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Resumen

Los acidos grasos trans (TFA) se dividen en dos categorias: in-
dustriales (iTFA), como el acido trans-elaidico (TEA), y rumiantes
(rTFA), como el acido trans-vaccénico (TVA). Mientras que el con-
sumo excesivo de iTFA se asocia consistentemente con mayor ries-
go de enfermedad coronaria por sus efectos aterogénicos, los rTFA
no muestran la misma relacién y algunos estudios sugieren inclu-
so beneficios cardiovasculares y metabdlicos. En este estudio se
compararon de manera sistematica los efectos biolégicos de TEA
y TVA. Ratones recibieron 168 mg/kg durante 45 dias y se evalua-
ron sus perfiles lipidicos séricos y memoria apetitiva. Los ratones
tratados con TEA mostraron un perfil fuertemente aterogénico, con
incrementos significativos en colesterol total y en triglicéridos, de
muy baja densidad (VLDL), de baja densidad (LDL) y de alta den-
sidad (HDL) (todos con p < 0.0001). En contraste, los tratados con
TVA presentaron reducciones significativas en colesterol, triglicéri-
dos, LDL y HDL (p < 0.0001) y una disminucion modesta en VLDL
(p = 0.0039). En el aspecto conductual, el TEA deterioro6 el apren-
dizaje en el laberinto de ocho brazos, con adquisicion mas lenta de
la tarea (p = 0.0353), mientras que el TVA mejor6 el desempernio
(p < 0.0001). De forma similar, el acido oleico (OA), un cis mono-
insaturado natural, también mejor6 el aprendizaje (p = 0.0004). To-
mando en cuenta todo lo anterior, los resultados confirman que los
iTFA como el TEA tienen efectos negativos cardiovasculares y cog-
nitivos, mientras que los rTFA como el TVA pueden ejercer efectos
protectores, comparables a los del OA. Estas conclusiones tienen



implicaciones en nutricién, etiquetado de alimentos y comprensién
del impacto diferencial de los isbmeros de grasas. Posibes inves-
tigaciones futuras relacionadas con este trabajo podrian ser, por
ejemplo, dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen a es-
tos efectos, incluyendo el papel del metabolismo lipidico, la neuro-
inflamacidn y el eje intestino-cerebro, asi como las implicaciones a
largo plazo de la exposicion cronica en diferentes tipos de TFAs.



Abstract

Trans fatty acids (TFAs) are divided into industrial (iTFAs), such
as elaidic acid (TEA), and ruminant (rTFAs), such as vaccenic acid
(TVA). Excessive iTFA intake is strongly linked to coronary heart di-
sease due to their atherogenic effects, whereas rTFAs show neutral
or even beneficial effects. In this study, we systematically compa-
red TEA and TVA by administering 168 mg/kg to mice for 45 days,
then assessing serum lipid profiles and performance in an appeti-
tive memory task. Our findings reveal contrasting divergent outco-
mes. TEA produced robust atherogenic responses, with significant
increases in total cholesterol, triglycerides, very-low-density lipopro-
tein (VLDL), low-density lipoprotein (LDL), and high-density lipopro-
tein (HDL) (all p < 0.0001). In contrast, TVA improved lipid profiles,
reducing cholesterol, triglycerides, LDL, HDL (all p < 0.0001), and
modestly lowering VLDL (p = 0.0039). Behaviorally, TEA impaired
learning in an eight-arm maze (p = 0.0353 vs. control), while TVA
enhanced performance (p < 0.0001). Oleic acid (OA), a natural cis-
monounsaturated fatty acid, also improved learning (p = 0.0004),
mirroring TVA. Overall, iTFAs like TEA exert deleterious cardiovas-
cular and cognitive effects, whereas rTFAs such as TVA may be
protective. These findings have implications for nutrition policy, food
labeling, and our understanding of dietary fat isomers. Future re-
search related to this work will focus on elucidating the molecular
mechanisms underlying these effects, including the roles of lipid
metabolism, neuroinfammation, and the gut-brain axis, as well as
the long-term implications of chronic exposure to different types of
TFAs.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes

La alimentacion desempena un papel fundamental en la modu-
lacion de multiples riesgos para la salud humana. Entre los com-
puestos de interés creciente en las ultimas décadas se encuentran
los &cidos grasos trans, debido a su asociacion con enfermedades
cardiovasculares, metabdlicas y, mas recientemente, con disfuncio-
nes del sistema nervioso central. Estos lipidos, presentes tanto en
productos procesados como de origen animal, alteran de manera
significativa el perfil lipidico plasmatico, elevando los niveles de li-
poproteinas de baja densidad y de muy baja densidad, asi como de
colesterol total y triglicéridos. De forma paralela, reducen las con-
centraciones de lipoproteinas de alta densidad, las cuales ejercen
una funcion protectora frente al desarrollo de aterosclerosis y en-
fermedad cardiovascular [1, 2].

Desde el enfoque de las neurociencias, la alimentacion también
se reconoce como un modulador critico del estado funcional del sis-
tema nervioso. El impacto de los TFA no se limita a efectos hemo-
dinamicos o metabdlicos; existen evidencias sustanciales que su-
gieren que estos compuestos podrian afectar la cognicion, la plasti-
cidad neuronal y la integridad sinaptica. Numerosos estudios clini-
cos y preclinicos han demostrado que un consumo elevado de TFA
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favorece la formacion de la capa del colesterol (aterogénesis), au-
mentando el riesgo de isquemia cerebral, accidente cerebrovascu-
lar y deterioro cognitivo vascular [3]. Ademas, los TFA industriales
se han vinculado a mecanismos patoldégicos como el estrés oxi-
dativo [4, 5, 6] y la disfuncion mitocondrial [7], procesos estrecha-
mente relacionados con enfermedades neurodegenerativas como
el Alzheimer y el Parkinson. En la Figura 1.1 se muestran los efec-
tos del consumo de acidos grasos trans en la salud cardiovascular
y cerebral.

