memorizacion de objetos al codificar informacion sobre la experiencia del objeto
(Hammond et al. 2004). EI hipocampo recibe entradas de la corteza perirrinal, que es el
sitio de varias entradas de informacion como estimulo visual, olfativo y somatosensorial
(Broadbent et al. 2010).

El hipocampo es importante para la memoria de reconocimiento de objetos, y si hay
lesiones en esta estructura, ocurrird un deterioro moderado y confiable de la memoria
anterograda (Broadbent et al. 2010). Aunque este no puede desempefiar un papel directo
en la discriminacion de las diferentes caracteristicas de cada objeto, es fundamental
como detector de novedades debido a su papel en la comparaciéon de la informacion
almacenada previamente con los nuevos aspectos entrantes de una situacion particular
(Clarke et al. 2010).

La corteza perirrinal desempefia un papel no critico en la codificacion de la informacion
que subyace al rendimiento preciso de discriminacion de objetos, pero cuando hay
lesiones en esta regién, su papel podria ser critico. En el estudio de Albasser et al.
(2009), los autores mostraron que el dafio en esta region del cerebro se correlaciond
significativamente con el reconocimiento de objetos, ya que un mayor dafio se asocio
con un peor reconocimiento. Es posible que las lesiones en la corteza perirrinal
contribuyan a algunos aspectos de la amnesia retrégrada después de grandes lesiones en

el 16bulo temporal (Mumby et al. 2005).

2.8 USO DE SUPLEMENTOS DIETETICOS SOBRE LA COGNICION

Los suplementos nutricionales han demostrado ser prometedores para mejorar la
funcion cognitiva y la salud mental (Parletta et al. 2013). Existen una gran cantidad de

informes que han demostrado que los nutraceuticos como los polifenoles, las vitaminas,
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los antioxidantes sintéticos y naturales, los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) (figura
2) tienen efectos beneficiosos sobre el deterioro del aprendizaje y la memoria en

modelos animales 0 humanos con déficits cognitivos y demencia (Poddar et al. 2019).

MUFA (oleic acid) /N neuronal survival

 energy metabolism

D neurotrophins Healthy

J oxidative damage/
cell death ( r

{4 neuroinflammation o P

/ neurotransmission | (‘,f

" N membrane fluidity ) (

/N cell membrane 5

integrity

Olive oil

Fresh fruit/veg

Polyphenols Brain

f\f‘x

Vitamins A, B, C, E

‘Vitamin’ D

Legumes, nuts,

seeds, cereals Omega-3 PUFA

/M glucose transport S 4
/N nutrient synthesis/

Moderate red

2 Minerals (e.g. iron,
wine intake

iodine, zinc)

Amino acids |

Figura 2: Descripcion general de los vinculos entre los alimentos y
una funcidn cerebral saludable a través de compuestos y/o
nutrientes vegetales

Fuente: Parletta et al. (2013)

Se ha demostrado que la ingesta dietética de nueces, que son fuentes ricas en acidos
linoléico (w-3) y a-linolénico (w-6), asi como flavonoides, previene el deterioro
cognitivo en ratas ancianas en estudios experimentales o sujetos humanos de edad
avanzada de un estudio intervencionista (Willis et al. 2008; Carey et al. 2012; Rajaram
etal. 2017).

2.8.1 Té (Camelia sinensis)

La planta del t¢ (Camelia sinensis) se considera como una de las 3 bebidas mas
importantes del mundo, junto con el café y el cacao. Segun los registros histéricos, la
China ha cultivado y utilizado arboles de té durante mas de 3.000 afios (Yan et al.
2020). En general, el té se puede dividir en 3 tipos en funcion del nivel de fermentacion:
té verde, té oolong y té negro (Chan et al. 2011).

En Pert la industria del té se remonta a 1895 cuando el Dr. Benjamin De La Torre,
senador de Cusco, propuso plantaciones de té como una alternativa econémica ante la
disminucion de los precios del café, la chinchona, la coca y los cultivos de cafia,
dandose lugar a la primera cosecha de té en 1915 en la hacienda Huyro en Cusco. Sin

embargo, existieron en Perd muchas altas y bajas en la produccion de este recurso.
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Posteriormente, a inicios del afio 2020 la empresa RUNAQ cuya produccion proviene
del valle de La Concepcion en Cusco, logra obtener la primera certificacion organica de

té verde en nuestro pais.

La produccion de té verde se logra a través de la exposicion de las hojas a temperaturas
de 70°C durante unos minutos, para desactivar la actividad de la enzima polifenol
oxidasa contenida en las hojas, con el fin de no perder los polifenoles de esta (Anandh y
Liu 2008).

Segun la investigacion de mercado, el consumo de té en nuestro pais asciende a 35.8
tazas por cada habitante; dicha cifra ubica a Perd en la quinta posicion de mayor
consumo de té en Latinoamérica, detrds de Chile (427.7 tazas por persona al afio),
Argentina (94.8 tazas), Uruguay (80.3 tazas) y Bolivia (75.2 tazas).

Polifenoles del té

Los compuestos polifendlicos contenidos en el té verde incluyen principalmente
flavonoides, flavanoles, acidos fendlicos y similares. Siendo las catequinas, los
flavonoides de mayor interés que poseen una estructura basica de o-fenil-benzopirano
que conforman aproximadamente entre el 18 - 36 por ciento del peso seco de las hojas
de té (Khan y Mukhtar 2007).

Las catequinas del té verde se pueden dividir en 4 tipos: epigalocatequina-3-galato
(EGCG), epicatequina-3-galato (ECG), epigalocatequina (EGC) y epicatequina (EC)
(Yan et al. 2020). Las catequinas y las teaflavinas del té tienen valores de E °’ (potencial
estandar de reduccion de un electrén) comparables a los del a-tocoferol (vitamina E),
pero mas altos que los del ascorbato (vitamina C), que es un donante de hidrégeno
superior (antioxidante) a los polifenoles del té. Una E °’ mas baja indica que se requiere
menos energia para la donacion de hidrogeno o electrones y es un factor para determinar
la actividad antioxidante (Frei & Higdon 2003). En la figura 3, se muestran los grupos
funcionales mas importantes de las catequinas que proveen a la molécula actividad

antioxidante.
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Fuente: Yan et al. (2020)

A nivel celular: EGCG parece ser la sustancia més biolégicamente activa en los
polifenoles (Lorenz 2013) y es importante destacar que varios de estos pueden atravesar
la BHE (Halliwell et al. 2006). Estos efectos se relacionan con la neuroproteccion,
donde parece que la evidencia mas fuerte sugiere que las principales propiedades
beneficiosas de EGCG se deben a sus capacidades antioxidantes, antiinflamatorias y
quelantes de metales (Joseph et al. 2013).

2.8.2 Acidos grasos poliinsaturados omega-3

Los &cidos grasos son los compuestos organicos que estan en alta proporcién en el
cerebro. Se clasifican en ocho categorias acidos grasos, glicerolipidos,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos, sacarolipidos, policétidos, isoprenoles y esteroles.
(Fahy et al. 2008). La composicion altamente diversa de los lipidos en el cerebro esta
asociada con la evolucidn de capacidades cognitivas superiores en primates (Bozek et
al. 2015).

Los acidos grasos (AG) se dividen en dos grandes grupos segun sus caracteristicas
estructurales (figura 4): acidos grasos saturados (AGS) y éacidos grasos insaturados
(AGI). Estos ultimos, dependiendo del grado de insaturacion que poseen, se pueden
clasificar como acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y AGPI (Fahy et al. 2008)

Dependiendo de la posicion del doble enlace, contabilizando desde el carbono extremo
al grupo funcional carboxilico, los AGMI y los AGPI pueden clasificarse en tres series
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principales: acidos grasos omega-9 (primer doble enlace en el carbono 9), acidos grasos
omega-6 (primer doble enlace en el carbono 6) y acidos grasos omega-3 (primer doble
enlace en el carbono 3), estos dos ultimos son esenciales, ya que nuestro cuerpo no lo

puede sintetizar.

ACIDOS GRASOS
AG SATURADOS AG INSATURADOS
AG MONOINSATURADOS AG POLIINSATURADOS
Acido linoleico C18:2 -6: poliinsaturado omega-6
OMEGA-6 OMEGA-3
linoleico C18:2 alfalinolénico C18:3
gammalinolénico C18:3 EPA C20:5
araquidonico C20:4 DHA C22:6
Acido linoleico C18:3 o-3: polii ado omega-3

Figura 4: Clasificacion de los acidos grasos saturados e
insaturados

Fuente: Fahy et al. (2008)

La funcion cerebral depende criticamente de una ingesta adecuada de AGPI, ya que
estos componentes estructurales clave del cerebro y del sistema nervioso central y
pueden ayudar a mantener la integridad de la membrana y funcion neuronal. (Sinclair
et al. 2007). Los AGPI que estan presentes en el cuerpo humano se pueden clasificar
en dos grupos, los omega-3 y omega-6, que derivan de dos &cidos grasos esenciales,
el acido a-linolénico (ALA, 18: 3 ®-3) y acido linoleico (LA, 18: 2 ® -6), este
altimo promueve la actividad proinflamatoria en el cuerpo y se estima que la dieta
occidental actual provee una ingesta desequilibrada de 15-20:1 con respecto al
omega 3, demostrandose efectos perjudiciales importantes (Simopoulos et al. 2002).
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Efectos de los acidos grasos omega 3 en la funcion cerebral

Los AGPI estan involucrados en el mantenimiento de la estructura y funcion normal
de la membrana, y juegan papeles criticos en el desarrollo del cerebro y la
neurotransmision. Estos estan involucrados en la funcion cerebral a través de
diversos mecanismos, incluida la activacion de receptores y vias de sefializacion
celular, asi como la modulacion del sistema endocannabinoide (Bazinet y Layé
2014). Ademas, el acido araquiddnico (AA), acido docosahexaenoico (DHA) y sus
metabolitos actian como segundos mensajeros intracelulares y modulan varios
procesos cerebrales como la transcripcion génica, la neurotransmision y la
neuroinflamacion. En los roedores, el DHA puede afectar la plasticidad cerebral y la
cognicion al aumentar los niveles del hipocampo del factor neurotréfico derivado del
cerebro y a través de efectos metabolicos como la estimulacion de la utilizacion de
glucosa y la funcion mitocondrial, asi como la reduccion del estrés oxidativo (Flachs
et al. 2005) Ademas, las dietas ricas en AGPI omega-3 pueden ayudar a regular los
genes que participan en el mantenimiento de la funcién sinéptica y la plasticidad en

los roedores y mejorar el funcionamiento cognitivo en los humanos (Wu et al. 2004).

Parletta et al. (2013) han identificado seis mecanismos claves en los que intervienen
los omega 3 en la salud cerebral (Figura 5), Ademas sostienen que: los AGPI de
cadena larga (sobretodo DHA y AA) tienen efecto en el crecimiento de las neuritas
(d2; Parletta et al. 2013), fluidez de membrana (d3; Nealon et al. 2008) la
neurotransmicion (d4; Brena 2002), eicosanoides y BHE (d5; Calder 2007),
supervivencia neuronal (d6; Parletta et al. 2013) y la neurodegeneracion (d7;
Ledesma et al. 2012).
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Figura 5: Mecanismos claves en la salud cerebral asociados a la
neurona, células gliales, el suministro de sangre y la BHE

Fuente: Ledesma et al. (2012)
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11. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El experimento con animales se realiz6 en el Bioterio perteneciente al Departamento
de Nutricion de la Facultad de Zootecnia y, los analisis inmunoldgicos y bioquimicos
se realizaron en el Laboratorio de Micologia y Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2 MATERIALES

3.2.1 Material de acero

= Jaulas individuales (24 cmx20 cmx19cm)
= Racks para colocar las jaulas

= Kit de diseccion

= Jeringa N°18

3.2.2 Material de plastico

= Jarrasde 500 mly 1L
= Balde de plastico
= Vasos de 100 ml y 200 ml

= Jeringade 1 ml

3.2.3 Otros materiales

» Puntas de micropipetas de 20-200 ul, 100-1000 pl



= Tubos Corning de 50 ml
= Micropipetas de 20-200 ul, 100-1000 ul
= Microtubos de 2 ml

= Gorro

= Gradilla

= Algodon

= Guantes de latex

= Bolsas de plastico

= Papel periddico

= Comederos de vidrio

= Bebederos de vidrio

= Tapones de caucho

= Papel filtro

» Lejia

3.2.4 Equipos

Centrifuga marca Kert Lab modelo 0412-1

= Test NOR

= Lector de microplacas marca EPOCH 2

» Refrigeradora marca LG

= Sistema de monitoreo de colesterol marca MISSION® CHOLESTEROL
MONITORING SISTEM

= Sistema de monitoreo de la glucosa marca ON CALL® ADVANCED
BLOOD GLUCOSE MONITORING SISTEM

= Balanza electronica de dos decimales modelo 2204

= Batidora semi industrial 5kg de capacidad marca Henkel, Modelo QJB15F

3.2.5 Material Bioldgico

25 ratas macho adultos sanos de la raza Holtzman provenientes del Bioterio, con un

peso aproximado de 250 +10 g. Los animales fueron sometidos a un periodo de

25



adaptacion de 7 dias en condiciones ambientales estandar, temperatura controlada (22 +

2 °C) y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h.

3.2.6 Suplementos

= Hojas de té verde obtenidas del Valle de la Convencién Cuzco.
= Capsulas de Omega 3 de la marca MAXXOMEGA 3 (Anexo 1).

3.3 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

El presente experimento fue dividido en 2 fases: de induccion de obesidad mediante una
dieta alta en grasa y la fase evaluacidn de suplementos donde se provee los suplementos

de omega 3y té verde.

3.3.1 Fase I: Induccién a la Obesidad

En esta fase, todos los animales de experimentacion recibieron la misma cantidad de
alimento y agua ad libitum durante 60 dias, siendo alimentados exclusivamente con una
dieta obesogénica (DO) (Cuadro 1) que consistié en 83.4% de alimento estandar para
ratas del Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos de la UNALM vy
16.6% de Manteca Vegetal Tropical. Al finalizar este periodo de induccion todos los
animales fueron evaluados mediante somatometria para determinar si cumplian los
lineamientos del indice de Lee para ser considerados animales obesos (Novelli et al.

2007), correspondiente a la relacion entre el peso corporal y longitud naso-anal.
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Cuadro 1. Composicién nutricional y contribucion caldrica de las dietas suministradas a los animales de experimentacion

Composicion de la dieta (Porcentaje) Dieta Estandar (DE) Dieta Obesogénica (DO)
Proporcion  Contribucion  Proporcion Contribucion
caldrica caldrica

Proteina total 18.28 22.55 15.53 18.37
Extracto Etéreo 2.89 3.56 18.53 21.92
Extracto Libre de Nitrogeno 59.90 73.89 50.47 59.71
Fibra Cruda 2.22 1.70

Cenizas 4.78 4.03

Humedad 11.93 9.74

Energia Metabolizable (Kcal/g) 3.39 4.31

Fuente: Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos-UNALM
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3.3.2 Fase 11: Evaluacion de Suplementos

Los animales obesos fueron distribuidos aleatoriamente a uno de los cinco
tratamientos. La administracion oral de los suplementos, té verde y omega 3, que
recibieron los animales fue de manera voluntaria, con el fin de evitar lesiones
esofagicas, asi como malestar asociado a la inmovilizacion en relacion con el

procedimiento de alimentacion por sonda (Atcha et al. 2010).

Los tratamientos planteados en esta investigacion corresponden a:

Tratamiento 1™); Dieta Estandar (DE)

Tratamiento 11*);  Dieta Obesogénica (DO)

Tratamiento [11**);  Dieta Obesogénica + Extracto acuoso de Té verde (450 mg/
kg peso) (DO + 1)

Tratamiento IV®**):  Dieta Obesogénica + Omega 3 (400 mg/kg peso) (DO + ®3)

Tratamiento V**):  Dieta Obesogénica + Extracto acuoso de Té verde (450 mg/

kg peso) y omega 3 (400 mg/kg peso) (DO + T + »3)

@)os animales no recibieron extracto de té verde ni omega 3, a cambio se les
administro agua destilada a través de la jeringa.

