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Resumen.

La alimentacion y el estado de nutricion influyen en el equilibrio homeostatico, siendo capaces de
alterar el rendimiento cognitivo. Los prebidticos son suplementos que pueden modular el
microbioma intestinal, que a su vez modula la funcion cerebral a través de la produccion de Acidos
Grasos de Cadena Corta (AGCC) y otros metabolitos. El objetivo de esta investigacion fue conocer
el efecto del consumo de una dieta alta en grasa y la suplementacién con inulina sobre la
flexibilidad cognitiva, la composicion corporal y la microbiota intestinal en un modelo murino.
Este fue un estudio experimental con una intervencion de 6 semanas, en ratonesCD1 (n=30)
divididos en 5 grupos: Grupo Control (C) alimentado con una dieta estandar, Grupo Dieta alta en
grasa (HF), Grupo Inulina (1), Grupo Grasa/lnulina (HFI) y un Grupo Control Manipulacién (M),
con las mismas caracteristicas y alimentacion del grupo C, pero sin manipulacion durante la
experimentacion. Se aplico el Attentional set-shifting test (AST) a los primeros 4 grupos
experimentales para evaluar la flexibilidad cognitiva. Posteriormente, se evalud la composicion
corporal por medio de bioimpedancia eléctrica, y se extrajeron los tejidos adiposos inguinal,
retroperitoneal, gonadal y peritoneal para su pesaje. Finalmente, se realizd un analisis
metataxondmico bacteriano de la microbiota intestinal mediante la secuenciacion del gen ARNr
168S.

Se observo que los ratones del grupo HF realizaron un nidmero mayor de ensayos en el AST
comparado con los grupos C, | y HFI. En cuanto a la composicién corporal, no se observaron
diferencias significativas, sin embargo, la dieta grasa provoco diferencias en la masa de los tejidos
adiposos gonadal y peritoneal en comparacién del grupo C. En la microbiota intestinal se
observaron diferencias significativas en la diversidad alfa, siendo el grupo I el que mostrd6 menor
diversidad bacteriana en comparacién con el grupo HF, lo cual no se respalda con estudios
anteriores. No se presentaron diferencias entre los filos Bacillota y Bacteroidota entre los grupos.
A nivel de género, Clostridium presentd una menor proporcién de secuencias en el grupo I,
comparado con el grupo C. Por otro lado, Lactobacillus en el grupo HF presentd menor porcentaje

de secuencias que en los grupos C e I, lo que se puede relacionar con la produccion de AGCC.

Estos resultados, sugieren gue la suplementacién con inulina puede ser un recurso Util para reducir
los efectos que afectan la salud de la dieta alta en grasa, especificamente en la flexibilidad cognitiva

y en la composicidn bacteriana de la microbiota intestinal.



Abstract.

Diet and nutritional status influence homeostatic balance, being able to alter cognitive performance.
Prebiotics are supplements that can modulate the gut microbiome, which in turn modulates brain
function through the production of Short Chain Fatty Acids (SCFAs) and other metabolites. The
objective of this research was to learn the effect of consumption of a high-fat diet and
supplementation with inulin on cognitive flexibility, body composition and gut microbiota in a
murine model. This was an experimental study with a 6-week intervention, in CD1 mice (n=30)
divided into 5 groups: Control Group (C) fed with a standard diet, High Fat Diet Group (HF), Inulin
Group (1), Fat/Inulin Group (HFI) and a Manipulation Control Group (M), with the same
characteristics and diet of group C, but without manipulation during the experimentation. The
Attentional set-shifting test (AST) was applied to the first 4 experimental groups to evaluate
cognitive flexibility. Subsequently, body composition was evaluated by electrical bioimpedance,
and inguinal, retroperitoneal, gonadal and peritoneal adipose tissues were extracted for weighing.
Finally, a bacterial meta-taxonomic analysis of the intestinal microbiota was performed by 16S

rRNA gene sequencing.

We observed that HF group performed a higher number of AST trials compared to C, | and HFI
groups. Regarding body composition, no significant differences were observed, however, HF diet
caused differences in the mass of gonadal and peritoneal adipose tissues compared to C group. At
the gut microbiota, significant differences were observed in alpha diversity of the gut microbiota,
I group showing lower bacterial diversity than HF group, which is not supported by previous
studies. There were no differences between Bacillota and Bacteroidota phyla between the groups.
At the genus level, Clostridium presented a lower proportion of sequences in | group vs C group;
nevertheless, Lactobacillus presented a lower percentage of sequences in HF group than C and |

groups, which may be related to the production of SCFA.

These results suggest that supplementation with inulin may be a useful resource to reduce the
health-affecting effects of the high-fat diet, specifically on cognitive flexibility and on the bacterial

composition of the gut microbiota.



1. Marco teorico.

1.1 Funcién cognitiva.

La funcion cognitiva es la capacidad de aprender, retener y recordar informacion. También abarca
funciones intelectuales, como la evaluacion y el juicio; ademas, incluye todas habilidades y
procesos mentales relacionados al conocimiento, abarcando la atencion, la memoria, el

razonamiento, la comprension y la produccion del lenguaje (1).

1.1.1 Corteza prefrontal.
La corteza cerebral estéa constituida por un conjunto de neuronas que conforman la materia gris del

cerebro, que es la porcion mas externa. La corteza se divide en 4 regiones principales: I6bulo
frontal, temporal, parietal y occipital. El 16bulo frontal es el 16bulo més grande del cerebro y se
encuentra frente al surco central. El I6bulo frontal dorsolateral se divide en tres areas principales:
la corteza prefrontal, la corteza premotora y la corteza motora primaria (2). La region prefrontal
constituye el 30% del area cortical total (3) (Figura 1). La funcion ejecutiva antes descrita se
relaciona a la corteza prefrontal (CPF), comprendiendo a su vez la memoria de trabajo y la
flexibilidad cognitiva (4). La CPF participa en la representacion y produccién de acciones. Se
sugiere que la capacidad de estructurar el tiempo presente para que tenga utilidad en el futuro es el

rasgo caracteristico de la CPF (5).

Existen diversos trastornos psiquiatricos y neuroldgicos que pueden ser producto de un deterioro
de control cognitivo relacionado a la corteza prefrontal. Ejemplo de ello es el Trastorno de Déficit
de Atencion con Hiperactividad, que presenta importantes deficiencias de la Funcion
ejecutiva/Control cognitivo en el manejo de la atencion, la memoria de trabajo y la inhibicién de
la respuesta, que contribuyen a los sintomas de dicha patologia descritos en el Manual diagnédstico
y estadistico de los trastornos mentales, quita edicion (DSM-5), que incluyen distraccion e
impulsividad. Ademas, algunos sintomas del trastorno depresivo mayor incluyen dificultad en la
toma de decisiones y la concentracién. Asi mismo, en la esquizofrenia, los sintomas se han
relacionado con el deterioro de la conducta dirigida a un objeto y a la deficiencia en el control de
la realidad, resaltando sintomas como el déficit de memoria de trabajo, que puede impedir la

rehabilitacién en quien la padece (6).



Corteza premotora

Corteza dorsolateral
prefrontal

. Corteza inferior frontal
Corteza fronto-polar
[ Corteza orbitofrontal
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Campo ocular frontal

Figura 1. Areas principales de la corteza prefrontal.
Elaboracion propia, basado en Friedman and Robbins (6).

La corteza cerebral se divide en 4 regiones principales: 16bulo frontal, temporal, parietal y occipital. El
I6bulo frontal se encuentra frente al surco central; el 16bulo frontal dorsolateral se divide en tres areas
principales: la corteza prefrontal, la corteza premotora y la corteza motora primaria. La region prefrontal
constituye el 30% del area cortical total.

1.1.2 Flexibilidad cognitiva.
Se define a la flexibilidad cognitiva (FC) como una propiedad de la funcion ejecutiva y como la

habilidad de ajustar de manera adecuada y eficiente el comportamiento propio de acuerdo con el
entorno cambiante, comunmente medido con el cambio de tareas. La FC permite que un individuo
trabaje de manera eficiente para desconectarse de una tarea anterior, reconfigurar un nuevo
conjunto de respuestas e implementar este en la tarea en cuestion. Una FC eficiente se relaciona a
mejores habilidades de lectura en la infancia, mayor resiliencia ante eventos negativos, mejor
manejo de estrés y mejor calidad de vida en personas mayores (7). Ademas, permite el ajuste

apropiado de pensamientos y comportamientos en respuesta de demandas ambientales cambiantes
(8).

Teniendo en cuenta que la CPF esta involucrada en la FC, los déficits asociados a la misma, como
los causados por la ansiedad, que se atribuyen a anomalias en el procesamiento neuronal de la PFC,

afectan la flexibilidad cognitiva (9).




1.1.2.1 Medicion de la Flexibilidad cognitiva en humanos.
La FC puede ser dificil de examinar; se requiere inducir modificaciones en la atencion que implican

un cambio de conjunto y cambio de tareas. Es comunmente medida en laboratorios utilizando
paradigmas conductuales de cambio de conjunto o de tareas. Una tarea se puede definir como un
grupo de instrucciones que dirigen la finalizacion de una prueba. En el cambio de tareas, los

participantes deben cambiar entre tareas con diferentes instrucciones, guiadas por un estimulo (7).

La Prueba de Clasificacién de Tarjetas de Wisconsin (WCST), es una prueba neuropsicologica
desarrollada para humanos, que mide la capacidad de inferir reglas para guiar el comportamiento,
crear un conjunto de atencion basado en categorias abstractas, cambiar la atencion y ajustar el
comportamiento con las demandas cambiantes de la tarea. Implica la desconexién de un conjunto
de tareas relevante. Las tareas de aprendizaje inverso se utilizan a menudo para estudiar la
flexibilidad en el comportamiento de humanos, roedores y primates (8). Pacientes con lesiones de
la corteza prefrontal dorsolateral (CPDL) muestran resultados alterados en el WCST. Ademas del
dafio en la CPDL vy de la corteza prefrontal media, reportan un rendimiento de cambio deficiente
(10).

La Prueba de Clasificacion de Tarjeta de Cambio Dimensional o por sus siglas en ingles DCCS, es
una herramienta desarrollada por Zelazo y sus colegas, en donde los estimulos son bivalentes y
solo ocurre un cambio durante la prueba completa. Esta prueba es usada en nifios (11). Otra prueba
de aplicacion en humanos es la Bateria Automatizada de Pruebas Neuropsicoldgicas de Cambridge

(CANTAB), el cual, a diferencia del DCCS, hace uso de discriminacion de dos opciones.