Consumo elevado de
4cidos grasos trans (TFA)

Estrés oxidativo
Disfuncién mitocondrial
= Dano hipocampal
= Alteracién cognitiva

+ LDL, VLDL, triglicéridos
J HDL
= Aterosclerosis
= Infarto cerebral

Figura 1.1: llustracion de los efectos del consumo de &cidos grasos trans en la
salud cardiovascular y cerebral.

Particularmente, Liu et al. [7] han demostrado que el acido elai-
dico, uno de los TFA mas comunes derivados de procesos indus-
triales, interfiere con la homeostasis del calcio en las membranas
mitocondriales asociadas, lo que perturba el metabolismo energé-
tico neuronal y aumenta la vulnerabilidad celular. Estos efectos se
han correlacionado funcionalmente con alteraciones cognitivas. Go-
lomb y Bui [8] encontraron una relacidén entre el consumo de TFA 'y
un menor rendimiento en pruebas de memoria en adultos jovenes,
subrayando el posible impacto negativo sobre regiones cerebrales
clave como el hipocampo, implicado en procesos de aprendizaje
y consolidacion de la memoria. Este hallazgo se respalda en mo-
delos animales donde se observa disminucién de la neurogénesis
hipocampal y afectacion de la plasticidad sindptica inducidas por
exposicion a TFA durante etapas criticas del desarrollo [9, 10].
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Desde una perspectiva nutricional, los TFA se clasifican en dos
tipos principales: los de origen industrial, generados principalmen-
te mediante la hidrogenacidn parcial catalitica de aceites vegetales
(CPHO), y los de origen rumiante, que se forman de manera natural
en el tracto digestivo de vacas, ovejas y cabras por accion de bac-
terias anaerobias [11]. Aunque los TFA pueden variar entre 4 y 28
atomos de carbono, los mas prevalentes en alimentos son isdbmeros
del 4cido trans-octadecenoico C18, siendo los mas representati-
vos el acido trans-elaidico, (trans-9 18:1) y el acido trans-vaccénico
(trans-11 18:1), predominantes en los iTFA y rTFA, respectivamen-
te [12, 13]. Una ilustracion sobre los efectos de los TFA, de origen
industrial y rumiante, en la salud se muestra en la Figura 1.2.

Caracteristica iTFA (Industriales) rTFA (Rumiantes)

Ejemplo principal Acido trans-elaidico (TEA) Acido trans-vacénico (TVA)

Origen Hidrogenacién parcial de aceites | Biohidrogenacién en rumen de
vegetales animales

Fuente dietética Margarinas, frituras, procesados | Carne, leche y productos lacteos

Efectos conocidos Aterosclerosis, dafio cognitivo, in- | Potenciales efectos antiinflamato-
flamacién rios y neuroprotectores

Evidencia clinica 1 Riesgo cardiovascular y neuro- | | Inflamacién intestinal, | creci-
degenerativo miento tumoral

Figura 1.2: ilustracion sobre los efectos de los TFA, de origen industrial y rumian-
te, en la salud.

Cabe destacar que, aunque la produccién industrial de TEA ha
sido prohibida en muchos paises debido a su toxicidad, este com-
puesto aun puede generarse por isomerizacion térmica del acido
oleico cis (COA) durante procesos de fritura a altas temperaturas o
por oxidacion fotoquimica prolongada [14, 15, 16]. Esta exposicion
incidental representa una fuente dietética relevante, especialmente
en poblaciones con alta ingesta de alimentos ultraprocesados.

En contraste con los efectos adversos del TEA, algunos estudios
sugieren que ciertos rTFA como el TVA o el acido trans-palmitoleico
(TPA) podrian tener propiedades antiinflamatorias, hipolipemiantes
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e incluso neuroprotectoras. El TVA ha sido relacionado con menor
crecimiento tumoral [17], reduccién de la inflamacidn intestinal [18]
y proteccion cardiovascular [19, 20]. A nivel cerebral, investigacio-
nes recientes indican que el TVA modula la respuesta inmunitaria
antitumoral mediante la activacion de linfocitos T CD8+ [21], lo cual
podria tener implicaciones en la homeostasis del sistema nervioso
central.

Adicionalmente, modelos murinos han revelado que la exposi-
cion prenatal o durante la lactancia a TFA industriales puede alterar
la expresion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y
de receptores de glucocorticoides en el hipocampo, afectando la
respuesta al estrés y la consolidacion de la memoria episddica en
la adultez [9, 10].

1.2. Estado del arte

De acuerdo a lo anterior, el estado del arte de de los efectos de
los iTFA y rTFA en los los procesos cognitivos se pueden resumir
en lo que sigue.

» Comparaciones directas entre isdmeros especificos de TFA
son relativamente escasas.

= La mayoria de los estudios se centra en efectos cardiovascu-
lares mas que en cognicion.

m Existe un creciente interés en la relacidon entre metabolismo
lipidico, inflamacidn y funcion cerebral.

m El eje intestinos-cerebro se ha propuesto como un mecanismo
relevante en la interaccion entre dieta y funcion neuronal.
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1.3. Vacios del conocimiento

A pesar de los avances en la investigacién sobre TFA, aun exis-
ten varias preguntas abiertas. La mayoria de los estudios analiza
mezclas de TFA dietarios y no comparaciones directas entre iso-
meros especificos como TEA y TVA. Ademas, los efectos de estos
lipidos sobre procesos cognitivos han sido menos estudiados que
sus efectos cardiovasculares. Comprender los mecanismos diferen-
ciales entre iTFA y rTFA representa una frontera importante en la
investigacion nutricional.

1.4. Justificacion del presente trabajo

El estudio de los &cidos grasos trans sigue siendo altamente re-
levante desde el punto de vista cientifico y de salud publica. Com-
prender las diferencias biolégicas entre los TFA industriales y los
de origen rumiante es esencial para mejorar las recomendaciones
nutricionales y para comprender cOmo la estructura molecular de
los lipidos puede influir en procesos metabdlicos y cognitivos. Dado
que el hipocampo es fundamental para tareas de navegacion espa-
cial y motivacion alimentaria [22], se plantea la hipétesis de que los
TFA pueden interferir en procesos de aprendizaje asociativo.