(*) Se determiné el peso promedio de todos los animales al término de la fase de
induccion. La dosis aplicada fue tomada en base a los estudios realizados en modelos
de ratas obesas, que utilizaron dosis de 450 mg/kg/ml/dia para el té verde (Schimidt et
al. 2021) y 400 mg/dia en el caso del omega 3 (Brainard et al. 2020).

a. Preparacion de suplementos

a.1l. Extracto de hojas de té verde

El suplemento fue elaborado el mismo dia de su administraciéon y se realizd de la
siguiente manera:

- Se peso 4 gramos de hojas de té verde y se diluyd en 20 mL de agua hervida a

70°C durante 3 minutos. Luego se filtro el té y se procedio a afiadir sacarosa

al 10 por ciento.
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- La solucidn final se dosificé de acuerdo al peso del animal para que cada uno
de estos reciba 450 mg/kg de peso
- Finalmente, el té verde se succiond con la jeringa de 1ml de capacidad de

acuerdo a la dosis requerida (Figura 6a)
a.2. Omega 3

El suplemento omega 3 empleado fue de la marca MAXXOMEGA 3, en
presentacion de cépsulas blandas de 1000 mg, cada una de estas contiene 200 mg
DHA y 300 mg EPA. El procedimiento se logré a través de la succién del omega 3

con una aguja N°18 (Figura 6b).

Figura 6: Jeringas con los suplementos suministrados. (a)

Jeringa con té verde y (b) Jeringa con omega 3

b. Protocolo de administracion de suplementos

b.1. Extracto de hojas de té verde

El protocolo de suministracion oral voluntaria del té verde se realiz6 empleando una
jeringa, dicha técnica de dosificacion involucré inicialmente un periodo de
entrenamiento de 3 dias, durante el cual las ratas aprendieron a beber una solucion
vehiculo (sacarosa al 10 por ciento) de una jeringa desde el borde de la jaula (Figura

7); al cuarto dia las ratas se acercaban voluntariamente al borde de sus jaulas con el
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fin de recibir sus respectivos tratamientos. El tiempo de suministracion del

suplemento fue de 30 dias.

Figura 7: Administracion oral voluntaria del suplemento té

verde en ratas obesas inducidas mediante dietas altas en grasa

b.2. Omega 3

El aceite de omega 3 contenido en la jeringa fue afiadido a la racién de alimento de
forma diaria alimento. Las dosis suministradas a las ratas fue de 400 mg/kg peso, cada
dosis de esta contenia 80 mg DHA y 120 mg EPA, siendo el tiempo de suministracion
del suplemento de 30 dias. Para ello, se requirié un periodo de acostumbramiento del

consumo del alimento mezclado con el aceite de omega 3 por tres dias.

30



3.3.3. Analisis quimicos del té verde

a. Estimacion del contenido fendlico total

El contenido fendlico en el extracto acuoso de las hojas de té verde se estimo
utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu. La reaccion constd de 1 ml del reactivo Folin al
10%, 2 ml de Na,COg (7,5 por ciento) y 0.5 ml de muestra, se incubo en oscuridad por
90 minutos. Se empled una curva estandar de acido galico (Anexo 2) elaborada a
partir de una solucion stock de 1 mg/ml. La absorbancia de la mezcla final se
cuantificé a 765 nm. El valor obtenido en la investigacion para polifenoles totales de
las hojas de té verde fue de 38.9 mg/g de &cido gélico, equivalente a un 4 por ciento
del peso total de la hoja (Cuadro 2). Con el contenido de polifenoles totales obtenidos
de la dosis de ingesta diaria, los animales experimentales que fueron suministradas
con las dietas DO + T y DO+T+ 3, recibieron un equivalente diario de 17.5 mg
EAG/kg de peso.

En este estudio, se encontrd que las muestras de té verde contenian un mayor
contenido fendlico en comparacion al reportado por Rodrigo (2019), quien obtuvo
964 umol EAG/g; superando la muestra en 6 veces su concentracion. Sin embargo,
Cantuta (2020) obtuvo dos veces mayor concentracion de estos metabolitos (72.84 mg
Egq AG/g) en hojas de té verde de la misma region del Pert que se empled en esta

investigacion.

Cuadro 2. Contenido fenélico total del extracto acuoso de té verde
procedente de la Convencion, Cusco

Contenido de fenoles totales - .
Expresado en Acido Galico

Expresado en mg/ml 7.8
Expresado en mg EAG /g 38.9
Expresado en umol EAG/g 6617.7

Composicion fendlica en la muestra

total de té verde (porcentaje) 4.0v:
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b. Ensayo antioxidante in vitro mediante ABTS"

La actividad de eliminacion de radicales ABTS" del té verde se estimé utilizando un
método previamente informado por Liu et al. (2016) y empleando un microensayo de
Tomasina et al. (2012). Se afiadié volumenes iguales de 2,6 mmol/L de solucién de
persulfato de potasio y 7,4 mmol/L de solucion ABTS" a un matraz, y la mezcla
resultante se mantuvo en la oscuridad durante 24 h temperatura ambiente. La solucion
ABTS" se diluy6 con agua desionizada a una absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734 nm. Se
realizd una curva estandar con Trolox 2 mM (Anexo 3). Cada solucion de muestra de
0.01 ml const6 de diferentes concentraciones (0.0-0.5 mg/ml) y se le agregd 0.190 ml
de solucién ABTS". La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 30
minutos y la absorbancia se midié a 734 nm. La actividad antioxidante resulté en
17.35 TEAC mg/g de té verde (Cuadro 3). La dosis diaria que recibieron los animales
experimentales que fueron suministradas con las dietas DO + y DO+T+0-3 tuvieron
un equivalente diario de 7.8 TEAC mg/kg de peso.

Ademas, la actividad antioxidante ABTS® del té verde fueron superiores a lo
reportado por Rodrigo (2019) resultando 1.3 veces mayor (13.40 TEAC mg/g). Es
importante sefialar que, las muestras trabajadas fueron extraidas del mismo Valle de
La Concepcion de la region de Cuzco del Peru; sin embargo, factores como la
estacion, el clima y la edad de las hojas pueden influir en la composicion quimica de
los tés (Graham 1992).

Cuadro 3. Ensayo antioxidante in vitro: actividad de eliminacion de radicales

ABTS"
Actividad Actividad antioxidante
antioxidante del té verde
(mg/ml) (TEAC mg/g)
Expresado en 347 1735

equivalentes Trolox
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3.3.4. Analisis bioldgicos de ratas obesas suplementadas con té verde y omega 3
a. Analisis bioquimico
a.l. Perfil Lipidico

Luego de 12 semanas de experimentacion, los animales fueron sometidos a ayuno
durante 12-14 h, y sedadas para extraer sangre mediante puncién cardiaca (apartado
3.3.8) y asi determinar los niveles séricos de TG y HDL-C empleando el kit comercial
Test Devices 3-1 Lipid Panel y el equipo Mission® Cholesterol Monitoring
System,los cuales se basan en el método de reflectometria. Asimismo, se considero
los siguientes valores referenciales normales para ratas machos de 20 semanas de edad
(Ihedioha et al. 2011):

HDL: 56.91 +2.93mg/dL (39.02-72.20 mg/dL)

Triglicéridos: 60.43 +4.53mg/dL (32.94-70.79 mg/dL)

a.2. Prueba de glucosa en sangre

Los niveles de glucosa en sangre de todas las ratas se evaluaron al finalizar la
suministracion de los tratamientos; para ello, los animales fueron sometidos a ayuno
durante 12-14 h antes de la prueba de glucosa en sangre. El nivel de glucosa se evalud
empleando un glucémetro marca On Call® Advanced Blood Glucose Monitoring
System, mediante el uso de tiras reactivas descartables y extrayendo la sangre con una
punzada en la cola. Los resultados obtenidos fueron comparados con los valores
referenciales normales para ratas machos de 15 - 22 semanas de edad (Goiii et al.
2011):

Glucosa: 48.4 — 91.2mg/dL
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3.3.5. Indice de Lee

indice que se valorizo al finalizar ambas fases, la induccion de obesidad y el periodo
de suministracion de los tratamientos. Se midio la longitud del animal y se control¢ el
peso, segun indica el método del indice de Lee (Novelli et al. 2007), el cual es un
parametro somatometrico predictor de obesidad. Ademas, se ha establecido que este
indice de obesidad es el mejor predictor de grasa intra-abdominal en ratas y, por lo
tanto, de obesidad central, incluso se ha demostrado que se correlaciona con la masa

grasa. La formula correspondiente para su determinacion es:

3y/peso corporal (g) %1000

longitud nasal —anal (cm)

Indice de Lee; =

Donde, un valor mayor a 300 considera una rata con obesidad y un valor menor o

igual a 300 considera una rata de peso normal.

3.3.6. Analisis Inmunoldgico de la citocina proinflamatoria Factor de Necrosis
Tumoral alpha (TNF-a)

La sangre extraida, segun el apartado 3.3.8, fue empleada para determinar los niveles
séricos de TNF-a. La sangre extraida y recolectada en tubos con EDTA se colocaron
en una centrifuga a 4000 rpm por 10 minutos con el fin de separar el suero de los
glébulos rojos. Para la determinacion de este marcador se requirié 100 uL de este
suero, empledndose un kit comercial inmunoldgico de ELISA de TNF-a (Abcam,
Cambridge, MA, EE. UU). EIl andlisis se realizo al finalizar las pruebas de memoria
(Sah et al. 2017).

3.3.7. Pruebas Comportamentales

Antes de realizar las pruebas de comportamiento se requirid acostumbrar a los
animales al aparato “NOR”, dicho aparato consiste en una caja de madera abierta de
medidas 65 x 45 x 45 cm (Figura 8). Cada uno de los animales experimentales fue
introducido a la caja vacia por minutos durante 5 dias seguidos previos a las pruebas

de campo abierto y de memoria de corto y largo plazo.
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Figura 8: Caja “NOR” para la Prueba de Reconocimiento de Objeto

Novedoso. (a) Vista frontal de la caja. (b) Vista interior de la caja

a. Prueba de campo abierto

En la base de la caja NOR se coloco una cartulina blanca dividida por cuadriculas
formando 30 cuadrados (Figura 9). Posterior al acostumbramiento antes mencionado,
se inicid la prueba que consistio en un dia donde se procedia a retirar el animal de su
jaula y se colocaba en el centro de la caja; donde se cronometr6 el tiempo que el
animal paso en el centro de la caja, el tiempo que demoro en dejar el centro de la caja
y finalmente el nimero de lineas cruzadas durante los tres minutos que dur6 la prueba.

Las variables analizadas fueron las siguientes:

- Actividad Locomotora: NUumero de lineas cruzadas durante tres minutos.
- Inmovilizacion o congelamiento: Tiempo que el animal pasa en el centro de la
caja.

- Latencia: Tiempo que el animal demoro en dejar el centro de la caja.
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Figura 9: Prueba de campo abierto

b. Prueba de reconocimiento de objeto Novedoso

Esta prueba fue realizada siguiendo lo establecido originalmente por los
investigadores Ennaceur y Delacour (1988). Los objetos por discriminar fueron
idénticos elaborados a base plastico (Figura 10 a), fueron adheridos a la base con
silicona; de tal manera que, no podian ser desplazados por las ratas. Los ensayos se
llevaron a cabo en una sala del bioterio que no tuviese ruido, libre de estimulos
externos y a luz constante. Segin estos investigadores, el comportamiento
exploratorio se da cuando el animal dirige la nariz a una distancia < 2 cm del objeto

y/o lo toca con la nariz.

Las pruebas se llevaron a cabo de la siguiente manera:
b.1.Prueba de memoria de corto plazo
e Dentro de la caja se colocaron dos objetos idénticos (Al y A2) en esquinas
opuestas (Figura 10 b).
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e Se introduce el animal en la caja de espalda a los objetos y se deja al animal
explorar los mismos, se cronometra el tiempo que pasa en cada uno de estos
objetos durante tres minutos.

e Finalizado el tiempo de exploracion se retira la rata y se coloca en su jaula
durante cinco minutos.

e Durante el tiempo que la rata se encuentra en la jaula se procede a cambiar uno
de los objetos dejando uno familiar (Al y B) (Figura 10 c) y se limpia la caja
con etanol al 70 por ciento.

e Pasado los cinco minutos, se retira al animal de su jaula y se coloca dentro de la
caja nuevamente para que explore el nuevo objeto y el objeto familiar,
cronometrandose el tiempo que pasa en cada uno de estos.

e La prueba finaliza luego de los tres minutos de exploracion.

b.2. Prueba de memoria de largo plazo

e Dentro de la caja se colocé un nuevo objeto y se mantuvo uno familiar (Al y C)
(Figura 10 d).

e Luego de transcurridas las 48 horas del test de reconocimiento de los objetos
idénticos (Al y A2) se procede a introducir al animal en la caja, de espaldas a
los objetos, por 3 minutos.

e Se cuantifico el tiempo que el animal paso explorando el objeto familiar y el
objeto novedoso (Al y C).

e Terminado el tiempo de exploracion se retird al animal y se colocd dentro de su
jaula.

e Finalmente, se limpio la caja con etanol al 70 por ciento para el siguiente

ensayo.
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Figura 10: Distribucién de los objetos de exploracion dentro de
la arena “NOR?”. (a) objetos de reconocimiento. (b) Posicion de
los objetos familiares. (c) Posicion del objeto novedoso y familiar
en el test de memoria de corto plazo. (d) Posicién del objeto

novedoso y familiar en el test de memoria de largo plazo

Se utilizaron los siguientes criterios para analizar el efecto de los suplementos en la
memoria de corto y largo plazo, mediante el empleo de las siguientes variables para el
andlisis de datos:

1. Tiempo de exploracion total del objeto nuevo (b) y el objeto familiar (a)
e2=(a + b)
2. Indice de habituacion o de discriminacion absoluto (d1): Determina el nivel general
de exploracién. Se calcula como el tiempo de exploracion del objeto nuevo menos
el tiempo de exploracion del objeto familiar. Este es una medida de conducta

discriminatoria segun Ennaceur y Delacour (1988):
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dl=(b—a)

3. Indice de discriminacion relativo (d2): Tiempo de exploracion del objeto nuevo
menos el tiempo dedicado a explorar el objeto familiar dividido por el tiempo total
de exploracion. Este resultado puede variar entre +1 y —1, donde una puntuacion
positiva indica mas tiempo pasado con el objeto nuevo, una puntuacién negativa
indica més tiempo pasado con el objeto familiar y una puntuacion cero indica una

preferencia nula (Aggleton et al. 2010):

g7 = dl
N (e2

4. Indice de preferencia (d3): Tiempo dedicado a explorar el objeto nuevo dividido
por el tiempo total. Se multiplica por 100 y se utiliza como valor porcentual. Esta
es una proporcion de la cantidad de tiempo dedicado a explorar cualquiera de los
dos objetos en la fase de prueba (a o b). Por lo tanto, este indice se interpreta de la
siguiente manera: por encima del 50 por ciento indica preferencia por el objeto
nuevo, por debajo del 50 por ciento indica preferencia por el objeto familiar
(Hammond et al.. 2004):

b
d3 = (;)x100

Para evaluar la memoria de largo plazo la variable b se cambid por la variable “c”, ya
que esta representa el tiempo que el animal explora el nuevo objeto como lo hace con

el objeto “b” en el test de memoria de corto plazo.

3.3.8. Bienestar animal

Todos los animales utilizados en la investigacion fueron anestesiados por un médico
veterinario utilizando ketamina y xilazina (ip. 75 mg/kg y 10 mg/kg,
respectivamente); Ya inmovilizados y no sintiendo ningun tipo de dolor, se procedi6 a
realizar una puncion directa al corazén con una jeringa para extraer cinco ml de

sangre. Es necesario sefialar que, todos los animales fueron tratados y mantenidos en
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condiciones adecuadas garantizando su bienestar durante el desarrollo del

experimento.

3.3.9Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos en la segunda fase, de la aplicacion de los tratamientos, se
realiz6 bajo un Disefio Completamente al Azar, con un total de tres tratamientos y
cinco repeticiones, para la comparacion de medias se utiliz6 la prueba de Tukey
mediante el programa estadistico MINITAB version 17. El nivel de significancia para

las diferencias entre tratamientos fue de 0.05 en todos los casos.