1.1.2.2 Prueba de cambio de conjunto atencional (Attentional set-shifting test)
en roedores.
El cambio de configuracion atencional, o attentional set-shifting en inglés, es un elemento de

medida de la flexibilidad ejecutiva. La prueba de cambio de conjunto atencional (Attentional Set-
Shifting Task), es una version para ratas de la prueba intradimensional/extradimensional (12). La
alteracion en los procesos cognitivos involucrados en la formacién y cambio de conjunto de
atencion pueden surgir de diferentes enfermedades neurodegenerativas, como las enfermedades de
Huntington, Parkinson y Alzheimer. En roedores, las pruebas de discriminacion se aplican con un
previo entrenamiento para cavar en tazones llenos de aserrin que contienen una recompensa de

comida, haciendo uso de dos dimensiones, que son el olor y el medio de excavacion (10).
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Ciertos déficits cognitivos relacionados en enfermedades como la esquizofrenia se pueden estudiar
mediante la imitacion de modelos de sintomas o similares empleados en roedores, usando la tarea
de cambio de conjunto atencional (13). Hallazgos derivados de la evaluacién cognitiva a través del
monitoreo de retroalimentacion persistente identifican un papel fundamental en las neuronas de

proyeccion profundas en la CPF al permitir el cambio de configuracion (14).

Ademaés de patologias relacionadas a la cognicion, se ha demostrado que el estrés cronico juega un
papel en donde se perturba la funcion de diversos neurotransmisores moduladores del cerebro, que
se refleja como un déficit en la flexibilidad cognitiva en ratones y que puede ser medido mediante
el uso del Attentional Set-Shifting Test (AST) (15). Se revisan efectos de diferentes manipulaciones
de estrés en el aprendizaje inverso y el cambio de configuracion en roedores; ademas, la ansiedad

al alterar el funcionamiento de la CPF tiene efecto sobre las funciones ejecutivas (16).

1.1.2.3 Modelo murino.
Los ratones CD1 son mamiferos que llegan a tener 11.5 crias por camada, de habitos nocturnos y

comportamiento influenciado por feromonas, con habilidades sensoriales olfatorias que le permiten
distinguir entre individuos de su misma familia y los intrusos, territorialidad y localizacion de la
pareja para la actividad sexual. Su afinado sentido del tacto les permite movimientos en la

oscuridad y la orientacion dentro del espacio en el que se encuentre (17, 18).

Son ratones que gracias a su facil manejo y crianza tienen atributos para la aplicacion en
investigacion; por lo mismo, son usados para estudios con enfoque a la toxicologia, teratogénesis,
respuesta inmune, pruebas de seguridad y eficacia, estudios de envejecimiento, y se usan como

modelo quirurgico y para propdésitos generales (18, 19).

1.2 Eje Intestino-Cerebro.
Se han establecido interacciones bidireccionales entre el cerebro y el intestino que involucran vias

neuronales, endocrinas e inmunes para su comunicacion. Por lo tanto, alteraciones en el cerebro o
el intestino causan alteraciones digestivas, neuroldgicas o psicoldgicas (20). Este eje tiene un papel
importante manteniendo la homeostasis; las alteraciones en la funcion gastrointestinal acomparian

a un numero creciente de trastornos del Sistema Nervioso Central (SNC), como es el caso de la
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Enfermedad de Parkinson, en donde la disfuncion gastrointestinal puede manifestarse previo a que

los sintomas neuroldgicos se presenten (21).

1.2.1 Microbiota Intestinal.
Durante la dltima década, la microbiota intestinal se ha convertido en un componente clave en la

regulacion de los procesos y el comportamiento cerebrales. La dieta es uno de los principales
factores implicados en la configuracion de la composicion de la microbiota intestinal a lo largo de
la vida (22).

La microbiota intestinal es una comunidad compleja de microorganismos que viven en el tracto
digestivo en humanos y animales. En los humanos, la microbiota intestinal tiene la mayor cantidad
de microorganismos y el mayor numero de especies, en comparacion a otras partes del cuerpo,
conformandose por mas de 1500 especies que incluyen bacterias, virus y algunas especies
eucariotas que colonizan el tracto digestivo desde el nacimiento. Los filos bacterianos que se
encuentran con mayor presencia son, Bacteroidota, Bacillota, Proteobacteria, Fusobacteriota,
Tenericutes, Actinobacteria y Verrucomicrobia, en este orden. Factores como la edad, la dieta, la
genética, modo de nacimiento y uso de antibidticos tienen efectos en la modificacién de la

microbiota intestinal (23).

El sistema inmune, bajo homeostasis, tolera las bacterias comensales beneficiosas de la microbiota.
Sin embargo, este puede responder ante alteraciones de la misma. La influencia de la microbiota
en las enfermedades mediadas por el sistema inmune se extiende mas alla de las superficies de
barrera, como es el caso del intestino, que estan naturalmente colonizadas por microorganismos
(24).

La microbiota interviene en el proceso de digestion, el metabolismo, el desarrollo de 6rganos y la
diferenciacion neuronal y de células inmunes (24). Ademas, su interaccion con su huésped, en
donde coexisten en equilibrio y cooperacion, puede tener influencia en la regularizacion de la

presion arterial y otros procesos autdnomos del organismo (25).

Por otra parte, la microbiota actia en la maduracion del Tejido Linfoide Asociado al Intestino
(GALT). Ademas, las bacterias comensales también previenen la colonizacion intestinal por
patdgenos. La flagelina bacteriana activa los receptores tipo Toll 5 de las células dendriticas y

promueve la diferenciacion de los linfocitos B en células productoras de IgA. Esta inmunoglobulina
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se une a los antigenos microbianos, neutralizando la actividad de los patdgenos y previniendo

infecciones (26).

1.2.1.1 Disbiosis.
Al igual que otros 6rganos, el correcto funcionamiento de la microbiota intestinal se basa en la

composicion celular estable. Los grandes cambios de la proporcion entre cepas o la expansion de
nuevos grupos bacterianos, conducen a un desequilibrio que promueve una enfermedad, lo que se
denomina como disbiosis. Diversas patologias estan relacionadas a la disbiosis, o bien, la disbiosis
contribuye a la gravedad de las ya presentes. La disbiosis es un sello distintivo de las enfermedades
inflamatorias del intestino, como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, ademés de

enfermedades metabdlicas, autoinmunes y trastornos neuroldgicos (27).

La dieta es un elemento importante que afecta la microbiota intestinal, por lo cual, las variaciones
en la alimentacién provocan cambios en la composicion microbiana. Un alto consumo de grasas
induce cambios notables; la diversidad general disminuye, junto con la abundancia de Bacteroidota,
mientras que la abundancia relativa de Bacillota aumenta. Por otro lado, la fibra alimentaria tiene
un efecto directo sobre la microbiota al llegar al colon, por su indigestibilidad y como sustrato de
la fermentacion microbiana. Una dieta rica en polisacéridos vegetales promueve el crecimiento de
Bacteroidota sobre Bacillota (28) (Figura 2).

Obec;
Prebjgy;
Dleta alta e

ngSQ

Figura 2. Desequilibrio nutricional entre Bacteroidota y Bacillota
Elaboracion propia basada en Weiss and Hennet (28).

La suplementacion con prebidticos aumenta el numero del filo Bacteroidota, mientras una dieta con alto
contenido de grasa aumenta el nimero del filo Bacillota en la microbiota intestinal.
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1.2.1.2 Probioticos.
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS), definen a los probidticos como microorganismos Vivos
que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
holobionte. Por lo tanto, se suplementan para mejorar la homeostasis de la microbiota y asi,

mantener la salud intestinal (27) (Figura 3).

*  Actividad antimicrobiana
* Actividad anticarcinogénica
*  Actividad antiinflamatoria

Probidticos
Homeostasis

microbiana
intestinal

Prevenciény
tratamiento

Microbiota Enfermedad
Intestinal Intestinal

* Diarrea asociada a antibiéticos
* Enfermedad Inflamatoria
Intestinal
* Enfermedad de Crohn
Disbiosis +  Céncer colorrectal
microbiana

= Acidos Grasos de Cadena Corta
(AGCC)
* Metabolitos microbianos

Figura 3. Papel de los probidticos en enfermedades intestinales a través de la recuperacion
de la disbiosis en la microbiota intestinal.
Elaboracion propia basada en Kim et al. (27).

Los probidticos poseen propiedades que promueven la prevencion y el tratamiento de enfermedades
intestinales, asi como, a la homeostasis intestinal.

La eficacia de los probioticos puede ser especifica para la especie, la dosis empleada y la
enfermedad de la que se trata. La duracion de la terapia depende de la indicacion clinica. Existe
evidencia que sustenta que los probioticos son efectivos para la Diarrea Infecciosa Aguda, Diarrea
asociada a antibidticos y la Enterocolitis Necrosante (29). La influencia transitoria de la
colonizacion probidtica en la expresion genética o las vias metabolicas podria ser mas significativa
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que la inclusion de una nueva cepa. Otros estudios muestran que los genes y las vias metabdlicas

se conservan mejor que la composicién bacteriana (30).

Los probioticos también pueden llegar a tener un efecto potencial en la modulacion de la obesidad,
ya que la microbiota intestinal juega un papel clave en el proceso del peso corporal; sin embargo,
es importante establecer qué cepas son las que benefician este aspecto y la dosis adecuada para

emplearlas (31).

1.2.1.3 Prebidticos.
Los prebidticos se definen como ingredientes fermentados selectivamente, que dan como resultado

cambios especificos en la composicion y en la actividad de la microbiota intestinal, lo que se
traduce en beneficios para la salud del huésped. Las fibras dietéticas son polimeros de
carbohidratos con diez 0 mas mondmeros, que no se digieren o absorben en el intestino y se pueden
categorizar como carbohidratos naturales comestibles, carbohidratos comestibles obtenidos por

medios quimicos o enzimaticos y carbohidratos comestibles sintéticos (32).

Los prebidticos se basan en carbohidratos, pero otras sustancias, como los polifenoles y los &cidos
grasos polinsaturados, podrian ejercer efectos prebidticos. Un ejemplo de polifenoles es la parte
insoluble del cacao, que ha demostrado que aumenta el género de bacterias Bifidobacterium y la

produccion de butirato (33).

La relacion entre la fibra y los prebioticos pueden tener distintos efectos, segun el tipo de fibray el
huésped que la ingiera, puesto que algunas fibras pueden ejercer efectos prebiodticos, mientras que
otras no (34). Debido a los beneficios extras que pueden ofrecer ciertos alimentos, se pueden definir
los prebidticos como alimentos funcionales, porque ademas de poder ser ingredientes basicos,
tienen un efecto beneficioso sobre la salud de quien los consume sobre su estado fisico y mental
(35).

1.2.1.4 Inulina.
La inulina es un polisacarido compuesto de unidades de fructosilo. Fue descubierta a principios del

siglo X1X por el cientifico aleman Valentine Rose, quien lo descubri6 como un carbohidrato de
almacenamiento. Debido a sus propiedades, se ha utilizado ampliamente para sustituir el azucar y

la grasa en productos alimenticios, como helados, rellenos, aderezos y dulces. La inulina se
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encuentra en mas de 3,000 especies vegetales, de las cuales se incluyen platanos, trigos, ajos,
alcachofa de Jerusalén, tubérculos de dalia, puerros, cebolla, yacdn y raices de achicoria. Se
considera como un ingrediente versatil, debido a sus variados beneficios para la salud,
especificamente una mayor absorcion de minerales, y por su estructura quimica no es digerible en
el intestino delgado humano; sin embargo, puede ser fermentada en el intestino grueso por la

microbiota intestinal (36, 37).