Capitulo 2

Objetivos y Organizacion de la tesis

2.1. Objetivo general

Con el objetivo de validar la hipotesis anterior, el presente tra-
bajo se propone evaluar experimentalmente el impacto diferencial
de la ingesta de acido trans-elaidico y acido trans-vaccénico, los
dos &cidos grasos trans mas prevalentes en la dieta humana, so-
bre los niveles séricos de biomarcadores del metabolismo lipidico
y sobre el desemperio conductual en una tarea de aprendizaje es-
pacial basada en recompensa, utilizando un modelo murino. Este
estudio busca aportar evidencia empirica al debate actual sobre
los efectos neurobioldgicos especificos de distintos tipos de TFA, y
contribuir asi a la formulacion de recomendaciones en politicas de
salud publica orientadas a la prevencion del deterioro cognitivo y
otras patologias neurovasculares asociadas con la dieta.

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta investigacion son:

m Evaluar los efectos de la ingesta de TEA y TVA sobre los nive-
les séricos de biomarcadores del metabolismo lipidico (coles-
terol total, HDL, LDL/VLDL vy triglicéridos) en un modelo mu-
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rino. Para ello, se determina y compara el efecto del acido
elaidico, vaccénico y oleico en los niveles de colesterol en la
sangre.

= Analizar si la administracion de TEA y TVA induce alteraciones
en el desempeno conductual de los ratones en una tarea de
memoria espacial basada en recompensa, considerando que
esta habilidad depende criticamente del funcionamiento del hi-
pocampo.

2.3. Organizacion de la Tesis

El desarrollo de esta tesis se organiza de la siguiente manera:
En el Capitulo 3 se describen en detalle la metodologia y el disefio
experimental utilizados en la realizacion del estudio, incluyendo la
administracidon de los acidos grasos, las pruebas conductuales y los
procedimientos bioquimicos. El Capitulo 4 presenta los resultados
obtenidos, divididos en dos secciones principales: los efectos dife-
renciales de TEA y TVA sobre los biomarcadores lipidicos séricos,
y los efectos conductuales observados en la tarea de aprendizaje
apetitivo. En el Capitulo 5, se lleva a cabo una discusion critica de
los hallazgos experimentales en el contexto del conocimiento ac-
tual sobre los TFA, integrando los resultados con estudios previos y
destacando sus implicaciones fisiopatologicas. Finalmente, el Capi-
tulo 6 resume las principales conclusiones del trabajo y ofrece una
perspectiva sobre futuras lineas de investigacion en el campo de la
nutricién y la neurobiologia de los lipidos.



Capitulo 3

Metodologia y Diseino Experimental

En este capitulo se presentan la metodologia y el disefio experi-
mental utilizados en el desarrollo de la presente tesis. Se describen,
de forma general, los enfoques experimentales empleados para es-
tudiar los efectos del consumo de acidos grasos trans sobre el me-
tabolismo lipidico y el desempeno en tareas de memoria, utilizando
como modelo experimental ratones de la cepa BALB/cJ.

Este capitulo se estructura en seis apartados principales:

» En el primer apartado se describen las caracteristicas quimi-
cas y la procedencia de los acidos grasos suministrados a los
ratones, incluyendo el TEA y el TVA, representativos de los
TFA industriales y rumiantes, respectivamente.

» El segundo apartado detalla las dosis utilizadas para cada aci-
do graso, asi como el procedimiento de escalamiento para ha-
cerlas equivalentes al consumo promedio humano, conside-
rando el peso corporal y la ingesta calérica.

m En el tercer apartado se expone el protocolo de administraciéon
diaria de los acidos grasos, especificando la duracion del tra-
tamiento, las condiciones de alojamiento de los animales, y los
controles implementados para evitar sesgos experimentales.

m El cuarto apartado describe el procedimiento conductual utili-

8
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zado para evaluar el aprendizaje apetitivo en un laberinto de
ocho brazos, disefiado para medir la memoria espacial y aso-
ciativa dependiente del hipocampo. Se especifican las fases de
habituacion, entrenamiento y registro de tiempos de respuesta.

» El quinto apartado se enfoca en la evaluacion de biomarca-
dores séricos del metabolismo lipidico, como colesterol total,
HDL, LDL, VLDL vy triglicéridos, utilizando técnicas colorimétri-
cas validadas. Estos marcadores permiten caracterizar bioqui-
micamente las alteraciones inducidas por el consumo crénico
de TFA.

= Finalmente, en el sexto apartado se detalla el analisis estadis-
tico aplicado para validar las conclusiones obtenidas. Se ex-
plican las pruebas utilizadas para determinar normalidad, la
estrategia de comparacién entre grupos, el calculo del tamafio
muestral y el control de posibles factores de confusion.

Este enfoque metodoldgico integrado permite establecer correla-
ciones cuantitativas y funcionales entre el consumo de acidos gra-
sos trans, las alteraciones metabdlicas observadas y los efectos
cognitivos registrados en el modelo murino. De este modo, se bus-
ca aportar evidencia cientifica solida sobre los riesgos diferenciales
asociados al consumo de TFA industriales y rumiantes.

3.1. Animales y Dosificacion

Los compuestos utilizados fueron el TEA cat#E4637, TVA cat#V1131)
y COA, cat#01008, adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EE.UU.). Los acidos grasos se disolvieron en etanol absoluto (cat#459844,
Sigma-Aldrich), el cual se empled como vehiculo de administracion.

Los ensayos se llevaron a cabo en ratones machos adultos de
la cepa BALB/cJ, de 75 dias de edad, obtenidos del Centro de Bio-



CAPITULO 3. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL 10

ciencias de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi (UASLP).
Esta cepa fue elegida por su resistencia al desarrollo de diabetes
tipo 2 bajo dietas hiperlipidicas, lo cual facilita la identificacion de
efectos especificos de los acidos grasos trans C18, sin interferen-
cias metabdlicas preexistentes [23]. Asimismo, esta cepa se con-
sidera Optima para estudios de conducta, ya que muestra mayor
capacidad de aprendizaje y adaptacion a tareas de entrenamiento
que otras cepas como C57BL/6 [24, 25].