Asimismo, para analizar la influencia de todas las variables trabajadas en la segunda
fase de suplementacion de tratamientos, los datos fueron analizados utilizando la
prueba de correlacion de Pearson de dos colas y obteniendo un mapa de calor de la
correlacion de las variables, empleando el programa GraphPad Prism 9.

El Modelo Aditivo Lineal de los datos de la segunda fase fue el siguiente:

Yij=ptttej

Y ij = La j- ésima observacion del i- ésimo tratamiento.
M= Media poblacional a partir de los datos del experimento.
Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento a estimar a partir de los datos del experimento

¢ jj = Efecto aleatorio de la variacion
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PARTE I: INDUCCION A LA OBESIDAD

4.1.1 Variacion del peso corporal

Se emplearon 25 ratas machos de la cepa Holtzman, los cuales tuvieron un peso
corporal promedio de 251.92 + 9.39, los animales fueron distribuidos al azar en cinco
tratamientos donde 5 de estos recibieron la dieta estdndar y 20 recibieron una dieta
alta en grasas (DO); durante 8 semanas que duro la fase de induccion a obesidad; v al
finalizar el periodo 20 animales lograron la condicion obesogénica ((389.6 +17.37 @),
existiendo diferencias significativas (Anexo 4) al ser comparadas a aquellas que
recibieron la dieta estdndar (DE, 313.5 = 1.14 g). La ganancia de peso fue
significativamente superior (Anexo 5) en el grupo DO que DE, 137.2 +11.25 gy
66.33 +7.4 g, respectivamente; finalmente se, se registro la longitud naso-anal de los
animales para determinar el indice de Lee, obteniendo diferencias significativas

(Anexo 3) a favor del grupo alimentado con DO (Cuadro 4).

Estos resultados de ganancia de peso mediante una dieta alta en grasa son similares a
los reportados por El-Shehawi et al. (2021), los cuales emplearon una dieta alta en
grasa (15 por ciento) y normal (4.9 por ciento), obteniendo un aumentos significativo
en la ganancia de peso de las ratas que recibieron la dieta obesogénica respecto al
grupo control, 390 g y 330 g respectivamente durante un periodo de induccion de
ocho semanas. Del mismo modo, en el estudio de Esmail et al. (2021), los animales
fueron inducidos a obesidad durante 6 semanas mediante una dieta alta en grasa (10
por ciento de su composicion), logrando estos investigadores un aumento de peso
significativo con respecto a la ratas con dieta estandar, siendo estos valores 250 g y
200 g, respectivamente.



El indice de Lee al ser un predictor de obesidad, viene siendo empleado en diversos
estudios como el de Caroline et al. (2021), quienes demostraron el efecto obesogénico
que tiene el consumo de una dieta alta en grasa (25 por ciento de su composicion)
durante cuatro semanas y obtuvieron un indice mayor de 310 significativamente
superior al grupo control (dieta estandar 5 por ciento grasa) con un indice menor a
300. En la etapa de induccién a la obesidad se obtuvo un indice de 332.04 + 6.08 del
grupo que recibieron DO (18.53 por ciento de su composicion) siendo
significativamente superior (Cuadro 4, Anexo 3) al grupo DE (2.89 por ciento de su
composicidn, 284.92 + 8.83), demostrandose de esta manera el estado obesogénico de

las ratas alimentadas con DO.

Cuadro 4. Periodo de induccidén a la obesidad de ratas Holtzman mediante
una dieta alta en grasa.

Variable Control no Animale;s inducidos a
obeso (DE) obesidad (DO)
Peso Final (g) 313.5°+ 1.14 389.6%+ 17.37
Ganancia de peso (g) 66.33"+ 7.4 137.2%+ 11.25
Longitud Naso-Anal (cm) 21°+0.58 22.05%+ 0.85
indice de Lee 284.92°+ 8.83 332.04%+ 6.08

Se aplicé la prueba de T-student.
ab- | etras distintas como superindices dentro de una misma fila indican diferencias
significativas (P<0.05). Los valores que se muestran representan el promedio + SD.

4.2 FASE Il: EVALUACION DE SUPLEMENTOS

4.2.1 Variacion del peso corporal

Se suministro los suplementos nutracéuticos por cuatro semanas a 15 de las 20 ratas
que recibieron la DO, segun los tratamientos descritos en apartados anteriores. Al
finalizar la etapa de suplementacion, los pesos finales de los animales variaban de
manera significativa (Anexo 4) entre los tratamientos (Cuadro 5); sin embargo, todos

ganaron peso, obteniéndose un menor peso en las ratas que recibieron la DE 348.2 g +
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13.7, seguido del grupo que recibié la DO 423 g +24 y finalmente los tres
tratamientos que recibieron los suplementos DO + T, DO + O-3 y DO + T + o3 que
alcanzaron el mismo peso final. Asimismo, el grupo control que recibid¢ la dieta DE se
encontraba dentro de la clasificacion de obesidad.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares al reportado por Cantuta
(2020), la cual suplemento catequinas del té verde (400 mg té verde /kg de peso del
animal) a ratas obesas, sin lograr pérdida de peso corporal o disminucién de la ingesta
de energia de la dieta usada alta en grasa (15.07 por ciento). Asimismo, Chen et al.
(2009), no obtuvieron una reduccion estadisticamente significativa del peso corporal
de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y suministrandoles té verde (2 g de té
verde por litro) y Epigalocatequina-3-galato (EGCG, 1 mg/kg por dia), obteniendo un
aumento del peso corporal del 4 por ciento al 5 por ciento del grupo EGCG en
comparacion con los animales de control. Inclusive, en el estudio de Shen et
al. (2015), concluyeron que los efectos de la suplementacion de polifenoles del té
verde en una concentracién de 0.5 por ciento en agua no tenian un efecto positivo en
la composicion corporal ni en los marcadores séricos en ratas obesas alimentadas con
una dieta alta en grasas (23.6 p/p), s6lo el tipo de dieta inducia a una pérdida de peso

y a una mejora en los marcadores bioquimicos.

No obstante, en estudios como el que realizaron Suzuki et al. (2012), con dietas altas
en grasas (40 por ciento de energia proveniente de la grasa) y dietas normales (10 por
ciento de energia proveniente de la grasa) en animales suplementando por tres
semanas con extracto de té verde (30 por ciento de catequina), con dos dosis
diferentes (1 y 3 por ciento de té verde), observaron una pérdida de peso
independientemente de la dieta obtenida con la suplementacién de té verde al 3 por
ciento, exponiendo que el efecto puede deberse a la menor sintesis de acidos biliares
disminuyendo la expresion de ARNm de Cyp7al. En el estudio de Bajerska et
al. (2011), solo la administracion del extracto acuoso del té verde al 2,0 por ciento
disminuyo significativamente (p < 0,05) la ganancia de peso corporal (5,6 por ciento)
y previno la acumulacion de grasa visceral (17,8 por ciento) en ratas alimentadas con
un dieta alta en grasas (51.5 por ciento energia proveniente de la grasa). Por ende, se

puede indicar que de haber suministrado una concentracion mas alta de té verde se
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hubiera logrado obtener una pérdida de peso por parte de los animales alimentados

con una dieta alta en grasas.

Por otro lado, el estudio de Liu et al. (2021) demostraron que la adicion de omega 3
(aceite de pescado al 5 por ciento) tiene efectos protectores contra la obesidad en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas (15 por ciento de manteca), sin embargo la
suministracion de este no ocasionaba una disminucion en la ganancia de peso entre los
grupos que fueron suministrados con una dieta estandar o alta en grasa. De similar
manera, Le Mieux et al. (2015) reportaron que el consumo de omega-3 no interfirio
con el peso corporal total de ratones alimentados con una dieta alta en grasa; sin
embargo, encontraron una reduccion en el tamafio de los adipocitos y adipogénesis
después de la suplementacion con omega 3. Por ello, se puede indicar que el omega-3
ejerce un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos

metabolicos en el estado obesogénico.

4.2.2 Consumo de alimento

El consumo de alimento durante la etapa de suplementacion no fue estadisticamente
diferente (Anexo 6) entre los grupos que recibieron la DO+T, DO+ w3y DO+T+ 3.
Sin embargo, al compararlos con el grupo que recibié la DE se tuvo diferencias
significativas, siendo este consumo menor que el de los antes mencionados. Ademas,
existieron diferencias en el consumo de alimento entre los grupos DO y DO+T, siendo
este Gltimo significativamente mayor. Los resultados mostrados en el cuadro 5,
coinciden con diferentes estudios que evaluaron el efecto del té verde en el consumo
de alimento, en el cual Chen et al. (2009), no obtuvieron diferencias significativas en
la ingesta de alimentos entre los tratamientos que recibieron 2 g de té verde/L y el
grupo control durante las 27 semanas que durd la suplementacion en el experimento.
A pesar de que, el experimento de Bajerska et al. (2011) tuvieron una reduccion de la
composicién corporal por consumo de té verde al 2 por ciento no obtuvieron
diferencias significativas en la ingesta diaria de alimentos entre los grupos, siendo el

promedio de esta de 14.5 g/d.
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Por otro lado, estudios realizados por Liu et al. (2021) quienes administraron aceite de
pescado cinco por ciento en una dieta obesogénica (15 por ciento de energia
proveniente de la grasa) obtuvieron diferencias significativas siendo menor el
consumo diario de alimento en el grupo sumplementado con omega 3 (21.5 g/d) en
comparacion al grupo que recibid la dieta obesogénica (26.1 g/d), siendo el consumo
de estos ultimos significativamente mayor, demostrando con su experimento que la
suplementacion por ocho semanas con aceite de pescado al cinco por ciento tiene

efectos en la reduccidn del consumo de alimento.

Por ende, se puede reportar que la relacion entre la suministracion de té verde y
consumo de alimento por parte de los animales obesos presentan resultados
ambivalentes, y estos deben de revisarse mas a profundidad para determinar la
concentracion que ocasiona una disminucién del consumo de alimento; Por otro lado
debe de indagarse a profundidad el tiempo de suplementacién de omega 3 que
ocasiona una reduccion del consumo de alimento, para obtener efectos protectores

contra la obesidad.

4.2.3 Indice de Lee

Durante la etapa de suplementacion todos los tratamientos, incluyendo el tratamiento
DE, que recibié 2.89 por ciento de grasa, mantuvieron la condicion de obesidad
inducida por el consumo de una dieta obesogénica y una dieta estandar
respectivamente. El indice de Lee del grupo DE que adquiri6 la condicion
obesogénica fue de 323.68 + 5.3. Ademas los tratamientos que recibieron los
suplementos no mostraron diferencias significativas (Anexo 8) en la media del valor
del indice de Lee. Estos resultados demuestran que una suplementacién de cuatro
semanas de té verde y omega 3 en ratas obesas alimentadas con una dieta alta en

grasas no produce una reduccion de este indice.

Similares resultados fueron reportados por Adeyemi et al. (2020), quienes a pesar de
suministrar omega 3 (200 mg/kg) a ratas que recibian una dieta obesogénica (40 por
ciento de la dieta manteca de cerdo) y ratas que no recibieron el suplemento, no
reportaron diferencias significativas con respecto al predictor somatrométrico de

obesidad siendo 0.36 en ambos casos; sin embargo, el grupo control que no recibid la
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dieta obesogénico tuvo un menor indice estadisticamente significativo de 0.27. A
pesar de ello, los resultados obtenidos en esta investigacion no son inesperados, ya
que Adeyemi et al. (2020) y Cantuta (2020), no obtuvieron una reduccion del indice
de lee de las ratas obesas que fueron suministradas con 400 mg/Kg de té verde durante
30 dias.
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Cuadro 5. Variables somatométricas del periodo de suplementacién con omega 3 y té verde en ratas obesas

Edad adulta (20 semanas) DE DO DO+T DO + @3 DO+T+ @3
Peso Inicial () 313.5°+ 1.14 388.8°+12.76  410.4%+7.95 387.0%+ 10.39 404°+ 6.28
Peso Final (g) 348.2°+ 13.70 423°+24.80  467.4°%+10.00  452.8*°+27.3 463.2°+7.22
Ganancia de peso (g) 31°+ 7.38 35.6°+ 15.00 57.8%+ 14.90 71.8°+6.80 59.2°+ 9.18
Consumo de alimento (g) 15.61%+ 0.32 16.93°+1.17  19.18°+0.83  17.56*"+1.19 18.25%+ 1.20
Longitud Naso-Anal (cm) 21.36%+ 0.43 22.56%+0.95  22.74%+0.89 22.68%+ 0.69 22.92%+ 0.98
indice de Lee 323.68"+5.30  334.37°+12.30 341.81°+6.80  341.51%+ 4.60 337.98%+ 80

Dieta estandar (DE), Dieta obesogénica (DO), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso (DO + T), Dieta obesogénica + omega 3 400
mg/ kg peso (DO + ®3), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso + omega 3 400 mg/ kg peso (DO+T+ ®3).

Los valores que se muestran representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizd la prueba ANOVA entre los tratamientos. Se
aplicé la prueba de Tukey.

abe. | etras distintas, como superindices dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).
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4.2.4 Perfil Bioquimico

Al finalizar la etapa de suplementacion se obtuvo que los niveles promedios de
glucosa, triglicéridos y HDL-C alcanzaron diferencias significativas (Anexos 9, 10 y
11) entre los tratamientos (Cuadro 6). Los niveles de glucosa en sangre de todos los
tratamientos se encontraban dentro de los valores normales establecidos para
animales sanos de la misma edad (48.4-91.2 mg/dL, Gofii et al. 2011), los niveles de
HDL-C de todos los tratamientos se encontraban en niveles inferiores a los
establecidos (39.02-72.20 mg/dL) y los niveles de triglicéridos para los tratamientos
DO y DO+T superaron los limites normales establecidos para animales de su edad y
en el caso del resto de los grupos experimentales se encontraban dentro de los niveles
normales (32.94-70.79 mg/dL, Ihedioha et al. 2013).

Los niveles de glucosa en sangre del grupo DO fueron significativamente superior al
de DO +T y DO + 3 e igual al grupo DO+T+ ®3. La suministracion de té verde
(DO+T) y omega 3 (DO+ w3) en la dieta disminuyo significativamente los niveles de
glucosa en sangre en comparacion al grupo DO, estos resultados son similares a los
reportados por Suzuki et al. (2012), quienes a través de una suministracién de 1y 3
por ciento de té verde lograron disminuir los niveles de glucosa en sangre de manera
significativa en los grupos experimentales que recibieron una dieta alta en grasa (40
por ciento de energia proveniente de la grasa) en comparacion al grupo control (dieta
estandar 10 por ciento de energia proveniente de la grasa). Asimismo, en el estudio
de Hamdaoui et al. (2016), quienes indujeron a obesidad con una dieta alta en
grasas (24 por ciento de energia proveniente de esta) y suministraron durante 10
semanas té verde (50 g/L, bebiendo diariamente en promedio 28 ml), reportaron una
menor concentracion de glucosa en sangre 75.67 mg/dL respecto al grupo
experimental que recibié una dieta estandar (seis por ciento de la energia proveniente
de la grasa) presentando valores promedio de 100.89 mg/dL. Estos investigadores
demostraron que la reducciéon de glucosa circulante se debié a la modulacion del
transportador intestinal de glucosa, reduciéndose la relacion SGLT-1//GLUT-2 en el
intestino luminal en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, reduciéndose asi la
absorcion de glucosa. Ademas en el estudio de El-Fayoumi et al. (2020) sefialaron
que la suministracion prolongada de omega 3, por mas de 16 semanas, mejora la

homeostasis de la glucosa en ratones alimentados con una dieta al en grasa y fructosa
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(25% de energia proveniente de estos compuestos) al modular la actividad de PPAR1

promoviendo el aumento de la secrecion de insulina en las células b pancreaticas.