En intervenciones dietéticas con inulina, se observo un efecto en la microbiota del colon; por
ejemplo, en las cantidades de Bifidobacterium, Anaerostipes y Bilophila (38). En estudios en
humanos, se ha observado que la suplementacion con inulina induce una disminucion en

Clostridiales y una tendencia a la disminucion de Oxalabacteriaceae (39).

Las fibras prebioticas son fermentadas en AGCC en el colon por bacterias intestinales (40). Los
AGCC también pueden actuar como moléculas de sefializacion al unirse a receptores de células
enteroenddcrinas, con el potencial de aumentar la secrecién postprandial de hormonas intestinales
y mejorar la regulacién de la glucosa (40). En un estudio de diabetes mellitus gestacional, la inulina
demostrd un efecto hipoglucemiante y promovié la disminucion de colesterol total y

triacilglicéridos (41).

Entre otros efectos observados de la inulina sobre patologias, se encuentra el mejoramiento de los
sintomas desencadenados por las quimioterapias, como las nauseas y el estrefiimiento, ademas de
disminuir la presion arterial sistlica y prevenir aumentos en la presion arterial diastélica en

mujeres con cancer de mama (42).

En el anexo 1 se muestran varios estudios en los cuales se ha realizado la suplementacién con

inulina en ratones.

1.2.1.5 Acidos Grasos de Cadena Corta (AGCC).
Los AGCC son acidos grasos saturados conformados desde uno a seis atomos de carbono en su

cadena. Durante el dia, dependiendo del consumo de fibra, se pueden producir entre 500 y 600
mmol de AGCC en el intestino (55).

La microbiota intestinal proporciona una serie de propiedades beneficiosas para el huésped, como
el mantener la integridad en la barrera mucosa, proporcionar nutrimentos como vitaminas o

proteger contra patogenos. Las bacterias del colon producen enzimas activas que les otorgan la
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capacidad de fermentar carbohidratos complejos, generando metabolitos como los AGCC, de los
cuales los méas predominantes son propionato, butirato y acetato. Se encuentran tipicamente en una
proporcion 1:1:3. Son absorbidos por las células epiteliales. En el intestino humano, el propionato
es producido principalmente por el filo Bacteroidota, mientras la produccién de butirato esta

dominada por Bacillota (56).

Posterior a su produccion, los colonocitos absorben una parte de los AGCC y aquellos que no son
metabolizados por los colonocitos se transportan para llegar a la circulacién sistémica y a otros
tejidos (57). Por lo tanto, los AGCC se asocian a diferentes procesos fisiolégicos, incluyendo la
regulaciéon de la funcion intestinal, la presion arterial, los ritmos circadianos, la maduracion
microglial en el cerebro y se ha relacionado a los niveles alterados de AGCC en el contenido fecal
con trastornos en los que modifica el comportamiento del cerebro, predisponiendo a enfermedades

como la anorexia nerviosa y la enfermedad de Parkinson (58).

Se sugiere que el eje cerebro-intestino-microbiota puede influir en fenotipos similares a la
depresidn, pues se ha encontrado que, en roedores, este tipo de comportamientos se relacionan con
niveles de AGCC anormales que pueden estar asociados a alteraciones de la 5-Hidroxitriptamina
en el cerebro (59). Se ha observado que los AGCC producen alivio en alteraciones inducidas por
estrés psicosocial en ratones, ademas de provocar efectos antidepresivos y ansioliticos derivados

de su consumo (60).

Los AGCC han demostrado aliviar déficits neuroldgicos y la inflamacidn posterior a accidentes
cerebrovasculares (61) y debido a las propiedades moduladoras de la inflamacion que poseen, los

AGCC se consideran candidatos terapéuticos en afecciones neuroinflamatorias (62).

1.2.1.6 Microbiota intestinal y funcion cognitiva.
Existen diversas vias por las cuales la microbiota intestinal puede influir en la funcion cognitiva,

por ejemplo, los microorganismos de la microbiota intestinal pueden influir en los procesos del
SNC a través del nervio vago, mediante la modulacion del sistema inmunoldgico, a traves del eje
hipotalamico-pituitario-suprarrenal (HPS), por el metabolismo del triptéfano, o junto con su
capacidad para sintetizar una serie de neurotransmisores y producir metabolitos (como los ya

mencionados AGCC), que poseen propiedades neuroactivas (57).
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La microbiota desempefia numerosas funciones esenciales en el neurodesarrollo normal, asi como
el desarrollo del HPS, para regular las respuestas al estrés. Ademas, se han establecido
correlaciones entre la abundancia de taxones bacterianos especificos y los sintomas de diversas
enfermedades, como los trastornos del espectro autista. La administracién de prebioticos como L.
plantarum, L. rhamnosus y B. longum, puede tener efectos ansioliticos y antidepresivos, afectando

la funcion cognitiva (22).

Se ha encontrado que los cambios en la diversidad y la abundancia relativa de la microbiota y los
metabolitos microbianos estan asociados con una amplia gama de trastornos neurolégicos y

psiquiatricos, como la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y depresion (21).

La funcion cerebral puede verse afectada por la microbiota intestinal, al modular la
neurotransmision  serotoninérgica, dopaminérgica, noradrenérgica, GABA-érgica Yy
glutamatérgica, ademas de influir en la sintesis y metabolismo de neurotransmisores o producir
sustancias neurorestrictivas por si misma. Ejemplo de ello, son los microorganismos de los géneros
Candida, Escherichia, Enterococcus y Streptococcus, que pertenecen a los productores de
serotonina; Bifidobacterium y Lactobacillus generan GABA; Lactobacillus genera acetilcolina;
Bacillus y Serratia generan dopamina; alta presencia de Bacillus, Enterococcus, Saccharomyces,
Escherichia o Streptococcus podria elevar los niveles de noradrenalina y; Escherichia y
Sacharomyces se relacionan con la produccion de norepinefrina (63). Ademas, las enzimas que
posee la microbiota intestinal controlan las vias del metabolismo del triptéfano, dando lugar a

derivados de la serotonina (63).

El consumo de antibidticos a partir de la edad adulta en ratones, provoca déficits cognitivos en la
memoria de reconocimiento. Aun se desconoce si los efectos de los antibioticos sobre los déficits

cognitivos son transitorios y pueden revertirse después de retirar el tratamiento (64).

1.2.1.7 Diferencias y similitudes de la microbiota intestinal de ratonesy
humanos.
En la microbiota intestinal de ratones se ha observado que las clases bacterianas dominantes son

Clostridia y Bacilli pertenecientes a Bacillota y Bacteroidota; estos Gltimos son también de los
principales filos presentes, se describen los érdenes Clostridiales, Bacteroidales y Lactobacillales

como los principales de la microbiota intestinal de ratones (65).
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Los generos con alta abundancia en la microbiota intestinal humana incluyen Prevotella,
Faecalibacterium y Ruminococcus, mientras que Lactobacillus, Alistipes y Turicibacter son mas
abundantes en la microbiota intestinal de raton. Clostridium, Bacteroides y Blautia, por el
contrario, tienen una abundancia relativa similar en ambos organismos. Ademas, es importante
precisar que se han identificado enterotipos en la microbiota intestinal como es el caso

Lachnospiraceae y Ruminococcaceae o Bacteroidaceae y Enterobacteriaceae (66).

Un estudio que se realizo sobre la microbiota intestinal de humanos y ratones identifico 9 géeneros
que son Unicos para las muestras humanas y no se detectan en las muestras de ratones, entre estos
géneros se encontraban Faecalibacterium de la familia Ruminococcaee y Asteroleplasma del filo
Tenericutes, que se han sugerido como posibles indicadores de una microbiota intestinal humana
sana, ya que las alteraciones en la abundancia relativa de las especies comunes de estos géneros se
han relacionado con la etiologia de la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. Ademas, la
microbiota intestinal de ratones presentd el género Mucispirillum, el cual no se encontrd en la
microbiota intestinal de humanos, sin embargo, los generos restantes a pesar de las diferencias en
la abundancia relativa, fueron comunes tanto para ratones como para humanos. Por lo tanto, se
identificd que existe una similitud del 89 % entre los géneros de la microbiota intestinal de ratones

y humanos (67).

1.3 Dieta alta en grasa.

1.3.1 Dieta alta en grasa y microbiota intestinal.
La dieta tiene una fuerte influencia en la composicion de la microbiota intestinal, evidencia de ello

es la diferencia en la composicion entre diversas poblaciones del planeta, en la que influye la
genética, asi como la dieta de cada poblacién. La dieta occidental es factor en la aparicion de la
disbiosis intestinal, provocando un aumento en la permeabilidad intestinal y, una dieta alta en grasa

se asocia al cambio en la composicion de la microbiota intestinal (68) (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de una dieta alta en grasa en la microbiota intestinal.

. Resultado en Resultado en
) . Filos . X
Tipo de dieta experimentos en experimentos en
encontrados )
animales humanos

Alta en arasa Bacteroidota Disminuidos Disminuidos

g Bacillota Aumentados Aumentados

Baia en arasa Bacteroidota Aumentados Aumentados

: g Bacillota Disminuidos Disminuidos

Elaboracion propia, tomado de Zhang and Yang (69).
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Se ha asociado la microbiota intestinal con dafios celulares o cambios en el microambiente
inmunitario tumoral a través de efectos directos o extraintestinales, lo cual puede facilitar la
aparicion y desarrollo de tumores gastrointestinales (70).

Las consecuencias del consumo excesivo de grasa, comprenden disbiosis, disfuncion de la barrera
intestinal, aumento en la permeabilidad intestinal y fuga de metabolitos bacterianos toxicos a la

circulacion, lo que puede contribuir a inflamacion sistémica de bajo grado (71) (Figura 4).

plantas
s

L
Ay

Respuesta

fisiologica

Respuesta
fisiologica

Bacterias oportunistas 1 Bacterias oportunistas
I y sus metabolitos. y sus metabolitos.
I Citocinas inflamatorias l Citocinas inflamatorias
l Bacterias beneficiosas Bacterias beneficiosas
y Acidos Grasos de I y Acidos Grasos de

Cadena Corta Cadena Corta

Mayor riesgo de Disminucién del riesgo de
enfermedades crénicas enfermedades crénicas

asociadas con la nutricién asociadas con la nutricion

Figura 4. Influencia de la dieta en la microbiota.
Elaboracion propia basada en Beam et al. (72).

El consumo de una dieta alta en grasa, como lo es parte de la dieta occidental, promueve el aumento de
bacterias oportunistas, de citocinas inflamatorias y disminuye las bacterias que benefician a la salud, lo
que se traduce en mayor riesgo de enfermedades crénicas relacionas con la nutricion. Por otro lado, el
consumo prolongado de una dieta basada en alimentos de origen vegetal promueve una composicion
bacteriana beneficiosa para la salud, dando como resultado la disminucion del riesgo de efermedades
cronicas relacionadas con la nutricion.
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1.3.2 Dieta alta en grasa y funcién cognitiva.
La disfuncion cognitiva se relaciona a la inflamacién cronica de bajo grado; el consumo elevado

de grasas provoca una sobreproduccion de acidos grasos libres circulantes e inflamacion sistémica.
Las células del sistema inmune, los &cidos grasos libres y las citosinas circulantes llegan al

hipotalamo e inician inflamacion local, a través de procesos como la activacion microglial (73).