Los animales fueron alojados de forma individual bajo condicio-
nes estandarizadas (ciclos luz/oscuridad de 12 horas, temperatura
de 25°C y agua ad libitum). Se les otorgd un periodo de aclimata-
cidén de cinco dias antes del inicio de los tratamientos. Las evalua-
ciones del bienestar animal (alimentacion, peso corporal, actividad
y estado general) se realizaron diariamente por personal capacita-
do. La asignacién a los grupos experimentales se efectu6 de forma
aleatoria y ciega utilizando listas generadas con la funcion RAND
de Microsoft Excel. Todos los ratones se asignaron al azar y de ma-
nera ciega en los grupos necesarios para cada experimento y no se
efectud ningun orden especifico para ninguno de los procedimien-
tos. Todos los procedimientos de manejo de animales fueron apro-
bados por el comité de bioética de la UASLP (UASLP-Biociencias
CB-2016-005).

3.1.1. Determinacion de la dosis experimental

La dosis inicial se basé en el consumo medio de 4cidos grasos
trans reportado en la poblacién estadounidense (5 g/dia para un pe-
so promedio de 90 kg) [26, 27, 28], lo cual equivale a 56 mg/kg/dia.
Este valor fue corroborado con datos clinicos en humanos, donde
se observé que una dosis de 4.14 g/dia de TVA en hombres jévenes
(peso promedio de 76 kg) también corresponde a aproximadamen-
te 55 mg/kg [29]. Estas cifras provienen de estudios previos a la
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Escalamiento de dosis de dcidos grasos trans (TFA)
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Figura 3.1: Escalamiento de dosis en funcion de datos poblacionales y clinicos.
La dosis intermedia experimental (168 mg/kg) se eligié como la dosis representa-
tiva para este trabajo, ya que cubre el rango entre el consumo medio y el maximo
reportado en humanos. La figura representa un consumo medio de 56 mg/kg/dia
(equivalente a 5 g/dia en humanos de 90 kg), 55 mg/kg (4.14 g/dia en hombres
de 76 kg) una dosis intermedia de 168 mg/kg (usada en los experimentos) con
un consumo maximo estimado: 448 mg/kg (29 g/dia)

prohibicion del uso de CPHO y antes de que se implementara el
etiquetado obligatorio de TFA en EUA. [30].

Con base en lo anterior, se eligi6 56 mg/kg como dosis inicial,
la cual se duplicd secuencialmente hasta alcanzar 448 mg/kg, cu-
briendo asi el rango de consumo maximo estimado (29 g/dia o0 325
mg/kg). Para las pruebas principales, se utilizé6 una dosis interme-
dia de 168 mg/kg, administrada en los tres tratamientos: TEA, TVAy
COA. Dado que se ha demostrado que dietas hiperlipidicas inducen
dislipidemia en un periodo de seis semanas [31], los tratamientos
se aplicaron durante 45 dias consecutivos. En la figura 3.1 se ilustra
este procedimiento.
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3.1.2. Administracion de los tratamientos

Para garantizar la administracidn completa de la dosis, los aci-
dos grasos se mezclaron con 1.2 g de croquetas estandar (Rodent
Chow 5001, Purina; 3.3 kcal/g, 24.1 % proteina, 5 % grasa total,
1.5 % &cidos grasos monoinsaturados, 1.41 % acidos saturados y
201 ppm colesterol). Cada acido graso se aplico directamente den-
tro de una cavidad previamente realizada en la croqueta, utilizan-
do una herramienta rotatoria con una punta esférica de 2.3 mm.
Las soluciones se dosificaron segun el peso individual del animal,
empleando un volumen de 0.336 ul de etanol por gramo de peso
corporal.

Dosis ajustada
seglin peso corporal

Croqueta Alimentacién Ratén
(1.2 g, Rodent Chow 5001) (BALB/cJ)

Cavidad2.3 mm Peso monitoreado diariamente

Acidos grasos
(TEA, TVA, COA)

Disueltos enetanol 0.336 pL/g
Purina: 3.3 kcal/g, 24.1% proteina, 5% grasa total, etc.

Grupo control
Etanol 0.336 pL/g

Figura 3.2: llustraciéon de la administracion de la dosis. La figura representa el
disefio experimental descrito en el texto.

Se eligié 1.2 g de croqueta porque representa la cantidad minima
necesaria para mantener el peso corporal en condiciones de labo-
ratorio estandar, y asi asegurar que los animales consuman la do-
sis completa. El peso de cada ratdn fue registrado diariamente para
ajustar la dosis con precision. No se observaron pérdidas de peso
significativas durante el tratamiento. Los animales del grupo con-
trol recibieron la misma cantidad de vehiculo (etanol, 0.336 pul/g),
aplicado sobre la misma cantidad de croqueta, pero sin adicion de
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acidos grasos. Una ilustracion de este procedimiento se muestra en
la figura 3.2.

3.2. Procedimiento de Aprendizaje Apetitivo

Los ratones fueron alimentados diariamente durante 45 dias con
1.2 g de croquetas mezcladas con su respectiva dosis de acidos
grasos, y posteriormente se les sometiéo a una tarea de aprendi-
zaje apetitivo utilizando un laberinto de multiples elecciones con
ocho brazos (eight-arm maze) ligeramente intrincado. Este tipo de
laberinto es una herramienta ampliamente utilizada en estudios de
neurociencia cognitiva para evaluar memoria espacial, motivacion y
habilidades de navegacion [32, 33]. La figura 3.3, muestra esque-
maticamente el laberinto de 8 brazos utilizado en los experimentos.

Elaidic acid (trans, industrial)
W/\
Dyslipidemia Q*D
Vaccenic acid (trans, ruminant) E|a|d|c acid
HO N\ 18

¥

Normolipidemia
Oleoic acid (cis)

Vaccemc acid

n=9

HO

Oleic acid

18 / Faster learning

Figura 3.3: llustracion esquematica del laberinto de 8 brazos utilizado para el es-
tudio diferenciado de los efectos del consumo de 4cidos grasos en el desemperio
de la memoria de los ratones.