Los niveles de triglicéridos en sangre del grupo DO fue significativamente mayor a
los grupos restantes, obteniéndose los valores méas bajos en los grupos que recibieron
omega 3 en la dieta (DO+ o3 y DO+T+ ®3) y en el grupo DE; sin embargo, el grupo
que recibio té verde presentd mayores valores que los que recibieron omega 3.
Existen diferentes investigaciones como las de Suzuki et al. (2012) y Bajerska et
al. (2011), quienes demostraron que diferentes concentraciones de catequinas del té
verde a una dieta alta en grasa provoca el aumento de los niveles de colesterol total,
incluidos los triglicéridos y HDL-C, debiéndose principalmente a la activacion de
genes que provocan el aumento de la produccion total de colesterol en el cuerpo del
animal. En esta investigacion ocurrié lo mencionado con el tratamiento DO+T, el cual
presentd niveles mas altos de triglicéridos que los tratamientos que recibieron omega
3 (DO+ w3 y DO+T+ w3). El-Fayoumi et al. (2020), reportaron una reduccién de la
hipertrigliceridemia en sangre en animales que recibieron omega 3 en comparacion
del grupo obesogénico que no recibio el suplemento, sefialando que puede deberse a
niveles reducidos de a diacil glicerol hepaticos que pueden contribuir a reducir la

produccién de TG como se observa en esta investigacion.

Ademaés, se puede observar que el grupo DO presentd elevados niveles de
triglicéridos en suero al igual que elevados niveles de glucosa en sangre, El-Fayoumi
et al. (2020), sefialan que el aumento de los &cidos grasos libres en el plasma da como
resultado una utilizacién elevada de los lipidos por parte de los tejidos y, por lo tanto,

una reduccion del metabolismo de la glucosa.

Los niveles de c-HDL fueron estadisticamente iguales entre los tratamientos y los
animales que recibieron la DO, sin embargo los animales que recibieron la DE
mostraron los niveles mas altos de esta lipoproteina 37.8 + 1.3 mg/dL, este valor se
encuentra dentro de los rangos normales (lhedioha et al. 2011). Similares resultados
obtuvieron Hamdaoui et al. (2016), donde el grupo que recibid té verde y el grupo
que solo recibi6 la dieta obesogénica mostraron concentraciones de 39.77 mg/dL y
41.31 mg/ dL, respectivamente; los cuales no presentaron diferencias estadisticas
significativas, a pesar que los investigadores mencionan que las catequinas del té
verde regulan la expresion génica de enzimas lipogénicas y por ende explican la

hipolipemia y disminucion de los triglicéridos, no mencionan las razones posibles por
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las cuales no existe una clara identificacion de porque no existidé un aumento o
disminucion de c-HDL. Por otro lado, Adeyemi et al. (2020) obtuvieron resultados
similares con respecto al contenido de c-HDL y la suministracion de omega 3 (200
mg/kg) en ratas alimentadas con una dieta obesogénica obteniendo menores valores
de este con respecto al grupo que recibid la dieta estandar sin recibir el suplemento 27
mg/dL y 31mg/dL respectivamente, esperandose que este suplemento favorezca el
aumento del denominado “colesterol bueno”. Alegan que, aunque no hubo una
diferencia significativa en el HDL-centre los grupos, los aumentos significativos en
TC y LDL-c en el grupo obesogenico en comparaciéon con el grupo control, y las

elevaciones significativas en TG son indicadores de un metabolismo lipidico alterado.
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Cuadro 6. Prueba de glucosa en sangre y perfil lipidico de ratas obesas suplementadas con té verde y omega 3.

Edad adulta (20 semanas) DE DO DO+T DO + o3 DO+T+ @3
Glucosa (mg/dL) 79.8°+ 4.90 91.2°+3.11  83.2°°+4.80 84°°+ 3.39 89.4*°+3.78
Triglicéridos (mg/dL) 61.2°+ 4.55 100.2%+2.77  84.6"+5.64 65.8°+ 4.08 60.2°+ 4.02
c-HDL (mg/dL) 37.8°+1.30 18.2°+2.83  18.8°+4.80 19.4°+ 4.39 16.2°+0.83

Dieta estandar (DE), Dieta obesogénica (DO), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso (DO + T), Dieta obesogénica + omega 3 400
mg/ kg peso (DO + ®3), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso + omega 3 400 mg/ kg peso (DO+T+ ®3).

Los valores que se muestran representan el promedio + SD. En todos los casos, se realiz6 la prueba ANOVA entre los tratamientos. Se
aplico la prueba de Tukey

abe: Jetras distintas, como superindices dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05)
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4.2.5. Analisis inmunoldgico del Factor de Necrosis Tumoral alpha

En el presente estudio se examin0 el efecto del té verde y el omega 3 sobre la
expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en suero como uno de los
posibles mecanismos implicados en la disfuncion cognitiva en la obesidad. El
aumento de TNF-a se puede considerar como un criterio para la induccion de
neuroinflamacion. Ademas, es una citocina proinflamatoria y tiene un papel
fundamental en el inicio y la estimulacion de las respuestas inflamatorias (Molina et
al. 2015).

El grupo experimental DO present6 una mayor expresion significativa (Anexo 13) de
TNF-o 338.4 pg/ml, mientras que las ratas DE mostraron menor expresion de esta
citocina 36.4pg/ml en comparacion de las ratas que recibieron los tratamientos de
DO+T, DO+ w3 y DO+T+ »3 (Cuadro 7). Podemos afirmar que, el omega 3 y el té
verde redujeron los niveles circulantes de TNF-o y ademas de ello, una dieta estandar
baja en grasa no eleva los niveles de esta citocina, siendo estos datos similares a los
reportados por Molina et al. (2015), los cuales experimentaron con ratas que
recibieron una dieta estandar (13 por ciento lipidos) y una dieta obesogénica (46 por
ciento de lipidos) suplementando té verde (500 mg/kg) por cuatro semanas
obteniendo una menor proporcion de TNF-o por parte de los animales que fueron
suministrados con el suplemento independientemente de la dieta suministrada. Estos
investigadores atribuyen la reduccion de los niveles de las citocinas proinflamatorias
(TNF- a, IL1B, IL-6 y IL-2) debido a una menor expresion del ARNm del gen TLR4,
el cual conduce a una inhibicién de la via de expresion de esta citocina. Por otro lado,
Liu et al. (2021) reportaron niveles reducidos de TNF-q, en el grupo de ratas que
recibieron una suministracion de omega 3 (cinco por ciento de aceite de pescado) en
comparacion al grupo que no lo recibio siendo estos valores 5 pg/ml y 20 pg/ml
respectivamente. Estos investigadores asociaron la reduccion de TNF-a a una
disminucion de la actividad de la via inflamatoria NF-xB en los animales

suplementados con omega 3.

Con referencia al grupo experimental que solo recibié la dieta obesogénica por 12
semanas sin recibir ningdn tipo de suplemento podemos afirmar que se encontraban

en un estado proinflamatorio, el cual se evidencia con un claro aumento de la
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expresion de esta citocina en el suero de ratas de este grupo experimental. Este perfil

inflamatorio también se refleja en el cerebro (Gergerlioglu et al. 2016).

Los astrocitos y la microglia son fuentes importantes de TNF-o e IL-6 durante
condiciones patoldgicas (Urrutia et al. 2017). La activacién de la microglia es una
etapa clave en el desarrollo de la neuroinflamacion, por lo que una disminucion en el
grado de su activacion limita la produccién de un gran ndmero de citocinas
proinflamatorias, dificulta la inflamacion cronica y facilita la resolucion de este

proceso (Tyrtyshnaia & Manzhulo, 2018).

Estudios realizados por De Andrade et al. (2017) en la corteza cerebral de ratas que
recibieron una dieta alta en grasas, obtuvieron expresiones mas elevadas de ARNm de
las citocinas proinflamatorias TNF-a ¢ IL-6. Ademas, luego de la suplementacion con
omega 3 consiguieron frenar el aumento de la expresion de estos marcadores en la

corteza cerebral.

La suministracién de omega 3 y té verde a los tratamientos DO+T, DO+ ©w3 y DO+T+
®3 resultd en una disminucion de TNF-alpha en comparacion de grupo experimental
DO. Esto indica la capacidad que tiene el té verde y los AGPI omega 3 para suprimir
la respuesta inflamatoria en las primeras etapas, cuando los microgliocitos activados

comienzan a sintetizar citocinas proinflamatorias.

En general, se acepta que muchos de los efectos beneficiosos bien conocidos de los
acidos grasos omega 3 estan relacionados parcialmente con las propiedades
antiinflamatorias (Dupont et al. 2019). Se ha encontrado que, la suplementacion
con EPA y DHA (2,5 g/d) reduce los niveles altos de citocinas proinflamatorias IL-6,
IL-1B y TNF-a circulantes en adultos mayores (edad media: 60,6 afios) después de

cuatro semanas de uso y aun mayor después de ocho semanas (Tan et al. 2018).
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Cuadro 7. Cuantificacion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a de ratas obesas

suplementadas con té verde y omega 3 y la combinacién de ambos

Edad DE DO DO+T DO+®3  DO+T+wm3
adulta
TNF- o 36.38° 338.38°+  155.13°+ 182.63" + 147.13° +
(pg/ml) +2.40 32.49 21.39 16.01 11.50

Dieta estandar (DE), Dieta obesogénica (DO), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso
(DO + 1), Dieta obesogénica + omega 3 400 mg/ kg peso (DO + ®3), Dieta obesogénica + té
verde 450 mg/ kg peso + omega 3 400 mg/ kg peso (DO+T+ ®3).

Los valores que se muestran representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizé la
prueba ANOVA entre los tratamientos. Se aplico la prueba de Tukey.

a,b,c

. Letras distintas, como superindices dentro de una misma fila indican diferencias
significativas (P<0.05)

4.3 RESULTADO DE LAS PRUEBAS COMPORTAMENTALES

Emplear un modelo animal para evaluar el comportamiento humano representa la
expresion de complejos procesos cognitivos y/o emocionales que se deben de traducir
de animales a humanos con mucho cuidado. Se han empleado a lo largo de la historia
una gran variedad de especies para las pruebas de comportamiento; sin embargo, los
roedores son los mas utilizados, ya que son mamiferos, faciles de alojar y criar
(Belovicova et al. 2017). Las pruebas de comportamiento utilizadas en las diferentes
investigaciones con roedores representan el resultado final del SNC y se centran en
medir la motivacion para realizar una accion seleccionada, siendo el miedo la

motivacién mas comun (Ennaceur y Chazot 2016).

4.3.1 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto es ahora uno de los procedimientos mas populares en
psicologia animal. EI animal se coloca en el centro de un aparato (en este caso la caja
“NOR?”), donde se registran ciertos comportamientos que surgen de manera espontanea
(Prut & Belzung 2003). EI aumento del tiempo de permanencia en la parte central asi
como de la relacién locomocion o la disminucion de la latencia para entrar en la parte
central son indicaciones de ansidlisis (Kopp et al. 1997). Segln Seibenhener y Wooten
(2015), es importante discernir la actividad locomotora de los sujetos de prueba antes
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del andlisis de los datos de esta prueba o en cualquier laberinto de comportamiento

animal.

En esta investigacion la actividad locomotora de los animales resulté estadisticamente
diferente (Anexo 27) entre los tratamientos (Cuadro 8), presentando la mayor actividad
locomotora en el tratamiento DO+T+ ®3 con un valor de 62.4 +5.50 y menor actividad
locomotora DE con un valor de 43.60 +1.95, finalmente los tratamientos DO, DO+T y
DO+ w3 presentaron el mismo valor promedio de ndmero de actividad locomotora. En
el estudio de Tyrtyshnaia y Manzhulo (2018b), los cuales analizaron ratas con
neuroinflamacion y les suministraron omega 3, obtuvieron parametros de actividad
locomotora significativamente mas altos que los del grupo experimental que no recibid

los &cidos grasos.

Sin embargo, este resultado no es el esperado en esta etapa de la investigacion
comportamental, ya que se suele esperar que todos los animales presenten el mismo
valor de la actividad locomotora, porque si esta se ve comprometida debido a los efectos
del tratamiento, entonces se confunden las actividades de medicion (evaluacion de la
memoria de corto y largo plazo) que dependen de la capacidad del sujeto para moverse
(Seibenhener & Wooten 2015). Sin embargo, cabe sefialar que algunos investigadores
han interpretado la alta actividad o el aumento de la conducta exploratoria como un
indice de baja emocionalidad (Denenberg 1969). Por ello, en esta investigacion para
discernir el efecto de la actividad locomotora en los analisis de memoria de corto y
largo plazo evaluamos el coeficiente de correlacidén de pearson (Anexo 28), ademas se
corroboré si el peso final podria estar influenciando la actividad locomotora
obteniéndose que todas estas variables presentaron una correlacion estadisticamente
significativa (p < 0,05) (Anexo 29).

Estos resultados son similares a los obtenidos en el estudio de Arika et al. (2019),
quienes indujeron a obesidad a ratas con una dieta alta en grasa (30 por ciento de
energia proveniente de la manteca de cerdo) y una dieta estandar (dos por ciento de la
energia proveniente de aceite de maiz), obteniendo que estos tratamientos presentaban
una menor actividad locomotora respecto a los grupos que recibieron una dieta alta en
grasa y extracto de Gnidia glauca (200 y 300 mg/kg), caracterizado por su alto
contenido de compuestos fendlicos, similares al té verde (contenido de catequinas de
9.27 mg/kg), Estos investigadores atribuyen la reduccion de la actividad locomotora en

ratas obesas no tratadas y alimentadas con una dieta alta en grasas a diversos factores
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como: la naturaleza con sobrepeso de los animales, fatiga muscular generalizada y/o
mayor desesperacion conductual. Ademas, la disminucion de la actividad
ambulatoria/locomotora podria ser el resultado del dafio en el &rea motora primaria y/o
la angustia de la carga de enfermedad asociada con el aumento de la adiposidad (Edagha
et al. 2015).

La inactividad fisica en el estado obesogénico se asocia con disminuciones en la
produccién motora. Las exposiciones cronicas a una dieta obesogénica promueven el
dafio del cuerpo estriado, afectando la sintesis y liberacién de dopamina y también el
receptor del cuerpo estriado (Bouchard et al. 2015). La dopamina estriatal juega un
papel clave en el control adecuado del movimiento y, por lo tanto, su deterioro
contribuye a la inactividad fisica en la obesidad similar a los trastornos clasicos del
movimiento como la enfermedad de Parkinson (Kravitz et al. 2016). Inclusive, las
dietas ricas en grasas potencian un ataque oxidativo en las células residentes del
cerebro, lo que resulta en la activacion del sistema inhibidor motor colinérgico. La
alteracion de la actividad de la acetilcolinesterasa y el dafio al musculo periférico debido
a la necrosis de las fibras musculares esqueléticas aumenta la reduccién de la actividad
locomotora en modelos animales (Abubakar y Salka 2010). Los comportamientos
locomotores y exploratorios motivados observados en las ratas tratadas con extracto
podrian vincularse con la sintesis, liberacién y restauracion de la funcion del receptor de

dopamina estriatal.

El grupo suministrado con té verde y omega 3, a pesar que no hayan presentado una
reduccién de su peso corporal, se podria inferir una disminucién de la emotividad y por
ende un aumento del comportamiento exploratorio, expresandose en un aumento de la
actividad ambulatoria observado en las ratas tratadas con los suplementos. Ademas, la
combinacion de los suplementos podria haber resultado en un efecto positivo en la
sefializacion dopaminérgica del cuerpo estriado a través de una mayor sensibilidad del
receptor del cuerpo estriado y la sintesis de dopamina, mejorando asi la actividad
motora (Kravitz et al. 2016).

Por otro lado, el tiempo de latencia fue estadisticamente similar (Anexo 26) en todos los
tratamientos como se puede observar en el Cuadro 8. Este tiempo que el animal pasa en
el centro de cuadrado demuestra un grado de ansiedad, que es inversamente
proporcional, mientras mas tiempo pasa en el centro de la caja menor es el grado de

ansiedad que presenta el animal (Edagha et al. 2015). En la investigacion realizada por
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Arika et al. (2019), obtuvieron que las ratas obesas que no recibieron ningun tipo de
tratamiento mostraban una menor frecuencia de entrada a la zona central de del campo
abierto en relacion a las ratas tratadas con Gnidia glauca (con alta actividad
antioxidante). Una alta frecuencia de movimientos hacia el centro de la arena en las
pruebas de campo abierto refleja una reduccion de la ansiedad, un aumento de la
actividad locomotora y la exploracion (Davies et al. 2013). Estos animales evitan areas
y prefieren moverse junto a las paredes, sin embargo cuando los niveles de ansiedad de

estos son bajos, su comportamiento exploratorio aumenta y se mueve por toda la arena.