En estudios en ratones, se ha encontrado relacion de una dieta alta en grasa y alteraciones en el
rendimiento dependiente del hipocampo en el laberinto acuatico de Morris, independiente de las
modificaciones en el peso (74). A lo largo de la vida adulta, se puede mostrar un deterioro cognitivo
relacionado a la obesidad y la mala alimentacion, lo cual se puede relacionar con los cambios en la
composicion de la microbiota intestinal, la sefializacion inflamatoria y la integridad de la barrera

hematocefalica (75).

En el anexo 2 se enlistan diversos estudios de funcién cognitiva en ratones sometidos a una dieta

alta en grasa y su efecto en la funcién cognitiva.

1.3.3 Dieta alta en grasa y tejido adiposo.
El consumo de una dieta alta en grasa puede aumentar el didmetro y el cantidad de adipocitos, asi

como, cambiar las proporciones de tejido adiposo marrén y beige, lo cual provoca la deposicion de
lipidos ectopicos y resistencia a la insulina (91). Especificamente en ratones macho, el consumo de
una dieta alta en grasa aumenta la masa de tejido adiposo, sin embargo, se ha observado que la
expansion del tejido adiposo del compartimento inguinal esta relacionado a la hiperplasia de los
adipocitos, en comparacion, el tejido adiposo gonadal presenta hipertrofia de adipositos
preexistentes (92), por lo tanto los mecanismos de aumento de masa grasa pueden ser diferentes

segun la zona que corresponda.

La modificacion del tejido adiposo derivado de la dieta alta en grasa afecta la exprecién de
adipoquinas como la leptina, esto puede diferir dependiendo del depésito y el tipo de adipocitos,
blancos o marrones (93). La produccién de leptina se lleva a cabo principalmente en tejido adiposo
blanco y entre las funciones de esta hormona se encuentran la regulacion de las reservas de grasa

mediante el control de la lipdlisis y la lipogénesis (94).
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2. Planteamiento del problema.

La calidad de la alimentacion ha sido relacionada con la cognicién y el aprendizaje, debido a el eje
intestino-cerebro; por lo tanto, se considera la importancia de conocer la influencia de la dieta sobre
el desempefio cerebral, asi como la generacion de intervenciones dietéticas con la finalidad de

desarrollar una mejoria en la respuesta cognitiva de cada individuo.

El Atlas Mundial de la Obesidad 2022 estima que, en el 2030, 1 de cada 5 mujeres y 1 de cada 7
hombres viviran con obesidad, lo que es equivalente a mas de 100 millones de personas en todo el
mundo. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2022 (ENSANUT Continua 2022) muestra que

la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México fue de 76.8% en mujeres, y 73.5% en hombres.

La microbiota intestinal es un factor relativo al eje intestino-cerebro. Se ha demostrado que las
modificaciones en las bacterias intestinales provocan alteraciones en el comportamiento y en el
funcionamiento cerebral. La calidad de la dieta esta relacionada con el estado de la microbiota
intestinal. Se ha encontrado conexion entre una dieta alta en grasa y la aparicion de disbiosis

intestinal.

Ademas, de no ser claro cdmo los prebidticos modulan el eje intestino cerebro, se ha observado
que la suplementacion con inulina produce AGCC, a consecuencia de su fermentacion, que a su
vez promueven el aumento de cepas como Bifidobacterium y Lactobacillus. Efectos producidos
por los AGCC se asocian a la activacion de los receptores acoplados a proteinas G localizados en
intestino y posteriormente, en circulacion sistémica, estableciendo un enlace entre el
mantenimiento adecuado del microbioma y la respuesta cognitiva puesto que pueden disminuir la
neuroinflamacién que provoca los desordenes cognitivos derivados de factores como una dieta alta

en grasa.

Debido al impacto que tiene la flexibilidad cognitiva sobre el aprendizaje y la adaptacion, es
necesario buscar alternativas que aporten una disminucion del dafio cognitivo y la disbiosis
intestinal secundarios de una dieta inadecuada. La suplementacién con inulina tiene diversos
beneficios metabolicos y cardiovasculares que pueden ser beneficiosos para la funcion cognitiva y

su relacién con la microbiota intestinal.

2.1 Pregunta de investigacion.
¢Puede la suplementacién con inulina mejorar la flexibilidad cognitiva y modifica la diversidad de

la microbiota intestinal en ratones CD1 sometidos a una dieta alta en grasa?
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3. Justificacion.

La intencidn de este estudio fue buscar herramientas que disminuyan el efecto del consumo de una
dieta alta en grasa sobre la flexibilidad cognitiva, por medio de la suplementacién con inulina, y
dar origen a terapias de impacto durante el proceso de bisqueda de estrategias que aminoren los
efectos nocivos sobre la salud de la poblacion con padecimiento de obesidad e inadecuados habitos

de alimentacion.

La seleccion de inulina como prebiotico esta fundamentado en su gran disponibilidad, por lo cual,
se ha convertido en punto de estudio gracias a sus propiedades para combatir enfermedades
metabolicas relacionadas a la dieta y como ingrediente de diversos productos alimentarios
funcionales. Ademas, estudios relacionados a la suplementacion con inulina demuestran mejoria
en diversos desajustes fisiologicos, incluyendo cambios en la composicién de la microbiota

intestinal.

Ademas, la inulina al ser un prebio6tico promueve la produccion de AGCC que contrarrestan la
inflamacién provocada por el consumo crénico de una dieta alta en grasa que puede inducir

alteraciones en la integridad de la mucosa intestinal y a nivel cognitivo.

Este estudio enfoca al investigacion acerca de la funcionalidad de la inulina en una problematica
de salud publica de alta relevancia, como lo es la ingestidn de dietas con alto contenido en grasas,
en lo referente al sistema digestivo y en consecuencia, a los efectos que puede tener sobre la
cognicion, con la finalidad de aportar conocimiento que pueda ser aplicado y generar nuevos

tratamientos que mejoren el estado de la nutricion.

El uso de un modelo murino es una adecuada opcién para esta investigacion, ya que se puede
controlar la suplementacién, la alimentacion, hacer uso de pruebas para evaluar la flexibilidad
cognitiva mediante estimulos, simples como el olor, y extraer muestras de microbiota intestinal

con mayor precision.

Por lo tanto, la importancia del presente trabajo de investigacion radica en la constante exposicion
al factor de riesgo que predispone a millones de personas a un desequilibrio en la funcion del
sistema digestivo, en la microbiota intestinal y en el estado nutricional, que puede desencadenar o

agravar desordenes cognitivos.
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4. Hipotesis.

4.1 Hipotesis Alterna.
La suplementacion con inulina mejora la flexibilidad cognitiva y modifica la composicién de la

microbiota intestinal, en ratones CD1 sometidos a una dieta alta en grasa.

4.2 Hipotesis Nula.
La suplementacion con inulina no mejora la flexibilidad cognitiva y no modifica la composicion

de la microbiota intestinal, en ratones CD1 sometidos a una dieta alta en grasa.
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5. Objetivos.

5.1 Objetivo general.
Analizar el efecto de la suplementacion con inulina sobre la flexibilidad cognitiva, la composicion

y la estructura de la microbiota intestinal, en ratones CD1 sometidos a una dieta alta grasa.

5.2 Objetivos especificos.

a) Analizar la flexibilidad cognitiva, mediante el Attentional Set-Shifting Test, en ratones
CD1 sometidos a una dieta alta en grasay suplementados con inulina.

b) Determinar cambios de la composicidn y estructura de la microbiota intestinal, derivados
de la suplementacién con inulina en una dieta alta en grasa, en los mismos animales.

c) Determinar el efecto de la suplementacién con inulina y una dieta alta en grasa sobre la
composicion corporal de los mismos animales.

d) Identificar alteraciones del tejido adiposo inguinal, gonadal, peritoneal y retroperitoneal,
derivadas de la suplementacion con inulina y una dieta alta en grasa, en los mismos

animales.
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6. Metodologia.
6.1 Disefio de estudio.

6.1.1 Tipo de estudio:
Se empled un disefio de investigacion experimental, con controles post-prueba.

6.1.2 Universo y muestra:
Se utilizé un modelo murino; la muestra se conformd de 30 ratones macho de la cepa CD1, de 24

semanas de edad, mantenidos en instalaciones de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma del Estado de México. Se mantuvieron bajo condiciones controladas, sometiéndolos en
un ciclo circadiano de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, con disponibilidad de agua y alimento a
libre demanda previo al estudio. El experimento sigui6 los lineamientos establecidos por el Comité

de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de México.

6.1.3 Método de muestreo:
Para la determinacion del tamafio de muestra se hizo uso del método de ecuacion de recursos, ya

que no se cuenta con hallazgos previos disponibles de esta poblacion.

Se mide el valor de “E”, y este valor debe estar entre 10 y 20. Si E es menor que 10, se propone
agregar méas animales a la muestra. Por el contrario, si el valor de E es mayor a 20, se sugiere

disminuir el nimero de animales por grupo.
E= NUmero total de animales — NUmero total de grupos
E=24-4
E=20

El valor de E (20) es el limite aceptable, el tamafio de muestra puede considerarse como adecuado.

6.2 Criterios de inclusion y eliminacion.

6.2.1 Criterios de inclusion:
e Ratones sanos, alimentados con dieta estandar con 24 semanas de edad.
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Ratones sanos, suplementados con una dieta alta en grasa, ademas de suplementacion con
inulina de agave azul.
Ratones que cumplieron con todas las series de pruebas en el Attentional Set Shifting Test
(AST).

Ratones que cumplieron con todos los analisis de la Microbiota Intestinal.

Ratones con un peso comprendido en un rango de 35 a 45¢ al iniciar la intervencion.

6.2.2 Criterios de eliminacién:

Ratones que no completaron todos los instrumentos de evaluacion, analisis de microbiota

y suplementacion posterior a la prueba. Estos animales fueron sometidos a eutanasia.

Ratones que enfermaron o presentaron alteraciones fisioldgicas evidentes durante la

intervencion y aplicacion de las pruebas.

6.3 Procedimientos.

6.3.1 Dieta.

La dieta fue administrada por 6 semanas. Se emplearon 30 ratones, los cuales se dividieron

aleatoriamente en 5 grupos:

1.

Dieta estandar: Labdiet 5001 rodent. 7 ratones, identificado como Grupo Control de
Suplementacion (C).

Dieta adicionada con grasa, con una distribucion de 35% de las calorias totales de grasa, en
la cual, por cada 100g de dieta estandar, se adiciond 20g de manteca de cerdo (95). 6
ratones, identificado como Grupo Dieta Grasa (HF).

Dieta estandar suplementada con inulina de agave azul marca Edulag, 40mg/ml adicionada
en bebederos. 6 ratones, identificado como Grupo Inulina (1).