Normolipidemia

El laberinto consistia en caminos de 10 cm de ancho, con los ex-
tremos de los ocho brazos equidistantes desde el primer punto de

Slow learning
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bifurcacion. Esta simetria garantiza que el tiempo que cada raton
tarda en alcanzar la recompensa alimentaria no dependa de la po-
sicion del brazo que contiene el alimento, eliminando asi un posible
sesgo espacial.

Durante los dias 25 al 27 del protocolo experimental, los ratones
fueron habituados al laberinto mediante dos sesiones diarias de 20
minutos cada una, separadas por un intervalo de 30 minutos. En
los dias 28 a 30 y nuevamente en los dias 43 a 45, los ratones
fueron colocados en el laberinto con el objetivo de encontrar una
croqueta colocada al final de uno de los brazos. Una vez que el
animal encontraba la croqueta, se le permitia consumirla durante 5
segundos antes de ser retirado del laberinto. Este procedimiento de
entrenamiento se repetia 30 minutos mas tarde. Al finalizar cada dia
de entrenamiento, la dosis diaria restringida de 1.2 g de croquetas
con acidos grasos era administrada en su jaula individual.

Los ratones que no exploraban el laberinto o tardaban mas de
20 minutos en localizar el alimento fueron considerados como no
ejecutores (nonperformers) y excluidos del analisis. De igual ma-
nera, aquellos que encontraban el alimento pero lo ignoraban eran
descartados, ya que ésto se interpretaba como una respuesta no
relacionada con la recompensa.

El tiempo que cada ratdn tardaba en alcanzar la recompensa fue
registrado y graficado para evaluar su desempeno. Con el fin de evi-
tar sesgos, el experimentador que administraba los acidos grasos
nunca participé como observador durante la tarea conductual.

{ Administraciéxf diaria (1.2 g){ Habi%(dl’as 25-27) { Ent.'T(dl'as 28-30) { E?t.:(dfas 43-45) }
| |

~

Dia
1 25 28 43 45

Figura 3.4: llustracion esquematica del protocolo experimental utilizado en el
aprendizaje apetitivo.
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Desde el punto de vista neurobiolégico, la capacidad de los rato-
nes para aprender la ubicacion de una recompensa apetitiva implica
el uso de memoria espacial (forma de memoria declarativa), la in-
tegracidon de trayectorias (forma de memoria episédica) y una ade-
cuada motivacién. Para facilitar este proceso, cada bifurcacion del
laberinto fue sefalizada con claves visuales distintas, lo que per-
mitia a los animales utilizar referencias espaciales externas para
orientarse, en concordancia con los principios de navegacion alo-
centrica [34, 35].

Dado que la ubicacion de la recompensa se mantuvo constante
para cada ratdon entre ensayos, esta tarea evalla principalmente la
componente de memoria espacial asociada al hipocampo, una re-
gién cerebral clave en el procesamiento de informacién espacial y
en la formacién de recuerdos relacionados con el entorno [36, 37].
En la figura 3.4 se ilustra el procedimiento utilizado en el aprendi-
zaje apetitivo.

3.3. Perfiles Lipidicos en Suero

Los lipidos constituyen un grupo diverso de compuestos con fun-
ciones bioldgicas fundamentales. Participan de manera crucial en
la estructura y funcionamiento de las células, actuando como com-
ponentes estructurales de las membranas, reservas de energia y
mediadores en rutas de sefalizacidon celular [38]. El término lipi-
do se define ampliamente como cualquier molécula de un grupo
de compuestos organicos insolubles en agua pero solubles en sol-
ventes organicos. Esta caracteristica quimica se encuentra en una
amplia variedad de moléculas como los acidos grasos, fosfolipidos,
esteroles, esfingolipidos, terpenos y otros compuestos afines [39].

Los acidos grasos (AG) estan formados por cadenas hidrocarbo-
nadas con un grupo metilo (CH3) en un extremo y un grupo carbo-
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‘ Lipidos ‘
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Fosfolipidos, Esteroles, etc.

Acidos grasos ‘

/1N

Saturado4 Monoinsatur% Poliinsaturados

|
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Figura 3.5: llustracion esquematica de la relacién entre los diferentes tipos de
lipidos. Se muestra también la clasifiaccion de los acidos grasos segun su grado
de saturacion y configuracion cis/trans.

xilo (COOH) en el otro. Dependiendo del tipo de enlaces, pueden
clasificarse en saturados (AGS), monoinsaturados (AGM),con un
doble enlace o poliinsaturados (AGP), con dos o0 mas dobles enla-
ces. Generalmente, los AG derivan de triglicéridos y fosfolipidos, y
constituyen el componente principal de las grasas dietéticas [40].
En los AGP, el niumero, posicién y configuracion cis/trans de los
dobles enlaces influyen significativamente en la fluidez de las mem-
branas y en la funcion celular. El primer carbono del grupo metilo se
conoce como ®; segun la posicion del primer doble enlace respec-
to a este carbono, los AGP se clasifican como -3 (n-3), ®-6 (n-6)
o0 ®-9 (n-9) [41]. Los AG pueden derivar tanto de fuentes animales
como vegetales. El ®-9 mas abundante, el 4cido oleico (C18:1 n-9),
proviene principalmente del aceite de oliva. Por su parte, el acido li-
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noleico (C18:2 n-6), un -6, se encuentra en altas concentraciones
en aceites de cartamo, girasol, algodon y soya [42].

Existen tres fuentes principales de AG n-3: el acido a-linolénico
(C18:3 n-3), el acido eicosapentaenoico (EPA); C20:5 n-3 y el &ci-
do docosahexaenoico (DHA); C22:6 n-3. Los AG esenciales, como
el linoleico y el linolénico, no pueden ser sintetizados por el cuer-
po humano y deben obtenerse a través de la dieta [41]. Los AG
insaturados pueden encontrarse en formas isoméricas cis o trans.
En los AG cis, los grupos funcionales similares estan dispuestos
del mismo lado del doble enlace, lo que proporciona flexibilidad a
las membranas y a los triacilglicéridos. Por el contrario, en los AG
trans, los atomos de hidrégeno se encuentran en lados opuestos, lo
que afecta la estructura y funcionalidad lipidica [43]. Muchos AG cis
actian como precursores de eicosanoides (prostaglandinas, pros-
taciclinas, tromboxanos y leucotrienos), mediadores clave en pro-
cesos inflamatorios. Los AG palmitoleico y oleico son los AG cis
mas abundantes en animales y pueden ser sintetizados a partir de
sus respectivos AG saturados mediante la accién de desaturasas
[44].