En pacientes con sindrome metabdlico se ha revelado que el porcentaje total de grasa
corporal se asocia con una mayor gravedad de la ansiedad y también con sintomas
depresivos (es decir, la composicién corporal de mayor masa magra reduce la incidencia

de sintomas de ansiedad/depresion) (Guedes et al. 2013).

Vignes et al. (2006), han reportado que el galato de epigalocatequina puede inducir
actividad ansiolitica resultado de una interaccion con los receptores GABAA, debido a
su mecanismo que actla a nivel del sistema nervioso central. Ademas el omega 3,
especialmente el DHA, como constituyente de una cantidad significativa de los acidos
grasos cerebrales totales, juega un papel clave en el crecimiento neuronal, en este
sentido el estudio de Appleton et al. (2015) sugieren que la suplementacién de omega 3
tiene pequefios beneficios antidepresivos.

De acuerdo con el presente estudio, se puede presumir que ni el té verde ni el omega 3
tuvieron efectos ansioliticos en las ratas obesas tratas con estos suplementos, ya que
estos deberian de producir aumentos en los niveles cerebrales de monoaminas como la
serotonina, la norepinefrina y la dopamina. Siendo, la serotonina y la norepinefrina
neurotransmisores que juegan un papel clave en la regulacion del estado de animo (Xu
et al. 2007).

La inmovilizacion, definida como la ausencia de movimiento por parte del animal, es un
parametro ampliamente utilizado como indicativo de un estado de alto estrés. Este
ocurre en respuesta a un cambio repentino en el entorno donde el animal generalmente
permanece quieto con las patas delanteras levantadas mientras mira hacia arriba (Arika
et al. 2019). En esta investigacion se obtuvo que el tiempo de inmovilizacion que
mostraron los animales fue estadisticamente iguales (Anexo 25) entre los grupos
tratamientos DE, DO, DO+T (Cuadro 8). Siendo los tratamientos DO+ ®w3 y D+T+ ®3
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los que presentaron mayor tiempo de inmovilizacion; estos animales tuvieron en comun
que recibieron el suplemento omega 3 (400 mg/kg peso). Estos resultados no son los
esperados ya que la suministracion de té verde y omega 3 deberian de promover un
mayor estado de relajacion en los animales que solo suministrando los suplementos por
separado (Appleton et al. 2015, Vignes et al. 2006).

Por ultimo, es necesaria la confirmacion con marcadores fisiologicos de estrés y
ansiedad para respaldar las observaciones de comportamiento en las ratas. Se presume
que el tiempo de suministracion en esta investigacion ha sido muy corto para poder
observar un aumento en la produccion de los diferentes compuestos que regulan el
estado de animo (Xu et al. 2007). Por ello, se requiere profundizar la investigacion en el
efecto ansiolitico de los componentes fitoquimicos del té verde y los acidos DHA y

EPA del omega 3 in vivo.
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Cuadro 8. Resultados de la prueba de campo abierto de ratas obesas suplementadas con té verde, omega 3y una
combinacion de ambos

Edad adulta (20 semanas) DE DO DO+T DO + ®3 DO+T+ ®3
Inmovilizacion (s) 454°+344  507°+1.76 4.88°+0.92  11.98%+3.79 9.10%+ 3.11
Latencia (s) 2.36°+0.85  1.63+0.50 1.416°+0.98  1.91°+1.25 1.43%+ 0.66
Actividad Locomotora 436+ 195  48.8°°+394  54%+ 255 520+ 4.74 62.4%+ 5.50

(n° de cuadrados cruzados)

Dieta estandar (DE), Dieta obesogénica (DO), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso (DO + T), Dieta obesogénica + omega 3 400
mg/ kg peso (DO + ®3), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso + omega 3 400 mg/ kg peso (DO+T+ ®3).

El simbolo (s) representa el tiempo del comportamiento exploratorio expresado en segundos.

Los valores que se muestran representan el promedio = SD. En todos los casos, se realizo la prueba ANOVA entre los tratamientos. Se
aplicé la prueba de Tukey.

¢ |etras distintas, como superindices dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05)

59



4.3.2 Prueba de Reconocimiento de objeto novedoso

La prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NOR), o prueba de reconocimiento
de objetos, es empleada como un medio relativamente rapido y eficiente para probar
diferentes fases de aprendizaje y memoria en ratones y ratas. Es bastante simple y se
puede completar en tres dias: dia de habituacion, dia de entrenamiento y dia de
prueba. (Lueptow 2017). En esta investigacion, los animales tuvieron cinco dias de
habituacion, en los cuales cada animal fue extraido de su jaula y fue colocado en el
centro de la caja durante cinco minutos, esto con el fin de reducir la variabilidad de la
ansiedad que puede generar un nuevo espacio y asi mejorar la performance del animal
en la prueba (SiK et al. 2003). El dia del entrenamiento cada animal fue retirado de su
jaula y fue expuesto a dos objetos similares durante tres minutos, 24 horas después, el
dia de la prueba, el animal fue expuesto al objeto familiar y novedoso por tres
minutos, donde se cronometro el tiempo del comportamiento exploratorio del animal

en cada uno de los objetos.

En esta investigacion se ha empleado esta prueba para evaluar la memoria de corto y
largo plazo a través de la modificacion de los tiempos de retencion, en este caso se
acort6 a cinco minutos para examinar la memoria a corto plazo y se alargé a 48 horas

para investigar la memoria a largo plazo.

a. Memoria de corto plazo

En esta fase del experimento, se evalu6 el efecto del tratamiento del té verde y omega
3 en el rendimiento cognitivo, especificamente en la memoria de corto plazo de las

ratas obesas.

El tiempo de exploracion total resulto estadisticamente diferente (Anexo 15) entre los
grupos tratamientos, mostrando el menor comportamiento exploratorio el grupo DE y
el mayor comportamiento exploratorio DO + T + ®3 (Cuadro 9). Estos resultados
demuestran que el tratamiento que recibio el omega 3 y el té verde tuvo una mayor

tendencia exploratoria general en comparacion con los demas tratamientos.
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El indice de discriminacion absoluto (d1) o indice de habituaciéon resulté mayor
(Anexo 16) en el grupo tratamiento DO + T + 3 con 21.98 + 3.15 segundos,
indicando su mayor capacidad de discriminacion que tuvo el grupo respecto a los
demés tratamientos, luego le siguid el tratamiento DO + ®3 con 16.49 + 1.88
segundos finalmente DO y DO + T mostraron similar capacidad de discriminacién de

los objetos (Cuadro 9).

En el caso del indice de discriminacion relativo (d2), donde una puntuacion positiva
indica mas tiempo pasado con el objeto nuevo, una puntuacion negativa indica mas
tiempo pasado con el objeto familiar y una puntuacion cero indica una preferencia
nula (Aggleton et al. 2010 ). Se puede observarqueDO+®w3 y DO + T + 3
mostraron la mayor e igual puntuacion de 0.89 + 0.12 (Anexol17), donde el resto de
tratamientos presentaron una menor puntuacion. Ademas se puede evidenciar que
todos los grupos pasaron mayor tiempo explorando el objeto novedoso con respecto

al objeto familiar, sin embargo el tiempo de exploracion difirio entre estos (Cuadro 9)

Finalmente el indice de preferencia (d3) por el objeto novedoso fue mayor en los
tratamientos DO + T+ w3 y DO + w3, seguidos de DO, DO + T y DE (Cuadro 9). En
todos los tratamientos los animales mostraron un porcentaje mayor del 50 por ciento,

lo cual indica una mayor preferencia por el objeto novedoso (Hammond et al. 2004).

61



Cuadro 9. Resultados de la prueba de la identificacion del objeto novedoso de la memoria de corto plazo de ratas obesas
suplementadas con té verde y omega 3

Edad adulta (20 semanas) DE DO DO+T DO + ®3 DO+T+ ®3

Tiempo de exploracién total (s) 7.79° 2.74 16.02°+1.77 15.98"+ 1.81 18.5"+ 1.99 24.7°+ 1.11

Tiempo de exploracion del objeto

5.66%+ 1.99 13.03%+ 1.73  13.06%°+ 2.42 17.90°+ 1.98 23.35%+ 1.89
nuevo (b) (s)

Tiempo de exploracion del objeto

NI 2.14%+ 1.07 318+ 162  3.0%40.76 1.4%+ 0.46 1.57%+ 1.43
familiar (a) (s)
Eg‘i;‘:e de discriminacion absoluto 3.13% 1.68 9.85°+2.85  10.06% 3.14 16.49°+ 1.88 21.98% 3.15
Egg;‘ze de discriminacion  relativo 0.42°+ 0.21 054°+0.10  0.62°+0.13 0.89%+ 0.06 0.89%+ 0.12
indice de preferencia (d3) 73.03°+ 6.12 80.62°+ 4.54 81.23"+ 6.26 96.82%+ 5.77 94.45*+ 5.93

Dieta estandar (DE), Dieta obesogénica (DO), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso (DO + T), Dieta obesogénica + omega 3 400
mg/ kg peso (DO + ®3), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso + omega 3 400 mg/ kg peso (DO+T+ ®3).

El simbolo (s) representa el tiempo del comportamiento exploratorio expresado en segundos.

Los valores que se muestran representan el promedio = SD. En todos los casos, se realizo la prueba ANOVA entre los tratamientos. Se
aplicé la prueba de Tukey.

aed |etras distintas, como superindices dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05)
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b. Memoria de largo plazo

En esta fase experimental, se evalué el efecto del tratamiento del té verde y omega 3

en el rendimiento cognitivo, en la memoria de largo plazo de las ratas obesas.

El tiempo de exploracién total result6 estadisticamente similar (Anexo 20.1) entre los
tratamientos DO, DO + w3y DO + T + w3, observandose menor valor del tiempo de
exploracion del grupo DE seguido de DO+T (Cuadro 10). Estos resultados evidencian
que el tratamiento DO + T + 3 y DO + ®3 mostraron una mayor tendencia
exploratoria general, sin embargo este valor fue estadisticamente igual al de DO,
valor que no era de esperarse, pero cabe resaltar que el tiempo exploratorio total,
contiene el tiempo de exploracion del objeto familiar y novedoso, en el cual este
altimo grupo no presentd diferencias significativas (Anexo 20.3). Por ende, la
evidencia apunta a que el tiempo de exploracion total, en la memoria de largo plazo,

se vio influencia de manera positiva en la administracion del té verde y omega 3.

El indice de discriminacion absoluto o indice de habituacion fue estadisticamente
mayor (Anexo 21) en los grupos que recibieron los suplementos tratamientos DO + T,
DO + w3 y DO + T + w3, evidenciandose su mayor capacidad de discriminacion que
tuvieron los grupo tratamientos respecto a DO, donde este Gltimo grupo los animales
experimentales no presentaron la capacidad de discriminar entre el objeto nuevo y

familiar, evidenciandose un deterioro de la memoria de largo plazo (Cuadro 10).

En el caso del indice de discriminacion relativo, donde una puntuacion positiva indica
mas tiempo pasado con el objeto nuevo, una puntuacién negativa indica mas tiempo
pasado con el objeto familiar y una puntuacion cero indica una preferencia nula
(Aggleton et al. 2010 ). Se puede observar que los grupos tratamientos junto a DE,
obtuvieron una puntuacién positiva, presentando el mismo valor (Anexo 22). Sin
embargo en el caso de los animales que recibieron DO presentaron un valor de cero,
el cual se interpreta que no tuvieron ninguna preferencia ni por el objeto nuevo ni por
el familiar, siendo este valor un claro indicativo del deterioro de la memoria de largo
plazo y evidenciandose el efecto neuroprotector que tuvieron las dosis de té verde y
omega 3 que los animales tuvieron (Cuadro 10).
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Finalmente el indice de preferencia por el objeto novedoso fue estadisticamente
mayor (Anexo 23) en los tratamientos DO + T + 3, DO + T y DE, siendo 64.14 +
4.15, 65.10 + 5.82 y 64.56 + 4.46 respectivamente, siendo el tratamiento DO el que
mostré menor preferencia por el objeto novedoso (Cuadro 10). En general, todos los
grupos los animales mostraron un porcentaje mayor del 50 por ciento, lo cual indica

una mayor preferencia por el objeto novedoso (Hammond et al. 2004).
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Cuadro 10. Resultados de la prueba de la identificacion del objeto novedoso de la memoria de largo plazo de ratas
obesas suplementadas con té verde, omega 3 y una combinacion de ambos

Edad adulta (20 semanas) DE DO DO+T DO + @3 DO+T+ ®3
Tiempo de exploracion total () 15.82°+ 3.05 30.49°+3.11  25.22°+1.6 29.06%13.18  33.22%+2.68
Tiempo de exploracion del objeto ., qd, 1 g5 16.48+ 3.40  23.97°+2.39  17.8+1.25  21.65% 1.56
nuevo (c) (s)

Tiempo de exploracion del objeto 5 pac, 4 59 15.61°% 1.86  13.04*°+ 201 11.26°+2.45  11.99°+ 3.86
familiar (a)

Eg%"e de discriminacion absoluto ¢ peb, 4 34 0.87°+ 075  8924+331 6544223  9.66% 3.09
Egg;‘?e de discriminacion relativo 4 502, g g 0.06°+0.05  024%+008  0.23% 0.09 0.32%+ 0.15
indice de preferencia (d3) 64.56°+ 4.46 53.74°+4.81  65.10°+5.82 61.55°"+450 64.14%+ 4.15

Dieta estandar (DE), Dieta obesogénica (DO), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso (DO + T), Dieta obesogénica + omega 3 400
mg/ kg peso (DO + ®3), Dieta obesogénica + té verde 450 mg/ kg peso + omega 3 400 mg/ kg peso (DO+T+ ®3).

El simbolo (s) representa el tiempo del comportamiento exploratorio expresado en segundos.

Los valores representan la media = SD. En todos los casos, se realizd la prueba ANOVA entre los tratamientos. Se aplico la prueba de

Tukey.

ed |etras distintas, como superindices dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05)
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En la investigacion realizada por Takeda et al. (2011), quienes evaluaron el efecto de
la suministracion de 0.3 por cnto de teanina (aminoacido presente en las hojas de té)
en la memoria de reconocimiento de objetos, proponen que el aumento en la actividad
exploratoria que obtuvieron por la suministracion de este aminoécido en la prueba de
campo abierto parece estar asociado con el aumento de los niveles de BDNF, al igual
que el factor de neurotrofina-3 en el hipocampo, facilitindose la neurogénesis en esta
zona, promoviendo asi la proliferacion de las células progenitoras e induciendo su
diferenciacion en neuronas y/o aumentando la supervivencia de las neuronas recién
generadas (Nakajo et al. 2008). Los resultados obtenidos concuerdan con los
obtenidos en la evaluacion de la memoria de corto y largo plazo con el tratamiento
DO + T + ®3 los cuales en las dos pruebas mostraron el mayor tiempo de
exploracién, ademas estos resultados se apoyan con los reportados por Reger et al.
(2009), quienes sugieren que la integridad el hipocampo es responsable del
reconocimiento de objetos a largo plazo y que el buen estado de la corteza perirrinal,
la cual juega un papel importante en el procesamiento de la percepcion y esta
involucrada en la memoria de reconocimiento de objetos durante intervalos de
retencion cortos en la memoria de reconocimiento de objetos a corto plazo
(Hammond et al. 2004).