Dieta alta en grasa suplementada con inulina, la cual fue la dieta adicionada al 20% con
manteca de cerdo (95) y con suplementacion de 40mg/ml de inulina en agua de los
bebederos. 6 ratones, identificado como Dieta Grasa e Inulina (HFI).

Dieta estandar: Labdiet 5001 rodent sin restriccion alimentaria y sin aplicacion de AST. 5

ratones, identificado como Grupo Control de Microbiota (M).
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6.3.2 Attentional Set-Shifting Test (AST).

Para la medicion de flexibilidad cognitiva, se hizo uso del Attentional set-shifting test (AST) (96)
del cual se personalizaron los estimulos usados. El proceso de evaluacion se realiz6 dentro de una
caja blanca de plexiglas con medidas de 20 cm x 51 cm x 25 cm, dividida en 3 secciones con un
divisor extraible, que separd un tercio del resto de la caja. Dentro de la caja se colocaron dos
contenedores pequefios para insertar las dimensiones a evaluar. Se considerar6é el olor como
dimensién intradimensional y el medio de excavacion como dimension extradimensional. El
aprendizaje fue mediado por una recompensa estandarizada para la prueba, la cual fue Honey Nut
Cheerio® de la compafiia Nestlé. Se prepararon los olores de la prueba 5 dias antes, en una media
luna de papel filtro de aproximadamente 1 cm de diametro, en donde se agreg6 una gota del olor

en aceite y se dejo reposar hasta los dias de la prueba.

La persona que aplicé el test se familiarizé con los ratones, pesandolos diariamente durante la

suplementacion y sosteniéndolos por 1 minuto durante 7 dias.
Posteriormente, el proceso de aplicacion se llevo a cabo en una duracién de 9 dias consecutivos.
A continuacion, se describe la técnica:

Dia 1 a 4.- Restriccién de alimentos: Se restringio al 70% la Ingesta Diaria Recomendada (IDR)
de los ratones, lo que resultd en 3.5g/dia de alimento. Ademas, se les ofrecio un octavo de pieza de
Honey Nut Cheerio® a cada raton, para que se familiarizaran con la recompensa. En caso de los
grupos sometidos a una dieta alta en grasa, se dio la misma cantidad del mismo. Durante la
restriccion, se llevaron los ratones al sitio donde se aplicé el test durante una hora; de esta manera,
los ratones se habituaron a la nueva ubicacion, esto antes de la aplicacion de la prueba. El tltimo
dia de la restriccion, se hizo cambio de cama de aserrin de cada caja y se mantuvo este cambio

hasta el altimo dia de la prueba.

La restriccion se mantuvo hasta el Ultimo dia de prueba y la medicién de composicién corporal. Se

cuidd que no hubiera pérdida de peso mayor al 20% en cada raton durante la restriccion.

Dia 5 a 6.- Aclimatacion/Habituacion: Con la finalidad de evitar estrés en los ratones, se
extendié una pequefia cantidad de aserrin de la cama del raton en la caja de prueba. Posteriormente,
se coloc6 un molde con agua en el area de espera de la caja de plexiglas y dos pequefios
contenedores de cerdmica vacios en el area de prueba. Se agregaron recompensas en los

contenedores del area de prueba, con la finalidad de que los ratones se acercaran a ellos y
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exploraran la caja de prueba. Esta accion se repitio repetidas veces durante una hora, con intervalos

de 2 a 3 minutos aproximadamente entre repeticion.

Dia 7.- Entrenamiento: Se entrenaron los ratones en la actividad de cavar, con la finalidad de
obtener la recompensa colocada en cada contenedor. En un inicio, se colocaron los premios en los
contenedores sin rellenar; en segundo lugar, se rellenaron un tercio de los contenedores con aserrin
para lograr cubrir los premios e incentivar la accion de cavar. Posteriormente, la mitad de
contenedores se llenaron con aserrin, para cubrir los premios y al final, se llenaron por completo
los contenedores. Se buscé habituar a la actividad raton por raton. En la situacién de que los ratones
no mostraron interés en excavar para encontrar la recompensa, se espolvored un poco de

recompensa en polvo sobre el contenedor lleno de aserrin.

En los casos de que algin raton no demostr6 de manera confiable la capacidad de excavar para
encontrar las recompensas luego de maximo 2 horas, se realiz6 un segundo dia de entrenamiento.
En caso de que algun raton en ese segundo dia no adquiriera la habilidad de buscar recompensas,

se excluyo del estudio.

Dia 8 a 9.- Prueba: La prueba se dividié en 7 etapas, en cada etapa se hizo uso de diferentes
estimulos (Tabla 2). Las primeras 3 etapas se realizaron en el dia 8 y las Gltimas 4 etapas se

realizaron en el dia 9.
Las etapas que se aplicaron en la prueba se describen a continuacion:

1. Discriminacion simple (DS): haciendo uso de una dimension de estimulo (olor), el cual fue
la sefial que definio la colocacion del premio. Como olores, en esta fase se usaron
Clavo/Jazmin, en el cual el olor a clavo se considerd como olor en donde se colocaron las
recompensas (estimulo positivo) y se tomo en cuenta como aciertos de cada intento en esta
etapa. Como medio de excavacion se uso aserrin en ambos contenedores.

2. Discriminacion compuesta (DC): se hizo uso la misma dimension de la primera etapa (olor)
y se agregd una dimensién de estimulo irrelevante para la fase (medio de excavacion), que
fueron Rafia/Confeti metalico, que reemplazaron a su vez al aserrin de los contenedores.
Se siguio usando el mismo olor que en la etapa anterior para colocar la recompensa y
considerarse como acierto.

3. Primera reversion (R1): se hizo uso de los mismos olores y medios de excavacion. Sin

embargo, en esta etapa, el olor que se relacionaba a la recompensa (estimulo positivo), se
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convirtié en el estimulo negativo y viceversa; por lo tanto, la recompensa ahora se coloco
en el contenedor con el olor a jazmin. Los medios de excavacion en esta etapa siguieron sin
modificacion.

Cambio intradimensional (Cl): en esta etapa se hizo uso de nuevos olores y medios de
excavacion como estimulos. El olor en esta etapa se siguié considerando como la dimensién
relevante y el medio de excavacion siguié siendo irrelevante para la prueba. Como olores
se usaron Romero/Canela, siendo el romero el estimulo positivo. Y como medios de
excavacion se usaron Bolitas de madera/Bolitas de plastico.

Segunda reversion (R2): nuevamente se hizo intercambio del estimulo positivo al igual que
en la R1, pero con los nuevos olores; por lo tanto, ahora las recompensas se colocaron en
el contenedor con el olor a canela.

Cambio extradimensional (CE): en esta etapa, se hizo cambio de la dimension relevante, es
decir, el medio de excavacion se convirtio ahora como la sefial de relevancia en cuanto a la
relacion de recompensa por el raton. Como medios de excavacion se usaron
Terciopelo/Crepé, siendo el terciopelo considerado como el estimulo positivo. Como
dimension irrelevante se usaron olores de Lavanda/Menta.

Tercera reversion (R3): en esta Ultima etapa, el estimulo considerado previamente como
negativo se convirtié en positivo, como en las reversiones anteriores. En cambio, el medio
de excavacion siguidé siendo la dimension dominante en cuanto la bisqueda de la
recompensa por el raton. La eleccion del medio crepé por el raton se considerd como acierto

en cada intento. Como olores para esta etapa se siguieron usando Lavanda/Menta.



Tabla 2. Protocolo de evaluacion para Attentional set-shifting test.
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Etava Dimension Combinaciones de estimulos
P Relevante | Irrelevante Positivo Negativo
L medio de . L .
Discriminacion Simple (DS) | olor ., clavo/aserrin jazmin/aserrin
excavacion
Discriminacion Compuesta medio de ! ) i . .
olor ., clavo/rafia jazmin/confeti metalico
(DC) excavacion
i medio de ] i ) s
Reversion 1 (R1) olor ., jazmin/confeti metalico | clavo/rafia
excavacion
Cambios Intradimensionales medio de romero/bolitas de ) .
olor ., canela/bolitas de plastico
(CI) excavacion | madera
. medio de . . .
Reversion 2 (R2) olor ., canela/bolitas de pléastico | romero/bolitas de madera
excavacion
Cambios medio de | terciopelo/] d y ¢
., olor erciopelo/lavanda crepé/menta
Extradimensionales (CE) excavacion P P
) medio de , :
Reversion 3 ., olor crepé/menta terciopelo/lavanda
excavacion

Elaboracioén propia.

Ejemplo representativo de la aplicacion del attentional set-shifting test, a través, de las combinaciones usadas en la
progresion de las etapas. Se muestra el uso del olor como dimension relevante en las primeras cinco etapas, para
posteriormente realizar el cambio al medio de excavacion como dimensién relevante. Los estimulos relevantes
positivos se han marcado con tipografia en negrita.

Se realiz6 la prueba individual a cada uno de los ratones, teniendo en cuenta que debieron cumplir

con 8 intentos correctos de cada etapa para poder pasar a la siguiente y asi completar la prueba. Al

finalizar cada etapa, se regresé cada raton al area de espera hasta comenzar la siguiente etapa.

Los resultados de la prueba se registraron en el formato disefiado para este proposito (Anexo 3).

6.3.3 Medicion de masa corporal.

Se realiz0 el pesaje de los ratones individualmente. La medicion fue diaria durante todo el periodo

de suplementacion y prueba.
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6.3.4 Medicion de composicion corporal.

Posterior a la aplicacion del AST, los ratones fueron sacrificados en una camara de CO2 a
una velocidad de 2 L/min. Inmediatamente, se realizd la medicion por bioimpedancia eléctrica,
haciendo uso del equipo ImpediVet BIS1. Siguiendo las indicaciones del equipo se colocaron
agujas en diversos puntos previamente medidos y posteriormente se inicié la medicion. Con esta
determinacion se calculd el porcentaje y gramaje de agua total (intracelular y extracelular), masa

grasa 'y masa libre de grasa, asi como el indice de masa corporal (IMC) de cada raton.

6.3.5 Obtencion de tejido adiposo.
Al terminar la medicién de composicion corporal, se diseccionaron todos los ratones de la muestra,
para obtener el tejido adiposo inguinal, gonadal, peritoneal y retroperitoneal. Posteriormente se

pesaron los tejidos con la ayuda de una balanza analitica.

6.3.6 Andlisis metaxonomico de la microbiota intestinal.
En esta parte del experimento, se agreg6 un grupo control de manipulacion (M), compuesto por 5
ratones. EI grupo M no realizé la prueba cognitiva; por lo tanto, no fue sometido a la restriccion
establecida en el protocolo de la prueba. Este grupo se alimento con la dieta estandar sin

suplementacion con inulina, durante 6 semanas.