En lo que sigue, se describe el procedimiento para obtener el los
perfiles lipidicos. Las muestras de sangre se obtuvieron median-
te puncidn cardiaca terminal bajo anestesia general con isoflurano,
procedimiento que minimiza el sufrimiento animal y permite la reco-
leccion de volumenes adecuados para el analisis bioquimico [45].
Inmediatamente después de la extraccion, las muestras se centri-
fugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para separar el sue-
ro, el cual fue recolectado cuidadosamente y almacenado a -80°C
hasta su analisis.

Con el objetivo de evitar cualquier sesgo experimental, la deter-
minacidn de los perfiles lipidicos séricos se realizd de forma ciega:
el experimentador no conocia la identidad del grupo ni la dosis ad-
ministrada a cada animal hasta concluir el analisis y graficado de
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los resultados. Este enfoque garantiza la objetividad en la interpre-
tacion de los datos [46].

Los perfiles lipidicos se determinaron mediante ensayos colori-
métricos utilizando los siguientes kits comerciales de Sigma-Aldrich,
siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante: (1) Choles-
terol Quantification Assay Kit (cat#CS0005) para la medicidén de co-
lesterol total, (2) HDL and LDL/VLDL Quantitation Kit (cat#MAK045)
para la determinacion diferencial de lipoproteinas de HDL y de LDL/VLDL,
y (3) Triglyceride Quantification Colorimetric Kit (cat#MAK266) para
la cuantificacion de triglicéridos.

Estos ensayos se basan en reacciones enzimaticas especificas
que generan productos coloreados cuya absorbancia se mide es-
pectrofotométricamente. La absorbancia es directamente propor-
cional a la concentracién del analito, lo que permite una cuantifi-
cacion precisa y reproducible [47].

La evaluacion de estos biomarcadores es fundamental para ca-
racterizar alteraciones en el metabolismo lipidico, particularmente
aquellas inducidas por el consumo de acidos grasos trans, que
se asocian con dislipidemias aterogénicas y riesgo cardiovascular
[1, 48]. En la figura 3.6 se muestra el procedimiento experimental
para el analisis de los biomarcadores.

3.4. Analisis Estadistico

Todos los datos reportados en este estudio fueron analizados uti-
lizando el software GraphPad Prism version 8.02 (GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, CA, USA). La unidad experimental utilizada
fue el raton individual, ya que esta estrategia permite maximizar la
resolucion estadistica de los efectos del tratamiento a nivel compor-
tamental y metabdlico.

El tamano minimo de muestra necesario para los experimen-
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tos de grupos multiples fue calculado empleando la funciin po-
wer.anova.test del entorno estadistico R (versidén 4.2.0). Se utilizd
un nivel de significancia a = 0.05, una potencia estadistica (power)
de 0.8 y un tamano de efecto grande (f = 0.7), de acuerdo con las
recomendaciones para estudios con efectos bioldgicos medianos a
grandes [49]. Bajo estos parametros, se determind que una mues-
tra de 30 animales (n = 30) era adecuada para establecer la dosis
de TEA necesaria para inducir dislipidemia, usando 5 grupos de
dosificacién (6 ratones en cada grupo). En la Figura 3.7 se mues-
tra como se realiz6 el calculo de tamano de muestra mediante la
funcion power.anova.test en R.

Para evaluar el efecto de los TFAs sobre los biomarcadores li-
pidicos séricos (ver Figura 4.2 en el capitulo de Resultados) y el
desempeno en la tarea de aprendizaje apetitivo (ver Figura 4.3 en
el capitulo de Resultados), se disefid un experimento con 4 grupos
(Control, COA, TEA y TVA), lo que resulté en un tamafo estima-
do de muestra de 27 ratones (n = 27). Este nimero se redonded
a 7 animales por grupo para facilitar la distribucién experimental y
asegurar potencia suficiente. El tamano de muestra exacto utilizado
en cada experimento se indica en las leyendas de cada figura junto
con el poder estadistico calculado.

Las variables principales de resultado incluyeron: (i) los niveles
de biomarcadores asociados al metabolismo lipidico (colesterol to-
tal, HDL, LDL/VLDL, triglicéridos) y (ii) el tiempo que tardaron los
ratones en localizar la recompensa alimenticia en la tarea de me-
moria espacial.

A menos que se indique lo contrario, todos los graficos se pre-
sentan como promedios con desviacion estandar (media + DE) o
como diagramas de caja y bigotes (Box and Whisker plots) que
muestran la mediana, los valores minimos y maximos, y los cuarti-
les inferior y superior.

El analisis de la progresion del aprendizaje se llevo a cabo uti-
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lizando regresion lineal por minimos cuadrados (best-fit linear re-
gression) sobre los datos de los ultimos 3 dias del protocolo ex-
perimental. Este analisis permitié6 determinar en qué condicion los
ratones aprendieron mas rapidamente, identificando el punto en el
tiempo (en dias) donde la proyeccion de la curva de aprendizaje
intersectaba el eje Y = 0, como un estimador de la eficiencia del
aprendizaje.

La evaluacién de la normalidad de los datos se realizé mediante
la prueba de Shapiro-Wilk [50]. En los casos en los que se cum-
plia el supuesto de normalidad, se utiliz6 ANOVA de una via con la
prueba de comparacion multiple de Bonferroni. Cuando los datos no
seguian una distribucion normal, se aplicé la prueba no paramétri-
ca de Kruskal-Wallis con la correccion de comparaciones multiples
de Dunn [51].