A pesar que no se cuantifico la biodisponibilidad del té verde en este estudio se sabe,
por lo reportado en la literatura, que las catequinas del té son permeables al cerebro
(Nakagawa y Miyazawa 1997). Sin embargo, la biodisponibilidad de las catequinas
del té se considera pobre (Visioli, 2011) y los efectos de la suplementacion en el
rendimiento de la memoria pueden verse influenciados por factores como la edad del
animal, la duracién de la intervencién, la dosis o concentracion de este junto con la
especie animal y la biodisponibilidad de los bioactivos (Haque et al. 2008). Flores et
al. (2014) probaron el efecto del té verde en la memoria de ratas adultas, donde no
obtuvieron una mejora en el rendimiento de la prueba de reconocimientos de objetos,
sin embargo encontraron altos niveles de glutation reducido (GSH) y actividad de
glutation peroxidasa (GPx), ambos relacionados con las defensas antioxidantes, en la
corteza prefrontal y el cuerpo estriado, respectivamente, ademas obtuvieron un
aumento en TBARS, sugiriéndose una mayor peroxidacion de lipidos en el cerebro.
Haque et al. (2008) observaron beneficios de la ingesta de 5 g/L de té verde durante
26 semanas reduciéndose la expresion de ROS en el hipocampo de los animales que
recibieron la suministracion de este nutraceutico. Ademas, la performance de los
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animales con respecto al comportamiento exploratorio en la memoria de corto plazo
ya que DO + T resultoé igual que DO, asumiéndose que este ultimo grupo puede
presentar algun tipo de neuroinflamacion. Los compuestos polifendlicos del té verde
encargados de disminuir este estado, no tuvieron un efecto en esta zona

probablemente debido al rendimiento de la tarea.

Por otro lado, se observo un mejor rendimiento de la memoria de corto plazo con el
tratamiento DO + T + w3, respecto a los tiempos de exploracion total y los indices de
discriminacioén, observandose un efecto neuroprotector del omega 3 y presumiéndose

un efecto sinérgico con el té verde.

Con respecto a la memoria de largo plazo, los tratamientos DO, DO + ®3y DO + T +
®3 mostraron el mismo tiempo en el tiempo de exploracion total, sin embargo
presentaron diferencias significativas entre la exploracion de los objetos familiares y
novedosos (Anexo 21), datos que concuerdan con los obtenidos en el estudio De
Andrade et al. (2017) los cuales indujeron a obesidad a ratas Wistar con una dieta alta
en grasa por 16 semanas (45.1 por ciento proveniente de la grasa) y suplementando
omega 3 (1 g/kg) por cuatro semanas, compararon el tiempo total de exploracién
durante la sesion de prueba sin encontrar diferencias entre los grupos (en la memoria
de largo plazo). Sin embargo, al comparar el tiempo de exploracion de los objetos
familiares y nuevos durante la sesion de prueba, encontraron un efecto significativo
del objeto (familiar versus nuevo). Esto significo que los animales reconocieron

objetos familiares y novedosos gracias a la suplementacién recibida.

Al igual que los resultados obtenidos en esta investigacion, el analisis post-hoc de De
Andrade et al. (2017) mostré que los animales alimentados con una dieta alta en
grasas no mostraron diferencias en el tiempo de exploracion entre objetos familiares y
nuevos, lo que demuestra que la obesidad causa deterioro de la memoria a largo
plazo, apoyandose en las investigaciones de Gergerlioglu et al. (2016) y Pathan et al.
(2008) quienes observaron que cuatro o cinco semanas de una dieta rica en grasas
produce déficits de memoria espacial en ratas jovenes. Por ello este hallazgo
demuestra que incluso durante un breve periodo de suplementacion de 30 dias
realizados en esta investigacion, el omega 3 y el té verde pueden ejercer una funcion

antiinflamatoria.
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Ademas, existe un marcador importante de la neuroinflamacion y actividad cerebral, el
cual es la proteina cerebral especifica de las células de la astroglia (GFAP), encargada
de apoyar la actividad de las neuronas y la regulacion de la BHE, donde un mayor
namero de este marcador es un indicativo de activacion astrocitica y neuroinflamacion.
Andrade et al. (2017) indujeron a obesidad a ratas con una dieta alta en grasas, en el
caso del grupo experimental que recibio de suplementacion omega 3, hallaron un menor
nimero de células positivas para GFAP respecto al grupo que no recibid la
suplementacion, lo que indica que el omega 3 puede ejercer un papel protector en la
corteza cerebral al disminuir el estado de activacién de los astrocitos, sin embargo en el
hipocampo no encontraron diferencias significativas de este marcador. Por ello es
necesario realizar ensayos a profundidad y a nivel cerebral, ya que la activacion
astrocitica en respuesta a la obesidad, son importantes en factores a analizar en

respuesta a la neuroinflamacion en la condicion obesogénica.

44 MAPA DE CORRELACION GLOBAL DE LOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS, ANTROPOMETRICOS, INMUNOLOGICO Y
COMPORTAMENTALES

El mapa calor (Figura 6) expresa la correlacion de todas las variables trabajadas en la
segunda etapa de la investigacion (etapa de suplementacion) y presuntamente estan
relacionadas e intervienen en los resultados de esta investigacion. Las siguientes
variables se correlacionaron de manera positiva: TNF-o con la concentracion de glucosa
(p=0.002), triglicéridos (p=0.00045) y el tiempo de exploracion total en la memoria de
largo plazo (p=0.006). TG con el tiempo de exploracién familiar en la memoria de corto
plazo (p=0.007). Ademas como era de esperarse, el peso final junto al consumo de
alimento (p=0.00001), ganancia de peso (p=0.00001) y el indice de Lee (p=0.0001)

presentaron una correlacion positiva.

Por otro lado, las siguientes variables presentaron una correlacion negativa: TNF-a con
c-HDL (p=0.001), y los indices de discriminacion d1, d2 y d3 de la memoria de largo
plazo p=0.040, p=0.0005 y p=0.002 respectivamente. Triglicéridos con los indices de
discriminacion d1, d2 y d3 con p=0.023, p=0.0001 y p=0.010 respectivamente.

La inflamacion crénica de bajo grado es un sello distintivo de la obesidad debido a la

alta liberacion de citocinas inflamatorias, como IL-6, IL-18, IL-1p y TNF-a por parte
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del tejido adiposo (Urrutia et al. 2017). Ademas, Tyrtyshnaia y Manzhulo (2018b) han
demostrado que las exposiciones cronicas a dietas ricas en energia influyen en la
actividad de las células gliales que median el sistema inmunolégico endégeno dentro del
microambiente en el SNC. La activacion de las células gliales conduce de manera
determinante a la inflamacion en el cerebro, produciéndose la activacién de la microglia
generando sefiales de estrés inflamatorio neurotéxico, como TNF-a, el cual se pudo
cuantificar en el grupo control DO los cuales mostraron niveles superiores a los
tratamientos que recibieron los suplementos de omega 3 y té verde, ademaés a través del
analisis de correlacion mdltiple, se pudo evidenciar la correlacion positiva que mostro
esta citocina con la concentracion de glucosa y triglicéridos y la influencia que esta tuvo
en la memoria de largo plazo, siendo el tratamiento DO, el que mostro un claro
deterioro en la memoria de largo plazo, careciendo de la capacidad de discernir entre los

objetos nuevos y familiares.

El peso final de los animales se correlaciond de manera positiva con el consumo de
alimento, la ganancia de peso y el indice de Lee. A pesar de recibir té verde y omega 3
los tratamientos DO + T, DO + 3 y DO + T+ ®3 no mostraron una reduccion de peso,
consumo de alimento ni del indice de Lee. Ello se debe a que a diferencia de las
proteinas y carbohidratos, la grasa estimula la ingesta excesiva de energia debido a su
alta palatabilidad y falta de poder saciante (Astrup et al. 1997). Se tiene que tener en
cuenta que la reduccion del aumento de peso y/o el consumo de alimentos en ratas y
ratones puede deberse no solo a la mejora de la saciedad o los ajustes metabdlicos, sino
también a otros factores, como el estrés, la enfermedad, la sedacion o la toxicidad
inducida por farmaco (Vickers et al. 2011), en esta investigacion se obtuvo que DO +
®3 y DO + T+ ®3 obtuvieron mayores niveles de inmovilizacién, indicador del nivel de

estrés, el cual presento una correlacion positiva con la ganancia de peso.

La adiposidad central facilitada también podria precipitar el dafio oxidativo debido a un
estado homeostatico redox comprometido caracterizado por defensas antioxidantes
atenuadas, lo que exacerba un dafio neuropsiquiatrico (Akira et al. 2012). En esta
investigacion DO mostrd fuertes niveles de correlacion positiva con respecto al peso
final, consumo de alimento y ganancia de peso con los indices de discriminacion d1, d2
y d3 en la memoria de corto y largo plazo. Comparado estos resultados con los obtenido
por el tratamiento DO + T + »3 en los cuales los indices de discriminacion di1, d2 y d3

resultaron significativamente mayores, se puede corroborar un efecto terapéuticos
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combinando por la suministracion del omega 3 y té verde, ello podrian deberse a su
capacidad para mitigar la inflamacion y el estrés oxidativo mediante la regulacion
negativa de la actividad y la liberacion de mediadores proinflamatorios y la restauracion
del estado homeostéatico redox a traves de la activacion de las defensas antioxidantes en
el hipocampo de los animales, sin embargo se requieren mas estudios para corroborar

estas afirmaciones.
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Figura 11: Mapa de correlacién global de variables bioquimicas, antropométricas,

inmunoldgicas y comportamentales visualizadas mediante un mapa de calor

Correlacion por pares de todos los parametros de la etapa de suplementacion, lo que da
como resultado una matriz de coeficientes de correlacién donde cada variable se

compara con todas las demas. Los cuadrados rojos representan variables con una
correlacion positiva entre si. La correlacién negativa entre las variables se indica en

cuadrados azules. TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa, TG, triglicéridos, 1. lee, indice
de lee, A.L, Actividad locomotora, Consumo de A, consumo de alimento, T.E. Total
M.C.P, Tiempo de exploracion total en la medicion de la memoria de corto plazo, T.E.O

70

5 O »w s 9 ®©® T

-



Nuevo M.C.P, Tiempo de exploracién del objeto nuevo en la medicion de la memoria de
corto plazo, d1 M.C.P, indice de discriminacion absoluto de la memoria de corto plazo,
d2 M.C.P, indice de discriminacion relativo en la memoria de corto plazo, d3 M.C.P
indice de preferencia en la memoria de corto plazo. M.L.P siglas correspondientes a la

evaluacion de los pardmetros mencionados en la memoria de largo plazo.
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V. CONCLUSIONES

1. La combinacién de té verde 450 mg/kg y omega 3 400 mg/kg mejord la
memoria de corto plazo en comparacion de los tratamientos que s6lo recibieron
té verde u omega 3, donde los animales presentaron un mayor indice de

discriminacién con 21.98 + 3.15 segundos.

2. Los grupos que recibieron la combinacion de té verde y omega, solo té verde y
s6lo omega 3, mostraron una mejora en la memoria de largo plazo con un indice
de discriminacion de 9.66 + 3.09 8.92 + 3.31, 6.54 + 2.23 segundos
respectivamente en comparacién del grupo que sélo recibio la dieta obesogénica,

los cuales no tuvieron la capacidad de identificar el objeto novedoso.

3. Los grupos que recibieron los suplementos té verde 450 mg/kg y omega 3 400
mg/Kg, presentaron menor expresion de la citocina proinflamatoria TNF- o

respecto al grupo que recibi6 solo la dieta obesogénica 338.38 + 32.49 pg/ml.



VI. RECOMENDACIONES

1. Analizar la anatomia y morfologia de las neuronas del hipocampo en animales

que reciban una dieta obesogénica y los que reciban algun tipo de suplemento.

2. Evaluar marcadores del estado proinflamatorio como las interleucinas (1 B, 1L-2,
IL-6, IL-8 e IL-12) lipoxigenasa, ciclooxigenasa-2 (COX-2), la proteina
quimioatrayente de monocitos (MCP) y factores de crecimiento y proteinas del

complemento.

3. Evaluar marcadores del estado antiinflamatorio del cerebro como BDNF y

neurotrofina-3 a nivel del hipocampo y la corteza perirrinal.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Curva estandar de 4cido galico para la determinacion de compuestos fenolicos

del té verde
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Anexo 2. Curva estdndar de Trolox para la determinacién de la actividad

antioxidante del té verde
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Anexo 3. Curva estandar del factor de necrosis tumoral alpha para la determinacion del

marcador proinflamatorio en las ratas obesas
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Anexo 4. Composicion de suplemento nutricional omega 3 de la marca MAXXOMEGA

 DHA+EPA

@ We care

MAaAxXOMEGA3

Aceite de Pescado 1000 mg i
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Anexo 5. Comparacion del peso final del grupo control e inducido a la obesidad al

final del periodo de induccion a la obesidad (Fase 1)

Prueba T de student

Tratamiento N Media  Diferencia= p(1)-u(2) p valor Significancia
(P <0.05)
Dieta estandar 5 299.6
VS 87.85 0.000 Si

Dieta obesogenica 20 387.4

Anexo 6. Comparacién del incremento de peso al término del periodo de induccion

a la obesidad (Fase I)

Prueba T de student
Tratamiento N Media Diferencia= p(1)-u(2) p valor  Significancia
(P <0.05)
Dieta estandar 5 54.8
VS 72.25 0.000 Si

Dieta obesogénica 20  127.1

Anexo 7. Comparacion los parametros biométricos e indice corporal y glucosa al
término del periodo de induccidn a la obesidad (Fase I)

Registro de la Longitud Nasal-Anal

Prueba T de student

Tratamiento N Media Diferencia= p(1)-u(2) pvalor Significancia
(P <0.05)
Dieta estandar 5 21.58
VS 0.380 0.274 No

Dieta obesogenica 20  21.96
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Registro del indice de Lee

Prueba T de student

Tratamiento N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor  Significancia
(P <0.05)
Dieta estandar 5 280.24
S 51.650.000 0.001 Si

Dieta obesogénica 20  331.9

Anexo 8. Peso final de los tratamientos durante la Fase 11

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R? Dif. Sig (p
<0.05)

Tratamiento 4 48784 12196.1 35.72 0.000 18.4792 87.72% Si
Error 20 6830 341.5
Total 24 55614

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 74.8 (39.8,109.8)  0.000 Si
3-1 119.2 (84.2,154.2)  0.000 Si
4-1 104.6 (69.6,139.6)  0.000 Si
5-1 115.0 (80.0,150.0)  0.000 Si
3-2 44.4 (9.4, 79.4) 0.009 Si
4-2 29.8 (-5.2, 64.8) 0.119 No
5-2 40.2 (5.2, 75.2) 0.019 Si
4-3 -14.6 (-49.6, 20.4) 0.724 No
5-3 -4.2 (-39.2, 30.8) 0.996 No
4- 4 10.4 (-24.6, 45.4) 0.897 No

Anexo 9. Comparacién de la ganancia de peso al término de la Fase 11

Andlisis de Varianza
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Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R® Dif. Sig (p
<0.05)

Tratamiento 4 4403 11009 8.32 0.000 11.4996 62.48%  Si
Error 20 2645 132.2

Total 24 7048

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia  simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 22.60 ( 0.85, 44.35) 0.039 Si
3-1 26.00 ( 4.25, 47.75) 0.014 Si
4-1 40.80 (19.05, 62.55) 0.000 Si
5-1 28.20 ( 6.45, 49.95) 0.007 Si
3-2 3.40 (-18.35, 25.15) 0.989 No
4-2 18.20 (-3.55, 39.95) 0.130 No
5-2 5.60 (-16.15, 27.35) 0.936 No
4-3 14.80 (-6.95, 36.55) 0.286 No
5-3 2.20 (-19.55, 23.95) 0.998 No
5-4 -12.60 (-34.35, 9.15) 0.438 No

Anexo 10. Consumo de alimento durante la fase 11

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp S R® Dif. Sig (p
<0.05)
Tratamiento 4 41.84 10.460 10.10 0.00 1.01785 60.26% Si
Error 20 20.72 1.036
Total 24  62.56

Prueba de Comparaciones multiples de Tukey
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Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valor p  Significativo

niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 1.602  (-0.324,3.527) 0.133 No
3-1 3.839  (1.913,5.764)  0.000 Si
4-1 2.208  (0.283,4.134) 0.020 Si
5-1 2.922  (0.997,4.848) 0.002 Si
3-2 2237  (0.311,4.162) 0.018 Si
4-2 0.607  (-1.319,2.53) 0.877 No
5-2 1.320  (-0.605, 3.246) 0.279 No
4-3 -1.630  (-3.556, 0.295)  0.123 No
5-3 -0.916  (-2.842,1.009) 0.620 No
5-4 0.714  (-1.212,2.639) 0.800 No

Anexo 11. Comparacionn de la LNA al término de la fase 11

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp S R® Dif. Sig (p
<0.05)
Tratamiento 4 0.5776  0.1444 0.22 0.925 11.4996 4.18% No
Error 20 13.2560 0.6628
Total 24  13.8336

Prueba de comparaciones maltiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultaneo ~ Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 0.440  (-1.100,1.980) 0.910 No
3-1 0.200  (-1.340,1.740) 0.995 No
4-1 0.080  (-1.460, 1.620) 1.000 No
5-1 0.100  (-1.440,1.640) 1.000 No
3-2 -0.240  (-1.780, 1.300) 0.990 No
4-2 -0.360  (-1.900, 1.180) 0.954 No
5-2 -0.340  (-1.880,1.200) 0.963 No
4-3 -0.120  (-1.660, 1.420) 0.999 No
5-3 -0.100  (-1.640, 1.440) 1.000 No
5-4 0.020  (-1.520,1.560) 1.000 No
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Anexo 12. Comparacion del indice de lee de los 5 tratamientos al termino de la fase

de suplementacion.