Se extrajeron los intestinos delgado y grueso de todos los grupos. Después, se limpiaron con agua
destilada y con ayuda de una jeringa con PBS se colectd el contenido intestinal del colon de cada
raton en tubos Falcon. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas a -70°C. Para la extraccion
de ADN de cada muestra de contenido intestinal (Figura 5), se us6 el kit Quick-DNA™ Fecal/Soil
Microbe Miniprep nimero D6010 (ZYMO Research, California, Estados Unidos), siguiendo el

protocolo de extraccion establecido en el equipo.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de extracciones de
ADN.
Elaboracion propia.

Imagen de electroforesis de extracciones de ADN de muestras pertenecientes a los grupos
Control de Microbiota y Dieta grasa e Inulina.

Posteriormente, se realiz6 la amplificacion del gen ARNr 16S de cada muestra por medio de una
prueba PCR (Reaccién en Cadena de Polimerasa) para corroborar la presencia de ADN bacteriano
en el contenido intestinal (Figura 6).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de pruebas PCR.
Elaboracion propia.

Imagen de electroforesis de pruebas PCR para el gen ARNr 16S de muestras
pertenecientes a los grupos Control de Microbiota y Dieta grasa e Inulina.
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Se enviaron muestras de las extracciones de ADN al Integrated Microbiome Resource (IMR)
ubicado en Halifax, Canada para secuenciar la region hipervariable VV3-V4 del gen 16S rARN
bacteriano de cada muestra obtenida del contenido intestinal, por medio del sistema MiSeq de la

compafiia HHlumina.

El andlisis bioinformatico se realiz6 con ayuda del Servidor bioinforméatico Nautilus del
Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Ambiental de la Universidad Auténoma
Metropolitana (UAM), Unidad Lerma, por medio del paquete de software de procesamiento de
datos bioinforméaticos mothur v.1.48.0 en su version para Linux (97). Posteriormente, para remover

las secuencias quiméricas, se utilizo el recurso VSEARCH (98).

6.4 Linea de tiempo de actividades.

Eutanasia

Prueba Bioimpedancia

Dieta alta en grasa y clécrica Secuendiacion y
suplementacion con Ambientacion ol ion de o _2;': isis
inulina en grupos ioinformatico

—, muestras
seleccionados Restriccion

6 semanas de intervencion

7 dias de preparacion
24 semanas de edad AST
31 semanas de edad
6.5 Variables de estudio.
Independientes Dependientes Intervinientes
e Dieta alta en grasa e Flexibilidad cognitiva. e Estres
e Suplementacién con e Masa corporal.
inulina e Composicion corporal.

e Masa de tejido adiposo
inguinal, gonadal, peritoneal
y retroperitoneal.

e Microbiota intestinal.
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6.5.1 Operacionalizacion de variables.

. . . . Tipo de Escala de Andlisis
Variable Definicion conceptual Definicion operativa p . .
variable medicion estadisticos
Administracién de inulina de
Polisacarido soluble en agua agave a los grupos de )
guay g grup Porcentaje

Suplementacién

pertenece a los fructanos, que

experimentacion 2y 4 por

Cuantitativa

adicionado a la

. son azucar no digeribles y es medio de los bebederos con . . ANOVA.
con Inulina i . L continda. dieta
considerada como un alimento  una concentracion de 40mg/ml -
L . Miligramos.
prebidtico. de agua. Estaran expuestos a su
consumo las 24 horas del dia.
Administracion de alimento a
libre demanda de la marca
Labdiet 5001 rodent diet a .
i . . Porcentaje
Conjunto de sustancias grupos experimentales 1y 2.
. .. . L . s referente al
. alimenticias que aportan Administracion de alimentoa  Cuantitativa .
Dieta . .. . . requerimiento ANOVA.
contenido nutricional a los libre demanda de la marca continda. "
. . . energético total.
Seres Vivos. Labdiet 5001 rodent diet Gramos
adicionada al 20% de manteca '
de cerdo en grupos
experimentales 3y 4
Medicion de flexibilidad
- - . cognitiva en todos los grupos Numero de
o Habilidad eficiente de ajustar g ) . grup i .
Flexibilidad . experimentales mediante la Cuantitativa  intentos para
. el comportamiento acorde a un . . ANOVA.
cognitiva . aplicacion de una prueba de discreta. resolver la fase
entorno cambiante. ) ) .
cambio de conjunto atencional de prueba.
(Attentional set-shifting test).
. . Medicion de la masa corporal I
Magnitud fisica que expresa la . , Cuantitativa
Masa corporal g a P mediante una bascula Gramos. ANOVA.

cantidad de materia de un

calibrada.

continla.
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cuerpo, medida por la inercia
de este.

Estudio de los compartimentos
corporales: Agua total, Agua

Evaluacion de composicion

Composicion . corporal mediante Cuantitativa :
P intracelular, Agua extracelular, . p L ., Porcentajes. ANOVA.
corporal . bioimpedancia eléctrica con el  continla.
Masa grasa, masa libre de grasa . :
equipo ImpediVet BIS1.
e IMC.
Masa de tejido adiposo
.. localizado en una region Pesaje de tejido adiposo _
Masa de tejido g . J J P . Cuantitativa .
. profunda del abdomen y inguinal, gonadal, peritoneal y . Miligramos. ANOVA.
adiposo ) : continua.
alrededor de los 6rganos retroperitoneal.
internos.
NuUmero de
Extraccién de materia OTUs presentes
. . . . Para datos
intestinal para posterior en la materia s
S . _ . . paramétricos:
. purificacion de ADN, asi como Cualitativa intestinal
. . Comunidad de e, . e ANOVA.
Microbiota . . . la identificacion de los nominal. clasificadas por:
: . microorganismos Vivos . . L . Para datos no
intestinal . . . microorganismos en Cuantitativa Filo s
residentes en el intestino. . . . . paramétricos:
abundancia relativa por medio  continda. Clase
I Kruskal-
de la amplificaciéon y Orden Wallis
secuenciacion del ARNr 168S. Familia

Género
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6.6 Implicaciones bioéticas.

Se consideraron las recomendaciones para un adecuado empleo y cuidado de los animales
utilizados durante el estudio, de acuerdo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, sobre
especificaciones técnicas del uso de modelos animales para experimentacion. Con la finalidad de
proveer la mejor calidad de vida durante la experimentacion se hizo uso de un método de eutanasia
posterior a la experimentacion y previa a la aplicacion de bioimpedancia eléctrica, que garantizo el

menor sufrimiento y dolor de los ratones empleados en este proyecto de investigacion.

Se considerd la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, dirigida a la
utilizacion de residuos peligrosos biolégico-infecciosos, como guia para el manejo de desechos de
laboratorio y los cadaveres de los ratones posterior a la eutanasia. Ademas, el protocolo de
investigacion se sometié a aprobacion por el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de México, cuyo nimero de registro es
CONBIOETICA-15-CEI-002-20210531.

6.7 Recoleccion de datos.

Se us0 una bitacora durante la experimentacion, en la cual se registraron todos los datos recabados,
asi como todas las observaciones del estudio en el laboratorio durante la suplementacion, aplicacion
de las pruebas y recoleccion de muestras. Posteriormente, los datos recabados se organizaron en
bases de datos en Excel con la finalidad de organizar la informacion y posteriormente exportar los

datos para su analisis estadistico.

6.8 Analisis estadisticos.

Los datos se expresaron como valores de media * error estandar. Para determinar si los datos se
ajustaban o no a una distribucion normal, se aplicaron las pruebas de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-
Smirnov. El andlisis estadistico y elaboracion de graficos del experimento de la flexibilidad
cognitiva (AST) se analizaron mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) de dos vias. Los datos
de composicién corporal y tejido adiposo se analizaron mediante un ANOVA de una via.
Posteriormente, se realizaron pruebas post-hoc de Tukey y Dunnett. Para estos andlisis, se hizo uso
del programa GraphPad Prism v10.2.1.
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Los datos obtenidos de la composicion de la microbiota intestinal a partir del analisis
bioinformatico se analiz6 mediante ANOVA de una via. Se realizaron pruebas post-hoc de Tukey-
Kramer. Para el analisis estadistico y elaboracién de graficos de los niveles taxonémicos de la
microbiota intestinal se hizo uso del paquete de software STAMP v2.1.3 (99) en su version para

Microsoft Windows.

Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos (* p < 0.05, ** p<0.01y

***p < 0.001) con un intervalo de confianza del 95%.
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7.2 Resumen.

Alterations in cognitive performance are related to inadequate nutritional states and diet
composition. Prebiotics are substances that can modulate the gut microbiome and subsequently
brain function through the production of metabolites such as short-chain fatty acids (SCFA). The
aim of this study was to evaluate the effect of supplementation with inulin on cognitive flexibility,
body composition, and the gut microbiota in a murine model exposed to a high-fat diet. CD1 mice
were divided into 5 groups: Control with fed a standard diet (C), High-Fat diet (HF), Inulin (1),
High-Fat diet /Inulin (HFI) and Manipulation control (M). Dietary supplementation was performed
for 6 weeks. Cognitive flexibility was assessed using an Attentional Set-Shifting Test (AST). In
addition, body composition was measured by electrical bioimpedance, and the adipose tissue
compartments of each mouse were removed and weighed. Finally, a metataxonomic analysis of the
gut microbiota was performed using bacterial 16S rRNA sequencing. Our results showed that the
HF group performed more trials in the AST compared to the C, HFI, and | groups in the CD and
ED stages. Interestingly, the HFI group showed decreased trials compared to the HF group in the
ED stage (p=0.0187). No significant differences in body composition were observed between
groups. However, the percentage of gonadal and peritoneal adipose tissue showed significant
differences in the HF and | groups compared to the C group. Statistically significant differences in
alpha diversity for gut microbiota were observed using Shannon, Simpson and Chaol indexes. The
I group showed a decrease in bacterial diversity compared with the HF group. No differences were
observed in Bacillota and Bacteroidota phyla between groups, but Clostridium bacteria represented
a lower proportion of sequences in the I group than the C group. Additionally, Lactobacillus
represented a lower proportion of sequences in the HF group than the C and | groups. These
findings suggest that supplementation with inulin could be a useful approach to reduce the negative

effects of a HF diet on cognitive flexibility and modulate the gut microbiota composition.
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8. Discusion.

El consumo de dietas altas en grasa interviene en las alteraciones de la funcion cognitiva, ya que
promueven neuroinflamacion, resistencia neuronal a la insulina y apoptosis neuronal, lo que a su
vez provoca, disminucion del rendimiento cognitivo y promueve el deterioro cognitivo (76-90). En
el presente estudio se observé que una intervencion de 6 semanas en un modelo murino con un
consumo de una dieta adicionada con grasa puede deteriorar las habilidades de flexibilidad
cognitiva de las etapas Discriminacion Compuesta y Cambios Extradimensionales del AST.
Ademas, se puede observar que el rendimiento de la flexibilidad cognitiva de los grupos | y C fue
similar al del grupo HFI, lo cual puede dar indicio del potencial de la suplementacion con inulina

para revertir el efecto negativo causado por el consumo de una dieta alta en grasa.