Se consideraron estadisticamente significativos los valores de
p < 0.05, sin realizar correcciones por comparaciones multiples.
La identificacion de valores atipicos se realiz6 mediante el procedi-
miento iterativo de Grubbs, implementado en Prism (versién 8.02),
aunque no se identificaron outliers en los conjuntos de datos anali-
zados.

No se aplicaron analisis estadisticos especificos para controlar
factores de confusion, ya que estos fueron controlados mediante la
aleatorizacion de los animales, emparejamiento por edad y restric-
cidén del sexo (todos los ratones fueron machos). Ningun procedi-
miento experimental se asignd en un orden particular.

Cabe destacar que este estudio no fue preregistrado, sin em-
bargo, todas las hipotesis, métodos, analisis y estrategias de cega-
miento fueron establecidas antes del inicio formal del estudio, ga-
rantizando la transparencia y validez de los resultados obtenidos.
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[Puncién cardiaca bajo anestesia con isoﬂurano}

[Centrifugacic’)n: 3000 rpm, 10 min, 4°C}

Y

{Reeoleccién del suero y almacenamiento a —80°C}

Y

[ Anélisis ciego del perfil lipidico }

Y

[Ensayos colorimétricos (kits Sigma—Aldrich)}

Y

{Lectura espectrofotométrica y graﬁcado}

Figura 3.6: llustracion esquematica del procedimiento experimental desde la re-
coleccion de la muestra hasta el analisis de biomarcadores.
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[Funciénpower .anova.test (R)}

{Parémetros:a = 0.05, Potencia=0.8, f = 0.7}

[Tamaﬁo de muestraestimado: n = 30}

[5 grupos de dosificacién(6 ratones/ grupo)}

{Evaluar dosis de TEApara inducir dislipidemia}

Figura 3.7: llustracion del calculo de tamafio de muestra mediante la funcidén
power.anova.test en R. Se utilizaron parametros estandar (o= 0.05, potencia =
0.8, tamano de efecto grande f = 0.7) para determinar un tamafno adecuado de
muestra (n = 30) en un disefio de 5 grupos (6 ratones/grupo).
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Datos recolectados(n=27, 4 grupos)

No normal:Kruskal-Wallis + Dunn }4—{ Prueba de normalidad(Shapiro-Wilk) }—»

Normal:ANOVA + Bonferroni

Deteccién de outliers(Grubbs)

Regresion linealcurva de aprendizaje

Interpretacion ciega ypresentacion grafica

Figura 3.8: Diagrama de flujo del andlisis estadistico realizado. Se aplicd una eva-
luacién de normalidad (Shapiro-Wilk), seguida de ANOVA o pruebas no paramé-
tricas segun el caso. La progresion del aprendizaje se evalué mediante regresién
lineal, y la deteccion de valores atipicos se hizo con la prueba de Grubbs.



Capitulo 4

Resultados

En ésta seccidn se presentan los resultados de este trabajo uti-
lizando el enfoque metodoldgico descrito en el capitulo 3. En la pri-
mera parte, se cuantifica el impacto diferencial de los acidos grasos
trans segun su origen (industrial vs. rumiante) en el metabolismo li-
pidico. Posteriormente, se presentan y se discuten los resultados
sobre la comparacidon de los efectos neurocognitivos de los acidos
grasos en la formacidon de la memoria apetitiva.

4.1. Impacto diferencial de los acidos grasos trans
segun su origen (industrial vs. rumiante) en el
metabolismo lipidico

Para determinar si existen diferencias significativas en los efec-
tos sobre la salud entre el TEA y el TVA, los iTFAs y rTFAs mas
comunes en los alimentos, respectivamente, fue necesario estable-
cer una dosis experimental comparable entre ambos compuestos.
Por ello, se disefi6 primero una curva dosis-respuesta administran-
do TEA diariamente durante 45 dias, con el objetivo de identificar
la dosis éptima para inducir dislipidemia en un modelo murino. La
dosis inicial seleccionada fue de 56 mg/kg de peso corporal, equi-
valente al consumo diario de 5 g de TFA en un adulto promedio

24
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de 90 kg en EE.UU.[28]. Esta dosis fue duplicada progresivamen-
te hasta alcanzar 448 mg/kg para cubrir un rango mas amplio de
exposicion.
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Figura 4.1: Efectos de la dosis de &cido trans-elaidico sobre el metabolismo li-
pidico. Una descripcion mas detallada de cémo se obtuvieron los resultados, se
muestra en el texto.

En la Figura 4.1, se muestran los resultados obtenidos de los
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efectos de los 4cidos trans-elaidicos suministrados a los ratones en
el metabolismo lipidico. Los detalles de como se obtuvieron los re-
sultados son descritos a continuacion. Se administré diariamente
acido trans-elaidico a ratones con dosis de 0, 56, 112, 224 o0 448
mg/kg de peso corporal durante 45 dias. Al finalizar el tratamiento
(dia 45), se obtuvieron muestras de suero mediante punciénn car-
diaca y posterior centrifugacion. Los niveles séricos de Colesterol
(A), Triglicéridos (B), Lipoproteina de muy baja densidad (VLDL,
por sus siglas en inglés) (C), Lipoproteina de baja densidad (LDL)
(D) y Lipoproteina de alta densidad (HDL) (E), como marcadores
del metabolismo lipidico. Las diferencias estadisticas se analizaron
mediante un ANOVA de una via con prueba de comparaciones mul-
tiples de Bonferroni. x, p < 0.05; »x, p < 0.01; #++, p < 0.007; ##xx,
p < 0.0001 con respecto a la dosis control (0 mg/kg). La Figura 4.1
(F) corresponde a una imagen representativa de una muestra de
sangre después de la centrifugacion en un microtubo. La muestra
corresponde a un raton alimentado con 112 mg/kg de acido elaidi-
co. La flecha indica la posicidon del anillo superior blanco lechoso,
caracteristico de la lipemia. Las barras en las graficas representan
el valor medio con desviacion estandar de 4 experimentos inde-
pendientes, utilizando 10 ratones por experimento (n = 40 en total,
potencia estadistica calculada = 0.931). En cada experimento se
incluyeron 2 ratones por grupo, resultando en 8 ratones por grupo
en total.