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R’Dif. Sig (p <0.05)

Tratamiento 4 3626 906.6 6.60 0.001 11.7202 56.90% Si
Error 20 2747 137.4
Total 24 6374

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultdneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 15.08 (-7.09,37.25) 0.286 No
3-1 30.56 ( 8.39,52.73) 0.004 Si
4-1 28.28 ( 6.11,50.45)  0.009 Si
5-1 31.24 ( 9.07,53.41) 0.003 Si
3-2 15.48 (-6.69, 37.65)  0.263 No
4-2 13.20 (-8.97,3537) 0411 No
5-2 16.16 (-6.01,38.33) 0.227 No
4-3 -2.28 (-24.45,19.89)  0.998 No
5-3 0.68 (-21.49,22.85)  1.000 No
5-4 2.96 (-19.21,25.13)  0.994 No

Anexo 13. Comparacion de los niveles de glucosa en sangre de los 5 tratamientos al

final de suplementacion.

Analisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R® Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 462  115.5 7.17 0.001 4.01248 58.93% Si
Error 20 322 16.1
Total 24 784
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia  simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 11.80 ( 4.21,19.39) 0.001 Si
3-1 3.40 (-4.19, 10.99) 0.671 No
4-1 4.20 (-3.39, 11.79) 0.482 No
5-1 9.60 ( 2.01,17.19) 0.009 Si
3-2 -8.40 (-15.99, -0.81) 0.026 Si
4-2 -7.60 (-15.19, -0.01) 0.050 Si
5-2 -2.20 (-9.79, 5.39) 0.906 No
4-3 0.80 (-6.79, 8.39) 0.998 No
5-3 6.20 (-1.39, 13.79) 0.145 No
5-4 5.40 (-2.19, 12.99) 0.247 No

Anexo 14. Comparacion de los niveles de HDL de los 5 tratamientos al final de la
fase de suplementacion
Anélisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p S R®  Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 1573.4  393.36 7.047 0.000 3.25883 88.11% Si
Error 20 2124 10.62
Total 24 1785.8

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento  Diferencia simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 -19.60 (-25.76, -13.44) 0.000 Si
3-1 -19.00 (-25.16, -12.84) 0.000 Si
4-1 -18.40 (-24.56, -12.24) 0.000 Si
5-1 -21.60 (-27.76, -15.44) 0.000 Si
3-2 0.60 (-5.56, 6.76) 0.998 No
4-2 1.20 (-4.96, 7.36) 0.976 No
5-2 -2.00 (-8.16, 4.16) 0.865 No
4-3 0.60 (-5.56, 6.76) 0.998 No
5-3 -2.60 (-8.76, 3.56) 0.717 No
5-4 -3.20 (-9.36, 2.96) 0.543 No
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Anexo 15. Comparacion del nivel de triglicéridos de los 5 tratamientos al final de la
fase Il.

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp S R Dif. Sig,

(p <0.05)
Tratamiento 4 6097.6 15244 81.87 0.000 4.315 94.24% Si
Error 20 3724 18.62
Total 24 6470.0

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia  simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 39.00 (30.84, 47.16) 0.000 Si
3-1 23.40 (15.24, 31.56) 0.000 Si
4-1 4.60 (-3.56, 12.76) 0.464 No
5-1 -1.00 (-9.16, 7.16) 0.996 No
3-2 -15.60 (-23.76, -7.44)  0.000 Si
4-2 -34.40 (-42.56, -26.24)  0.000 Si
5-2 -40.00 (-48.16, -31.84) 0.000 Si
4-3 -18.80 (-26.96, -10.64)  0.000 Si
5-3 -24.40 (-32.56, -16.24)  0.000 Si
5-4 -5.60 (-13.76, 2.56) 0.279 No

Anexo 16. Comparacion de los niveles de TNF-alpha (pg/ml) de los 5 tratamientos

al final de la fase 11

Analisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA 102
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R® Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 235491 58872.8 154.12 0.000 19.5446 96.86%  Si
Error 20 7640 3820
Total 24 243131
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultaneo  Valor p Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 302.0 (265.0, 339.0) 0.000 Si
3-1 118.8 ( 81.8, 155.7)  0.000 Si
4-1 146.3 (109.3, 183.2) 0.000 Si
5-1 110.7 ( 73.8, 147.7)  0.000 Si
3-2 -183.3 (-220.2, -146.3)  0.000 Si
4-2 -155.8 (-192.7,-118.8)  0.000 Si
5-2 -191.3 (-228.3, -154.3)  0.000 Si
4-3 27.5 ( -9.5, 64.5) 0.211 No
5-3 -8.0 (-45.0, 29.0) 0.965 No
5-4 -35.5 (-72.5, 1.5) 0.064 No

Anexo 17. Comparacion del tiempo de exploracion del objeto nuevo (b) de los 5
tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de corto plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp S R Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 860.55 215.138 53.17 0.000 2.011 91.40% Si
Error 20 80.93 4.047
Total 24 941.48

Prueba de comparaciones maltiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia  simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 7.37 (3.56,11.17) 0.000 Si
3-1 7.40 (3.60,11.21) 0.000 Si
4-1 12.24 (8.43,16.04) 0.000 Si
5-1 17.69 (13.88,21.49) 0.000 Si
3-2 0.04 (-3.77, 3.84) 1.000 No
4-2 4.87 (1.06, 8.67) 0.008 Si
5-2 10.32 (6.51, 14.12) 0.000 Si
4-3 4.83 (1.03, 8.64) 0.009 Si
5-3 10.28 (6.48, 14.09) 0.000 Si
5-4 5.45 (1.64, 9.26) 0.003 Si
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Anexo 18. Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) de los 5
tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de corto plazo

Analisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R®  Dif. Sig (p
<0.05)

Tratamiento 4 14.62 3.654 2.79 0.054 1.1441 3583% No
Error 20 26.18 1.309

Total 24
Prueba de comparaciones maltiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultdneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 1.034 (-1.130, 3.198) 0.617 No
3-1 0.858 (-1.306, 3.022) 0.759 No
4-1 -0.738 (-2.902, 1.426) 0.843 No
5-1 -0.776 (-2.940, 1.388) 0.818 No
3-2 -0.176 (-2.340, 1.988) 0.999 No
4-2 -1.772 (-3.936, 0.392) 0.143 No
5-2 -1.810 (-3.974, 0.354) 0.130 No
4-3 -1.596 (-3.760, 0.568) 0.218 No
5-3 -1.634 (-3.798, 0.530) 0.200 No

Anexo 19.Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el
objeto nuevo (b) de los 5 tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la

memoria de corto plazo

Comparacién del tiempo de exploracion total del objeto familiar (a) y el objeto nuevo
(b) de los 5 tratamientos en la prueba NOR en el anélisis de la memoria de corto plazo

Analisis de Varianza
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Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R®  Dif. Sig
(p <0.05)

Tratamiento 4 738.19 184.548 48.27 0.000 1955 90.61% Si
Error 20 76.46 3.823

Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado
2-1 8.42 (4.72,12.12) 0.000 Si
3-1 8.19 (4.49,11.89) 0.000 Si
4-1 10.71 (7.02,14.41) 0.000 Si
5-1 16.93 (13.23, 20.62) 0.000 Si
3-2 -0.23 (-3.92, 3.47) 1.000 No
4-2 2.30 (-1.40, 5.99) 0.371 No
5-2 8.51 (4.81,12.21) 0.000 Si
4-3 2.52 (-1.18, 6.22) 0.284 No
5-3 8.73 (5.04, 12.43) 0.000 Si
5-4 6.21 (2.51, 9.91) 0.001 Si

Comparacién del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento estandar en la prueba NOR en el andlisis de la memoria de corto plazo

Prueba T de student

Tratamiento 1 N Media  Diferencia= p(1)-u(2) p valor
Significancia (P < 0.05)

Objeto familiar(a) 5 5.66
VS 3.52 0.000 Si

Objetonuevo (b) 20 2.14 105

Comparacién del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento obesogénico en la prueba NOR en el analisis de la memoria de corto
plazo

Prueba T de student
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Tratamiento 2 N Media Diferencia= pu(1)-u(2) p valor Significancia (P <
0.05)

Objeto familiar(a) 5  3.18
VS 9.850.013 Si
Objeto nuevo (b) 513.03

Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento con té verde en la prueba NOR en el andlisis de la memoria de corto
plazo

Prueba T de student

Tratamiento 3 N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor Significancia (P <
0.05)

Objeto familiar(a) 5  3.02
VS 10.06  0.001 Si
Objeto nuevo (b) 5 13.03

Comparacién del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento con omega 3 en la prueba NOR en el anélisis de la memoria de corto
plazo

Prueba T de student

Tratamiento 4 N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor Significancia (P
<0.05)

Objeto familiar (a) 5 1.404
VS 16.4920.000 Si
Objeto nuevo (b) 5 17.09

Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento con te verde + omega 3 en la prueba NOR en el analisis de la memoria
de corto plazo

Prueba T de student
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Tratamiento5 N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor Significancia (P <
0.05)

Objeto familiar (@) 5  1.37
VS 21.980.000 Si

Objeto nuevo (b)  523.35

Comparacion del indice de discriminacion absoluto (d1) de los 5 tratamientos en la

prueba NOR en el analisis de la memoria de corto plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp S R? Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 1034.4 257.854 37.61 0.000 2.6185 88.26%  Si
Error 20 134.1 6.857
Total 24

Prueba de comparaciones maltiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia  simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 6.72 (1.76, 11.67) 0.005 Si
3-1 6.93 (1.98,11.88) 0.004 Si
4-1 13.36 (8.40, 18.31) 0.000 Si
5-1 18.85 (13.89, 23.80) 0.000 Si
3-2 0.21 (-4.74, 5.17) 1.000 No
4-2 6.64 (1.69, 11.59) 0.006 Si
5-2 12.13 (7.17,17.08) 0.000 Si
4-3 6.43 (1.47,11.38) 0.007 Si
5-3 11.92 (6.96, 16.87) 0.000 Si
5-4 5.49 (0.53, 10.44) 0.026 Si

Anexo 21 Comparacion del indice de discriminacion relativo (d2) de los 5
tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de corto plazo

Andlisis de Varianza
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Resumen del modelo ANOVA

Fuente

GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p S R® Dif. Sig
(p <0.05)

Tratamiento 4 0.8895 257.854 12.05 0.000 0.1359 70.67% Si

Error 20 03691  6.857
Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valor p  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado
2-1 0.1180 (-0.1390, 0.3750) 0.651 No
3-1 0.1960 (-0.0610, 0.4530) 0.192 No
4-1 0.4700  (0.2130,0.7270) 0.000 Si
5-1 0.4660  (0.2090, 0.7230) 0.000 Si
3-2 0.0780  (-0.1790, 0.3350) 0.891 No
4-2 0.3520  (0.0950, 0.6090) 0.005 Si
5-2 0.3480  (0.0910, 0.6050) 0.005 Si
4-3 0.2740  (0.0170,0.5310) 0.033 Si
5-3 0.2700  (0.0130, 0.5270) 0.037 Si
5-4 -0.0040  (-0.2610, 0.2530) 1.000 No

Anexo 22. Comparacion del indice de preferencia (d3) de los 5 tratamientos en la

prueba NOR en el analisis de la memoria de corto plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p S R Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 2026.3 506.58 10.27 0.000 7.022 67.26%
Si
Error 20 0986.3 49.32
Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey
Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado
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7.59

8.20
23.79
21.41

0.61

16.20
13.82
15.59
13.21
-2.38
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(-5.69, 20.88)
(-5.08, 21.49)
(10.51, 37.07)
( 8.13, 34.70)
(-12.67, 13.90)
( 2.91, 29.48)
( 0.54,27.11)
( 2.30, 28.87)
(-0.07, 26.49)
(-15.66, 10.91)

0.451
0.376
0.000
0.001
1.000
0.012
0.039
0.017
0.052

0.983

No
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
No

Anexo 23. Comparacion del tiempo de exploracion del objeto nuevo (b) de los 5

tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de largo plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valorp S R? Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 2026.3 546.43 29.54 0.000 215 8552% Si
Error 20 0986.3 92.50
Total 24

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de

IC

Tratamiento Diferencia simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 6.29 ( 2.22,10.35) 0.001 Si
3-1 13.77 ( 9.71,17.84) 0.000 Si
4-1 7.61 ( 3.54,11.68) 0.000 Si
5-1 11.03 ( 6.96,15.10) 0.000 Si
3-2 7.49 ( 3.42,11.56) 0.000 Si
4-2 1.32 (-2.75, 5.39) 0.865 No
5-2 4,75 ( 0.68, 8.81) 0.017 Si
4-3 -6.17 (-10.23,-2.10) 0.002 Si
5-3 -2.74 (-6.81, 1.33) 0.294 No
5-4 3.42 (-0.64, 7.49) 0.126 No
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Anexo 24. Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) de los 5

tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de largo plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p S R® Dif. Sig
(p <0.05)

Tratamiento 4 268.70 67.176 17.74 0.000 1946 7801 Si
Error 20 75.75 3.788

Total 24
Prueba de comparaciones maltiples de Tukey

Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo ~ Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado
2-1 9.98 (6.30, 13.66) 0.000 Si
3-1 7.41 (3.73,11.09) 0.000 Si
4-1 5.63 (1.94, 9.31) 0.002 Si
5-1 5.56 (1.87, 9.24) 0.002 Si
3-2 -2.57 (-6.25, 1.11) 0.264 No
4-2 -4.35 (-8.03, -0.67) 0.016 Si
5-2 -4.42 (-8.10, -0.74) 0.014 Si
4-3 -1.78 (-5.47, 1.90) 0.605 No
5-3 -1.85 (-5.54, 1.83) 0.570 No
5-4 -0.07 (-3.75, 3.61) 1.000 No

Anexo 25. Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el
objeto nuevo (b) de los 5 tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la

memoria de largo plazo

Comparacion del tiempo de exploracion total del objeto familiar (a) y el objeto nuevo
(b) de los 5 tratamientos en la prueba NOR en el anélisis de la memoria de largo plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA
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Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp S R® Dif. Sig

(p <0.05)
Tratamiento 4 1272.5 318.13 4087 0.000 2.79 89.10 Si
Error 20 155.77.784
Total 24 1428.2

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 14.66 ( 9.39,19.94) 0.000 Si
3-1 20.98 (15.71,26.26) 0.000 Si
4-1 13.23 ( 7.96,18.51) 0.000 Si
5-1 17.39 (12.11,22.67)  0.000 Si
3-2 6.32 ( 1.04, 11.60) 0.014 Si
4-2 -1.43 (-6.71, 3.85) 0.924 No
5-2 2.72 (-2.55, 8.00) 0.548 No
4-3 -7.75 (-13.03,-2.47)  0.002 No
5-3 -3.60 (-8.87, 1.68) 0.285 No
5-4 4.15 (-1.12, 9.43) 0.169 No