Las etapas de las pruebas de cambio de conjunto requieren funciones esenciales para ser realizadas
con precision, que se encuentran bajo el control de la CPF, asi como de noradrenalina y dopamina.
Estas funciones son la formacion de asociaciones entre estimulos, respuestas, resultados y la
deteccion de errores (100). Roedores sometidos a estrés por frio manifiestan deterioro en la fase
DC (101, 102). Por otra parte, la noradrenalina y la adrenalina en la CPF se relaciona al desempefio
de la memoria de trabajo durante la etapa CE (103). Por lo tanto, la suplementacion con inulina
pudiera modular el aumento de la neurotransmision por ejemplo de noradrenalina o serotonina

mediante la funcion de los AGCC, previniendo de esta manera el deterioro cognitivo.

El consumo de diversos prebidticos, como la inulina, pueden revertir los efectos causados por un
consumo de alimentos con alto contenido de grasa, reduciendo el aumento de peso, el aumento de
adiposidad y los signos del sindrome metabdlico (104, 43). Sin embargo, en los resultados de este
estudio no se logré observar este efecto protector, ni en el peso corporal ni en la composicién
corporal. En un estudio, después de 18 semanas de consumo de una dieta alta en grasa y
suplementacion con inulina, se pudo observar que la inulina tiene efecto antiinflamatorio, ayuda a
promover el gasto energético y mejorar la integridad de la mucosa intestinal (105). Ademas, la
suplementacion con inulina puede mejorar la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina
(106). Se puede potenciar el efecto de la inulina combinandola con otras fibras vegetales como el
ruibarbo, ya que esta combinacién reduce el peso corporal con mayor eficacia, en comparacion del
consumo de la inulina por si sola (107). Del mismo modo, la inulina en combinacién con la

isoquercetina atenta el aumento de peso y la hipertrofia de los adipocitos (51), lo que lleva a
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estimar que la suplementacion con inulina combinada con otros prebidticos puede provocar un

efecto con mayor eficacia para modular las funciones metabolicas.

A partir de este estudio, se puede sugerir que la dieta adicionada con grasa puede influir en la
distribucion del tejido adiposo de los compartimentos gonadal y peritoneal. El aumento de tejido
adiposo abdominal en roedores que incluye el tejido adiposo gonadal y peritoneal (108), esta
relacionado con trastornos metabdlicos y enfermedades cardiovasculares (109). En cuanto al efecto
de la suplementacion con inulina sobre el tejido adiposo, otros autores han reportado que la inulina
puede revertir el aumento adiposo derivado del consumo de una dieta alta en grasa (104), lo cual
indica que la suplementacién con inulina puede modular la lipolisis, la adipogénesis y la sintesis
de adipoquinas por los AGCC (110). Los AGCC estimulan la liberacion de GLP-1, PYY y grelina,
que se comunican con el cerebro para regular el apetito (111). Sin embargo, no se observo este
efecto en los tejidos adiposos estudiados; probablemente se requiere una suplementacién con

inulina en un periodo mayor a 6 semanas o en una dosis mayor a la usada en este estudio.

Se informé que tanto el consumo de una dieta adicionada con grasa, asi como la suplementacion
con inulina pueden modificar la composicién de la microbiota intestinal y repercutir en el eje
intestino-cerebro. Se ha visto que la suplementacion con inulina puede mejorar la riqueza (112) y
la diversidad (46) de la microbiota intestinal durante la ingestion de una dieta alta en grasa. Sin
embargo, en este estudio no se observo este efecto, ya que el grupo | presenté menor riqueza y
diversidad de la microbiota intestinal que el grupo HF. En cuanto a la abundancia relativa, se ha
encontrado que Bacillota, Bacteroidota y Actinobacteria son los filos dominantes (46), como se
observo en los grupos HF, 1 y HFI. Estudios previos proponen que el consumo de inulina puede
aumentar la proporcion del filo Bacteroidota en relacion con la produccion de AGCC y disminuir
la proporcion del filo Bacillota (113). Sin embargo, en este estudio no se observé una diferencia
entre estos filos en los grupos analizados. Un informe previo muestra que la suplementacion con
inulina superior a 5g/kg/dia tiende a elevar la abundancia relativa de la familia Lactobacillaceae
(46), lo que se puede confirmar con esta investigacion, ya que se observa que el la suplementacion
con inulina aumenta la proporciéon de secuencias de Lactobacillaceae. La abundancia de esta
familia se asocia con una mejora de la funcion cognitiva y a la reduccion de neuroinflamacion
hipocampal (114). En este estudio se encontrd que tanto la dieta adicionada con grasa, asi como, la
suplementacion con inulina puede modificar la proporcién de secuencias de los generos

Clostridium IV y Lactobacillus, lo que coincide con otros resultados, en donde, la inulina puede
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aumentar la abundancia relativa de los generos Barnesiella, Lactobacillus y disminuir el género
Clostridium XIVa, lo que puede contribuir a la regulacién de la produccién intestinal de AGCC
(115). Los AGCC derivados de la fermentacion bacteriana, como es el caso de Lactobacillus que
son capaces de hidrolizar polisacaridos complejos y otros azUcares, participan en el mantenimiento
de la barrera hematoencefalica, promoviendo el control de paso de moléculas de la circulacion al
cerebro. Estos compuestos desempefian un papel central en la homeostasis del SNC y en el
desarrollo cerebral (22, 116).

Finalmente, en relacién con el eje intestino-cerebro, es importante analizar el impacto de la
suplementacion con inulina en la funcion cognitiva. Se ha encontrado que el consumo de inulina
puede relacionarse con el aumento de AGCC, lo que puede ayudar a la reduccién de la
neuroinflamacién (117, 118), por consiguiente, la suplementacion con inulina puede considerarse
como una ayuda terapéutica para enfermedades neuroinflamatorias y para mejorar la funcién
cerebral (119).

En este estudio se utiliz6 un modelo animal, lo cual limita controlar completamente variables como
el entorno libre de gérmenes y la variabilidad individual. Sin embargo, los modelos murinos pueden
ser Utiles para estudiar estrategias de mejora de la salud en humanos. Futuros estudios podrian
abordar la evaluacion en un periodo prolongado para la intervencion dietética, asi como, explorar
el efecto de la suplementacion con inulina sobre la produccion neurotransmisores, AGCC,
receptores de AGCC, factores neurotréficos o proteinas relacionadas con la plasticidad cerebral en
regiones asociadas con la funcion cognitiva; por ejemplo, el cortex orbitofrontal, el cortex

prefrontal y el hipocampo.
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9. Conclusiones.

A partir de la presente tesis se observa que las dietas occidentales, las cuales en su mayoria se
componen con altas cantidades de grasa, son capaces de perjudicar la funcion cognitiva alterando
la respuesta ante el cambio de conjuntos de atencién en un modelo murino. También, se ha podido
dilucidar que la suplementacion con inulina puede tener un efecto positivo sobre la etapa de

Cambios Extradimensionales de la prueba de cambio de conjuntos (AST).

A pesar de que la suplementacion con inulina no mostr6 modificaciones en la composicion
corporal, se observé que la dieta adicionada con grasa logra modificar la distribucién del tejido
adiposo, mostrando que el consumo de altas cantidades de grasa promueve mayor acumulacion de
tejido adiposo en los compartimentos gonadal y peritoneal; ademas, se observo la tendencia de la

suplementacion con inulina para revertir estos efectos.

Tanto el consumo de una dieta adicionada con grasa como la suplementacién con inulina pueden
alterar la microbiota intestinal de los ratones expuestos en este experimento, provocando
modificaciones en la diversidad de las comunidades bacterianas. A pesar de no encontrar
diferencias entre los filos Bacillota y Bacteroidota entre los grupos como lo sugiere la literatura, se
observaron diferencias a nivel de género entre los grupos, especificamente en los géneros

Lactobacillus y Clostridium, lo que puede favorecer la produccion de AGCC.

Por ende, el uso de una suplementacién con inulina como herramienta terapéutica o preventiva para
los efectos de una disbiosis derivada de una alimentacion que posee un alto contenido de grasa,
que a su vez puede desencadenar problemas sistémicos en relacion con el eje intestino-cerebro, es
una buena opcidn por los resultados que brinda y la facil accesibilidad, asi como, su bajo costo. Sin
embargo, podria recomendarse la suplementacion a largo plazo con inulina para lograr los

beneficios cognitivos y para la salud intestinal.

Se necesitan investigaciones futuras como las ya mencionadas para corroborar y ampliar los

resultados aqui presentados.
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11. Anexos.

Anexo 1. Estudios de suplementacion con Inulina en ratones.
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Dosis de inulina

Porcentaje de grasa en la dieta

y vehiculo

Duracién de
intervencion

Resultados

Autor y afio

10g/kg/dia

10% peso/peso

0.2 g/dia

10% calorias

2.5, 5y 10/g/kg/dia

23.6 mg/ml

1y 5g/kg

3.33g/kg

5% peso/peso

0.29/100g

10mg

0.2g/dia

60% en dieta comercial

45% en dieta comercial

45% en dieta comercial

60% en dieta comercial

45% en dieta comercial

60% en dieta comercial

20% de manteca de cerdo, 0.15%
de colesterol, 10% de yema de

huevo en polvo

45% en dieta comercial

21% peso/peso grasa

(mantequilla), 0.15% colesterol

60% en dieta comercial

62.7% en dieta comercial

60% en dieta comercial

12 semanas

4y3
semanas

4 semanas
8 semanas
4 semanas

20 semanas

10 semanas

4 semanas

12 semanas

16 semanas

2 dias

4 semanas

La suplementacion con inulina puede acelerar la pérdida de peso en
ratones obesos.

La suplementacién con inulina durante el embarazo puede mejorar la
intolerancia a la glucosa.

La suplementacién con inulina puede disminuir el indice de masa
corporal en ratones obesos.

La suplementacién con inulina puede modular la disbiosis derivada de
una dieta alta en grasa.

La suplementacién con inulina puede ser eficaz para la prevencion y
tratamiento de la hiperglucemia.

La suplementacion con inulina puede mejorar la disbiosis intestinal y
el estado inflamatorio derivados de una dieta alta en grasa

La suplementacién de inulina en dietas altas en grasa puede mejorar el
sindrome metabdlico.

La suplementacion con inulina puede aliviar los trastornos de
metabolismo de la glucosa y lipidos derivados de una dieta alta en
grasa.

La suplementacion con inulina puede prevenir el sindrome metabdlico
en una dieta alta en grasa.

El uso de un suplemento que contiene Curcuma longa , silimarina,
guggul, &cido clorogénico e inulina puede prevenir la enfermedad de
higado graso no alcohdlico, la aterogénesis y evitar el desequilibrio
del sistema renina-angiotensina.

La suplementacién de inulina puede prolongar la supervivencia de
probioticos en una dieta alta en grasa.

La suplementacion con inulina puede contrarrestar la sobreexpresion
de GPR43 inducida por una dieta alta en grasa.

Wu et al. 2022 (43)
Zhang et al. 2020 (44)
Rodriguez et al. 2020 (45)
Feng et al. 2021 (46)
Shao et al. 2020 (47)

Guo et al. 2018 (48)

Zhu et al. 2019 (49)

Miao et al. 2022 (50)

Tan et al. 2018 (51)

Amato et al. 2017 (52)

Takemura et al. 2010 (53)

Dewulf et al. 2011 (54)
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Anexo 2. Estudios cognitivos en ratones con Dieta alta en grasa.
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Porcentaje Duracion de

Meétodo de medicidn cognitiva de grasaen la Resultados Autor y afio
ladieta intervencién
Sistema dg b_aterla automatizado basico en 60% 12 semanas El consumo d_e Q|eta alta en grasa afecta el aprend!zaje operante y puede acelerar la Lee et al. (2018) (76)
pantalla tactil patogénesis similar a la de la Enfermedad de Parkinson.
Expresion de proteinas relacionadas al cerebro y El consumo de dieta alta en grasa esta asociado a cambios en la sensibilidad a la Kothari et al. (2017)
- o 40% 14 semanas . . o . .
funcion cognitiva insulina que puede contribuir al deterioro cognitivo. )
Laberinto Morris en agua y Laberinto Y 60% 16 semanas El consumo de dieta alta en grasa puede acelerar el deterioro cognitivo y agravar la Sah et al. (2017) (78)
apoptosis neuronal.
El consumo de dieta alta en grasa puede disminuir el rendimiento cognitivo en la Morrison et al. (2010)
Laberinto T de 14 unidades 60% 16 semanas  vejez derivado del aumento de estrés oxidativo cerebral y una alteracién de la (79) '
sefializacion de Nrf2.
Laberinto Morris en agua'y Condicionamiento El consumo de dieta alta en grasa exacerba la patologia del deterioro cognitivo Zuloaga et al. (2016)
. 60% 3 meses
del miedo contextual y con claves vascular. (80)
Laberinto Stone T 41%y 60% 21 semanas (I:Eelrtéctn)rr]:rmo de dieta alta en grasa puede alterar la cognicion derivado a inflamacion (Pg;slt)ell et al. (2010)
Laberinto Morris en aguay Tarea paso a paso 42% 4 semanas El consumo de dieta alta_en grasa puede causar neuroinflamacion, estrés oxidativo y Liu et al. (2014) (82)
resistencia neuronal a la insulina.
Reconocimiento de objetos novedosos y El consumo de dieta alta en grasa aunado a las contribuciones al deterioro cognitivo  Salinero et al. (2020)
: : 60% 3 meses . e e - .
Laberinto Morris en agua y la demencia provoca déficits en maltiples dominios cognitivos. (83)
Condicionamiento del miedo contextual y con 32% 8 semanas El consumo de dieta alta en grasa puede disminuir la memoria contextual. Herculano etal,
claves (2013) (84)
Reconocimiento de objetos novedosos,
Reconocimiento de ubicacion de objetos, 1,3and 6 El consumo de dieta alta en grasa puede deteriorar el reconocimiento de objetos Gainey et al. (2016)
: 60% o L . -
Laberinto Cero elevado y Prueba de campo semanas novedosos y reconocimiento de ubicacion de objetos en ratones recién destetados. (85)
abierto
El consumo de dieta alta en grasa promueve la progresion de la patologia similar a la
Laberinto Morris en agua 60% 10 semanas  Enfermedad de Alzheimer a través del aumento de angiopatia amiloide cerebral y el  Lin et al. (2016) (86)
estrés oxidativo.
Laberinto Y, Reconomml_ento d? o_bjetos El consumo de dieta alta en grasa puede producir disfuncion cognitiva y Wang et al. (2018)
novedosos y Comportamiento similar a la 60% 30 semanas . miilar a | - edad
ansiedad comportamiento similar a la ansiedad. (87)
Reconocimiento de ubicacién de objetos 45% 8 semanas El consumo Qeldlgta alta en grasa puede deteriorar la funcién cognitiva y la Gault et al. (2010)
plasticidad sinéptica del hipocampo. (88)
. . 19% El consumo de dieta alta en grasa puede inhibir los mecanimso compensatorios de la Janssen et al. (2016)
Laberinto Morris en agua . 2 meses . i o
mantequilla neuroinflamacion y la neurogénesis en ratones hembra ApoE4 y de edad avanzada.  (89)
Laberinto Y y Laberinto radial-8-arm 60% 20 semanas  El consumo de dieta alta en grasa, al provocar obesidad afecta la funcion cognitiva.  Kim et al. (2016) (90)
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Anexo 3. Formato para aplicacion del Attentional Set Shifting Test (AST).

FECHA:

(Dia/Mes/Afio):

ENSAYO:

Numero de errores a criterio (8)

TIEMPO (s):

Tiempo en segundos para la primera excavacion/recompensa correcta (recompensa correcta = 3 min = 180s).

Excavacién = Medios removidos + toque de nariz

NUMERO DE ANIMAL: PESO:
PRUEBA/TAREA 1: Discriminacion Simple (DS)

ESTIMULO (+) / ESTIMULO (-): Olor: Clavo/Jazmin

Aserrin/Aserrin

FARMACO/SUPLEMENTACION:

PRUEBA/TAREA 2: Discriminacion
Compuesta (DC)

ESTIMULO (+) / ESTIMULO (-):
Olor: Clavo/Jazmin

Rafia/Confeti metalico

ENSAYO RESP  1zQ TIEMPO DER  TIEMPO
(s) (s)

RESP  1zQ TIEMPO  DER
(s)

TIEMPO
(s)

O 00 N O U B~ W N

=
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
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FECHA:

(Dia/Mes/Afio):

ENSAYO:

Numero de errores a criterio (8)

TIEMPO (s):

Tiempo en segundos para la primera excavacion/recompensa correcta (recompensa correcta = 3 min = 180's).

Excavacién = Medios removidos + toque de nariz

NUMERO DE ANIMAL:
PRUEBA/TAREA 3: Reversion 1 (R1)

PESO:

ESTIMULO (-) / ESTIMULO (+): Olor: Clavo/Jazmin

Rafia/Confeti metalico

FARMACO/SUPLEMENTACION:

PRUEBA/TAREA 4: Cambios
Intradimensionales (Cl)
ESTIMULO (+) / ESTIMULO (-):
Olor: Romero/Canela

Bolitas de madera/bolitas de plastico

ENSAYO TIEMPO

(s)

RESP 1ZQ

DER

TIEMPO

(s)

RESP 1ZQ TIEMPO  DER
(s)

TIEMPO

(s)

O 00 N O U B W N P

N N N NN R R B R R B R R R
A W N B O O O N OO 1 B W N KL O
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FECHA:

(Dia/Mes/Afio):

ENSAYO:

Numero de errores a criterio (8)

TIEMPO (s):

Tiempo en segundos para la primera excavacion/recompensa correcta (recompensa correcta = 3 min = 180's).

Excavacién = Medios removidos + toque de nariz

NUMERO DE ANIMAL:
PRUEBA/TAREA 5: Reversion 2 (R2)

PESO:

ESTIMULO (-) / ESTIMULO (+): Olor: Romero/Canela

Bolitas de madera/bolitas de plastico

FARMACO/SUPLEMENTACION:

PRUEBA/TAREA 6: Cambios
Extradimensionales (CE)

ESTIMULO (+) / ESTIMULO (-):

Medio de excavacidn: Terciopelo/Crepe
Lavanda/Menta

TIEMPO  DER
(s)

ENSAYO RESP 1ZQ

TIEMPO
(s)

TIEMPO DER  TIEMPO
(s) (s)

RESP  1ZQ

O 00 N O U B W N P

N N N NN R R B R R B R R R
A W N B O O O N OO 1 B W N KL O
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FECHA:
(Dia/Mes/Afio):
ENSAYO:

Numero de errores a criterio (8)

TIEMPO (s):

Tiempo en segundos para la primera excavacion/recompensa correcta (recompensa correcta = 3 min = 180's).
Excavacién = Medios removidos + toque de nariz

NUMERO DE ANIMAL:

PRUEBA/TAREA 7: Reversion 3 (R3)

PESO:

ESTIMULO (-) / ESTIMULO (+): Medio: Terciopelo/Crepe

Lavanda/Menta

FARMACO/SUPLEMENTACION:

ENSAYO  RESP

IzQ TIEMPO
(s)

DER  TIEMPO
(s)

RESP 1z TIEMPO DER
(s)

TIEMPO
(s)

O 00 N OO AW N

N N N NN PR B R B R R R R R
52 W N B O VW 0O N O 1 » W N R O
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Anexo 4. Resultado de Ithenticate

Tesis MCS Gabriela Gonzalez

Por Gabriela Gonzalez Velazquez

61



Tesis MCS Gabriela Gonzalez

INFORME DE ORIGIMALIDAD

164

INDICE DE SIMILITUD

FUEMTES PRIMARIAS

~ N - B - B > B - B~ R -

hdl.handle.net

Intermet

ri.uaemex.mx

Internet

www.aegastro.es

Intermet

digital.csic.es

Internet

core.ac.uk

Intermet

repositorio.xoc.uam.mx

Internet

uvadoc.uva.es

Intermet

buleria.unileon.es

Intermet

www.researchgate.net

Intermet

es.scribd.com

Intermet

236 palabras — 2%
123 palabras — 1 %
62 palabras — 1 %

61 palabras — 1 %
60 palabras — 1 %
54 palabras — <1 %
53 palabras — <1 %
52 palabras — <1 %

42 palabras — <1 %
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40 palabras — < 1 %

fﬂﬂes 39 palabras — < 1 %
ftseﬁgce.shenl.uninvi.es 38 palabras — < 1 %
?t?rfglayenes 36 palabras — < 1 %
-ir?:i.tUE.ES 36 palabras — < 1 %
ise.r!:tikipedia.urg 35 palabras — < 1 %
_Tl?itm'i"f“ 35 palabras — < 1 %

Terrence H. Bell, Franck O. P. Stefani, Katrina 5 palabras — < 1 %
Abram, Julie Champagne, Etienne Yergeau,

Mohamed Hijri, Marc St-Arnaud. "A Diverse Soil Microbiome

Degrades More Crude Oil than Specialized Bacterial

Assemblages Obtained in Culture", Applied and Environmental
Microbiology, 2016

Crossraf

www.horizontemedico.usmp.edu.pe 28 palabras — < 1 %
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repositorio.unal.edu.co 26 palabras — < 1 %
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repositorio.unican.es 26 palabras — < 1 %

Internet
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Egig:uffee.cnm 19 palabras — < 1 %
_r;i;r:tgsimrin. uceva.edu.co 19 palabras — < 1 %

D?FIIE| D|az-l.{r|:||na, Rodrigo Erick Escartin- 18 palabras — < 1 %
Pérez, Verdnica Elsa Lopez-Alonso, Juan

Manuel Mancilla-Diaz. "Efectos de una dieta con alto contenido
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Colombiana de Psicologia, 2018

Crossref

igrrj;yteq.edu.mx 18 palabras — < 1 %
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Internet
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mice: an exploratory study”, CyTA - Journal of Food, 2022

Crossref
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"Influencia de la microbiota intestinal en la
obesidad”, 'Universitat Politecnica de Valencia', 2015
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