Comparacién del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento estandar en la prueba NOR en el andlisis de la memoria de largo plazo

Prueba T de student

Tratamientol N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor Significancia (P <
0.05)

Objeto familiar(a) 5  5.63
VS 4.56 0.003 Si

Objetonuevo (b) 20  10.19

Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento obesogénico en la prueba NOR en el analisis de la memoria de largo
plazo

Prueba T de student
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Tratamiento 2 N Media Diferencia= pu(1)-u(2) p valor Significancia
(P <0.05)

Objeto familiar (@) 5  15.61
VS 0.87 0.635 No
Objetonuevo(b) 5  16.48

Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento con té verde en la prueba NOR en el andlisis de la memoria de largo
plazo

Prueba T de student

Tratamiento 3 N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor Significancia
(P <0.05)

Objeto familiar (@) 5  15.61
VS 8.36 0.000 Si
Objeto nuevo (b) 5 23.97

Comparacion del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento con omega 3 en la prueba NOR en el anélisis de la memoria de largo
plazo

Prueba T de student

Tratamiento4 N Media Diferencia= pu(1)-u(2) p valor Significancia
(P <0.05)

. . 112
Objeto familiar (a) 5 11.26

VS 6.54 0.003 Si
Objetonuevo (b) 5 17.80

Comparacién del tiempo de exploracion del objeto familiar (a) vs el objeto nuevo (b)
del tratamiento con te verde + omega 3 en la prueba NOR en el analisis de la memoria
de largo plazo

Prueba T de student
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Tratamiento5 N Media Diferencia= u(1)-u(2) p valor Significancia
(P <0.05)

Objeto familiar (@) 5  11.19
VS 10.036 0.000 Si

Objetonuevo (b) 5  22.226

Anexo 26. Comparacion del indice de discriminacion absoluto (d1) de los 5
tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de largo plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S R Dif. Sig (p
<0.05)

Tratamiento 4 238.6159.654 12.07 0.000 2.223 70.70% Si
Error 20 98.89 4944

Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado
2-1 -3.69 (-7.90, 0.51) 0.103 No
3-1 4.36 (0.16, 8.57) 0.040 Si
4-1 1.98 (-2.22, 6.19) 0.629 No
5-1 4.68 (0.47, 8.88) 0.025 Si
3-2 8.06 (13.85,12.26) 0.000 Si
4-2 5.67 (1.47, 9.88) 0.005 Si
5-2 8.37 (4.16, 12.57) 0.000 Si
4-3 -2.38 (-6.59, 1.82) 0.460 No
5-3 0.31 (-3.89, 4.52) 0.999 No
5-4 2.69 (-1.51, 6.90) 0.341 No

Anexo 27. Comparacion del indice de discriminacion relativo (d2) de los 5

tratamientos en la prueba NOR en el analisis de la memoria de largo plazo

Andlisis de Varianza

110



Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valorp S R® Dif. Sig
(p <0.05)

Tratamiento 4 0.24060.0601 8.72 0.000 0.0830  63.55% Si
Error 20  0.1380 0.0069

Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valor p  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado
2-1 -0.2680  (-0.4251, -0.1109) 0.000 Si
3-1 -0.0500  (-0.2071, 0.1071) 0.873 No
4-1 -0.0620  (-0.2191, 0.0951) 0.762 No
5-1 -0.0080  (-0.1651, 0.1491) 1.000 No
3-2 0.2180 (0.0609, 0.3751) 0.004 Si
4-2 0.2060 (0.0489, 0.3631) 0.007 Si
5-2 0.2600  (0.1029, 0.4171) 0.001 Si
4-3 -0.0120  (-0.1691, 0.1451) 0.999 No
5-3 0.0420  (-0.1151, 0.1991) 0.928 No
5-4 0.0540 (-0.1031, 0.2111) 0.840 No

Anexo 28. Comparacion del indice de preferencia (d3) de los 5 tratamientos en la

prueba NOR en el andlisis de la memoria de largo plazo

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp S R® Dif. Sig (p
<0.05)

Tratamiento 4 4448 111.20 3.65 0.022 5517 4221% Si
Error 20 608.9 30.45

Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey
Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo
niveles de medias  de 95% ajustado
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10.82  (-21.26,-0.38) 0.040 Si
053  (-9.90, 10.97) 1.000 No
302 (-13.45, 7.42) 0.907 No
042 (-10.86,10.02) 1.000 No

- 11.35  ( 0.92, 21.79) 0.029 Si
780  (-2.63,18.24) 0.207 No
- 10.40  (-0.04, 20.84) 0.051 No

355  (-13.99, 6.89) 0.844 No
096  (-11.39, 9.48) 0.999 No
259  (-7.84,13.03) 0.944 No

GO RO~ WOOaOPRWDN
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Anexo 29. Comparacion del tiempo de congelacidn de los 5 tratamientos en la
prueba de campo abierto

Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F  Valorp S R Dif. Sig

(p <0.05)
Tratamiento 4 217.4 54.338 6.82 0.001 0.0830 63.55%
Si
Error 20 159.3 7.966
Total 24 376.7

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia  simultaneo Valorp  Significativo
niveles de medias de 95% ajustado

2-1 0.53 (-4.81, 5.87) 0.998 No
3-1 0.34 (-5.00, 5.68) 1.000 No
4-1 7.44 (2.10,12.78) 0.004 Si
5-1 4.56 (-0.78, 9.90) 0.117 No
3-2 -0.19 (-5.53, 5.15) 1.000 No
4-2 6.92 (1.58, 12.26) 0.007 Si
5-2 4.04 (-1.30, 9.38) 0.199 No
4-3 7.10 (1.76, 12.44) 0.006 Si
5-3 4.22 (-1.12, 9.56) 0.166 No
5-4 -2.88 (-8.22, 2.46) 0.506 No

Anexo 30. Comparacion del tiempo de latencia de los 5 tratamientos en la prueba

de campo abierto
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Andlisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp S R® Dif. Sig
(p <0.05)
Tratamiento 4 3.284 0.8210 1.04 0411 0.888 17.23% No

Error 20  15.775 0.7887
Total 24
Prueba de comparaciones multiples de Tukey
Diferencia de IC

Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo

niveles de medias  de 95% ajustado

-0.738  (-2.418,0.942) 0.686

-0.948 (-2.628,0.732) 0.463

-0.394  (-2.074,1.286) 0.954
-0.938  (-2.618,0.742) 0.473
0210  (-1.890,1.470) 0.995
0.344 (-1.336,2.024)  0.971
-0.200  (-1.880,1.480)  0.996
0554  (-1.126,2.234)  0.858
0.010  (-1.670,1.690)  1.000
-0.544  (-2.224,1.136)  0.866

OGO, WoabrwN
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No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

Anexo 31. Comparacion de la actividad locomotora de los 5 tratamientos en la

prueba de campo abierto

Analisis de Varianza

Resumen del modelo ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp S

Tratamiento 4 964.2 241.04 16.11  0.000 3.8678 76.32%

Error
Total

20 299.2 14.96
24

RZ

Dif. Sig
(p <0.05)

Si

Prueba de comparaciones multiples de Tukey
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Diferencia de IC
Tratamiento Diferencia simultaneo  Valorp  Significativo

niveles de medias  de 95% ajustado

2-1 5.20 (-2.12,12.52) 0.248 No
3-1 10.40 (3.08,17.72) 0.003 Si

4-1 8.40 (1.08, 15.72) 0.020 Si

5-1 18.80 (11.48,26.12)  0.000 Si

3-2 5.20 (-2.12,12.52) 0.248 No
4-2 3.20 (-4.12, 10.52) 0.689 No
5-2 13.60 (6.28, 20.92) 0.000 Si

4-3 -2.00 (-9.32, 5.32) 0.922 No
5-3 8.40 (1.08, 15.72) 0.020 Si

5-4 10.40 (3.08,17.72) 0.003 Si

Anexo 32. Coeficiente de correlacion de pearson del mapa de correlacién global de

parametros bioquimico, antropométrico, inmunolédgico y comportamentales.

Tnf-a

Glucosa 0.598 Glucosa

TG 0.779 0390 TG

c-HDL -0.616  -0.483  -0.397 c-HDL

Peso final 0.368 0.319 0.146  -0.804 P-final
Consumode A. 0.121 0.117 0060 -0515  0.841 Consumo de

alimento
Ganacia de 0338 0206 0054 -0.611 0806 0560 canancia
de peso

peso

Indice lee 0.149 0.109 0017  -0649 0701 0658 0541 |!-lee Inmoviliza
Inmovilizaciéon  0.057  -0.129  -0.450  -0.205  0.377 0.258 0504 0.289  cisn
Latencia -0.194  -0267 -0.231 0484  -0317 -0.126 -0.266 -0.276  0.094
AL 0.114 0213  -0.203 -0621 0754 0700 0517 0568  0.447
T.E.Total 0.328 0376  -0.106 -0.778 0.745 0506 0.614 0589 0518
M.C.P

T.E.O.Nuevo  0.258 0303 -0.209 -0.733 0701 0464 0578 0603 0.595
M.C.P
T.E.O.Familiar  0.238 0.242 0.524 0.010  -0.008 0.054 -0.005 -0.237 -0.517
M.C.P

dl1 M.C.P 0.203 0249  -0.275 -0678 0657 0423 0540 0601 0.643
d2 M.C.P 0.203 0249  -0.275 -0678 0657 0423 0540 0601 0.643
d3M.C.P 0.184 0.005 -0.306 -0510 0550 0.344 0501 0.496 0.759
T.E.Total 0.537 0.387 0439  -0.764 0.827 0722 0563 0660 0.168
M.L.P

T.E.O.Nuevo  0.245 0.277 0.169  -0673 0.844 0799 0537 0687 0.185

M.L.P
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T.E.O.Familiar 0.794 0.435 0.692 -0.687 0.586 0.428 0.450 0.449 0.101
M.L.P
dl M.L.P -0.413 -0.114 -0.452 -0.233 0.429 0.391 0.155 0.296 0.193
d2 M.L.P -0.715 -0.383 -0.688 0.233 -0.063 -0.018 -0.185 -0.074  0.096
d3 M.L.P -0.591 -0.312 -0.506 0.187 0.034 0.142 -0.067  0.092 0.012
Latencia Act.
AL 0225 locomotora
T.E.Total M.C.P -0.198 0.791 T.E.Total
M.C.P
T.E.O.Nuevo -0.159 0.789 0979  T.E.O.Nuevo
M.C.P M.C.P
TE.OFamiliar  -0.125 -0.219 -0.189 -0386  T-E.O.Famil
iar M.C.P
M.C.P di1M.CP
di M.C.P -0.137 0.758 0.923 0.981 -0.548 d2 M.C.P
d2 M.C.P -0.137 0.758 0.923 0.981 -0.548 1.000
d3 M.C.P 0.005 0.567 0.705 0.811 -0.717 0.880 0.880 dsMc.P
T.E.Total M.L.P -0.201 0.560 0.634 0.562 0.160 0.494 0.494 0.320
T.E.O.Nuevo -0.260 0.657 0.636 0.578 0.091 0.518 0.518 0.334
M.L.P
T.E.O.Familiar -0.067 0.281 0.465 0.393 0.212 0.331 0.331 0.218
M.L.P
diM.L.P -0.173 0.494 0.394 0.405 -0.167 0.396 0.396 0.280
d2 M.L.P -0.077 0.128 0.010 0.046 -0.178 0.063 0.063 0.050
d3 M.L.P -0.154 0.095 -0.021 -0.017 -0.010 -0.023 -0.023 -0.044
T.E.Total
M.L.P
T.E.O.Nuevo 0.920 T.E.O.Nuevo
M.L.P M.L.P
T.E.O.Famil
T.E.O.Familiar 0.846 0.570 iar M.L.P
M.L.P
dl M.L.P 0.309 0.603 -0.173 diMLP
d2 M.L.P -0.237 0.098 -0.631 0.824 d2M.L.P
d3 M.L.P -0.039 0.289 -0.476 0.722 0.842
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Anexo 33. P valor del coeficiente de correlacion de pearson del mapa de

correlacion global de parametros bioquimico, antropométrico, inmunologico y

comportamentales.

Tnf-a
Glucosa 0.002 Glucosa
TG 0.000 0.054 TG
c-HDL 0001 0015 0050  cppL 'fi‘f:I
Peso final 0.070 0121 0486  0.000 Consumo
Consumode A. 0563 0577 0777 0008 00pp dedlimeno
Ganacia de 0.098  0.323 0798  0.001 0.000 0.004 Gdae”;‘:ga
peso .
I.lee 0478 0605 0936 0000 0000 0000 0005 !'ndicelee . il
Inmovilizacion 0.785 0539 0.024 0326 0063 0.213 0010 0.161  zacién
Latencia 0353  0.196 0266  0.014 0.123 0548 0.199 0.181 0.656
AL 0589  0.307 0329 0.001 0.000 0.000 0.008 0.003 0.025
T.E.Total 0110 0064 0613  0.000 0.000 0.010 0.001 0.002 0.008
M.C.P
TEONuevo 0213  0.142 0316  0.000 0000 0.019 0.002 0.001 0.002
M.C.P
T.E.O.Familiar 0251  0.244 0.007 0963 0969 0.797 0.983 0254 0.008
M.C.P
d1 M.CP 0330 0231 0183  0.000 0000 0.035 0.005 0.001 0.001
d2 M.C.P 0330 0231 0183  0.000 0.000 0.035 0.005 0.001 0.001
d3M.C.P 0378 0982 0137  0.009 0004 0092 0.011 0.012 0.000
T.E.Total 0.006  0.056 0028  0.000 0.000 0.000 0.003 0.000 0423
M.L.P
TEONuevo 0238  0.180 0420  0.000 0.000 0.000 0.06 0.000 0.377
M.L.P
T.E.O.Familiar 0.000  0.030 0000 0.000 0002 0.033 0024 0024 0.631
M.L.P
di M.L.P 0.040 0586 0023 0262 0032 0053 0460 0.151 0.355
d2 M.L.P 0.000 0059 0.000 0263 0766 0931 0375 0.725 0.647
d3M.L.P 0.002 0128 0010 0372 0.870 0499 0749 0.663 0.955
Latencia Act

AL 0.280 LOCOMOMON & & ota)

M.C.P
T.E.Total 0.344  0.000 T EONuev
M.C.P N
T.E.O.Nuevo 0.446 0.000 2.3E-17 o
M.C.P T.E.O.Familiar
T.E.O.Familiar 0.550 0.293  3.7E-01 57E-02 Mm.cP
M.C.P di
dl M.CP 0515 0000 49E-11  52E-18 46E-03 MCP
d2 MC.P 0.515 0.000 4.9E-11 5.2E-18 4.6E-03 0.0E+00
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d2

M.C.P d3
M.C.P
d3M.CP 0081 0003 84E-05 B87E-07 55E-05 6.5E-09 6.5E-09
T.E.Total 0336 0004 6.7E-04  34E-03 45E-01 12E-02 12E-02  1.2E-
M.L.P 01
T.E.O.Nuevo 0.210 0.000  6.4E-04 2.5E-03 6.7E-01 8.0E-03 8.0E-03 1.0E-
M.L.P 01
TEOFEamiliar 0750 0174 19E-02  52E-02 31E-01 11E-01 11E-01  3.0E-
M.L.P 01
dl M.LP 0408 0012 52E-02 45602 42E01 50E-02 50E-02  L8E-
01
d2 M.LP 0713 0543 96E-01  83E-01 39E01 7.6E-01 7.6E-01  8.1E-
01
d3M.LP 0463 0651 92E-01  93E-01 96E01 91E-01 91E-01  8.3E-
01
T.E.Total
M.L.P
T.E.O.Nuevo 7.6E-11 IAEL'%N“‘SVO
M.L.P L. .
T.E.O.Familiar 1.0E-07 20E-03  T.E.O.Familiar
M.L.P M.L.P
dl M.L.P 1.3E-01 1.4E-03 4.1E-01 d1M.LP L
d2 M.LP 2 5E-01 6.4E-01 7.2E-04 4.3E-07 =
d3M.LP 8.5E-01 1.6E-01 1.6E-02 4.6E-05 1.3E-07
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