Enla Figura 4.1 (A) y Figura 4.1 (B), podemos observar que des-
de valores de 56 mg/kg existen aumentos significativos en los nive-
les séricos de colesterol total y triglicéridos en comparacién con los
ratones del grupo control (p = 0.0001 en ambos casos). Note que
el efecto maximo se registrdé con una dosis de 112 mg/kg. Esto de-
muestra la sensibilidad de los niveles séricos del colesterol cuando
se ingieren acidos elaidicos.

En lo que respecta a las fracciones lipidicas, el comportamien-
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to como funcién de la dosis suministrada fue un poco diferente. El
nivel de LDL aumentd significativamente a partir de los 112 mg/kg
[p = 0.0493; figura 4.1 (D)], mientras que VLDL mostré un incre-
mento notorio con 224 mg/kg [p = 0.0011; figura 4.1 (C)]. Por otro
lado los niveles de HDL, la lipoproteina con funcién protectora car-
diovascular, disminuyeron significativamente a una dosis de 112
mg/kg [p = 0.0178; figura 4.1 (E)]. De forma notable, las mues-
tras de sangre obtenidas de ratones alimentados diariamente con
dosis iguales o superiores a 112 mg/kg de TEA mostraron una fa-
se superior blanquecina tras la centrifugacion [Fig. 4.1 (F)], signo
caracteristico de lipemia severa. Esta dosis corresponde, en huma-
nos, a un consumo de 10 g/dia en un vardn de 90 kg.

Notese que, dado que los efectos maximos del TEA sobre el me-
tabolismo lipidico se observaron entre 112 y 224 mg/kg, se eligid
una dosis intermedia de 168 mg/kg para los experimentos compa-
rativos posteriores. Esta dosis equivale al consumo diario de apro-
ximadamente 15 g de TFA en humanos.
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Figura 4.2: Comparacion de los efectos del acido trans-elaidico con respecto al
acido trans-vaccénico y al acido oleico cis sobre el metabolismo lipidico

Con el objetivo de profundizar en el analisis, en la Figura 4.2 se
comparan los efectos del acido trans-elaidico, trans-vaccénico y del
acido oleico cis sobre el metabolismo lipidico, empleando la dosis
intermedia de 168 mg/kg como referencia. Los detalles técnicos de
los resultados mostrados en la Figura 4.2, se describen a conti-
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nuacion. Los ratones fueron alimentados durante 45 dias con 168
mg/kg de peso corporal mientras que los ratones del grupo control
(Ctl) recibieron unicamente el vehiculo. En el dia 45, se realiz6 una
puncion cardiaca seguida de centrifugacion para obtener muestras
de suero, las cuales se utilizaron para determinar los niveles de
Colesterol (A), Triglicéridos (B), VLDL (C), LDL (D) y HDL (E). Las
graficas muestran diagramas de caja y bigotes (Box and Whisker
Plots), representando la mediana con los cuartiles inferior y supe-
rior (cajas), y los valores minimos y maximos (lineas de error), co-
rrespondientes a 3 experimentos independientes con 2 ratones por
grupo en cada experimento (6 ratones por grupo en total, n = 24,
potencia estadistica calculada = 0.75). El andlisis estadistico se
realiz6 mediante ANOVA de una via con prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni. =, p < 0.05; *+, p < 0.01; =+, p < 0.001;
«exx. 0 < 0.0001.

Como se observa en la Figura 4.2, los ratones que recibieron
TVA mostraron efectos opuestos y beneficiosos en comparacion
con los que recibieron TEA. Se registraron disminuciones signifi-
cativas en los niveles séricos de colesterol total (p < 0.0001), trigli-
céridos (p < 0.0001), VLDL (p = 0.0039) y LDL (p < 0.0001), junto
con un aumento en HDL (p < 0.0001). Estos resultados sugieren
que, a pesar de ser ambos TFA, TEA y TVA no producen los mis-
mos efectos fisiopatoldgicos, lo que refuerza la necesidad de distin-
guir entre fuentes industriales y naturales de estos compuestos en
la evaluacién de riesgos nutricionales.

Ademas, se observd que los ratones alimentados con COA, un
acido graso monoinsaturado C18 en configuracién cis abundante
en el aceite de oliva y de canola, también presentaron mejoras sig-
nificativas en su perfil lipidico en comparacion con los ratones que
consumieron TEA (p < 0.0001 para colesterol, triglicéridos, VLDL
y LDL; p = 0.001 para HDL). De forma destacada, ningun raton ali-
mentado con TVA mostro signos visibles de lipemia en las muestras
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de sangre.

Finalmente, en comparacién con el grupo control, el consumo de
TVA mostré beneficios adicionales: los niveles séricos de colesterol
(p = 0.002) y triglicéridos (p = 0.0067) fueron significativamente
menores, mientras que los niveles de HDL fueron significativamente
mayores (p = 0.0397), lo que refuerza la hipotesis de que algunos
rTFA podrian, incluso, llegar a tener propiedades protectoras.

Uno puede concluir que los resultados obtenidos en este estu-
dio experimental demuestran que el TEA y el TVA, a pesar de ser
ambos acidos grasos trans, ejercen efectos profundamente distin-
tos sobre el metabolismo lipidico en ratones. El TEA, representativo
de los TFA de origen industrial, indujo dislipidemia severa, caracte-
rizada por aumentos significativos en colesterol total, triglicéridos,
LDL y VLDL, y una reduccion marcada en HDL. Estos efectos fue-
ron evidentes desde una dosis de 56 mg/kg, con una expresion
maxima entre 112 y 224 mg/kg, dosis en las que incluso se obser-
varon signos visibles de lipemia. En contraste, el TVA, un TFA de
origen rumiante, produjo efectos opuestos y beneficiosos, mejoran-
do de forma significativa el perfil lipidico de los animales: redujo los
niveles de lipidos aterogénicos (colesterol total, LDL, VLDL vy trigli-
ceridos) y elevo los niveles de HDL. Estos efectos fueron incluso
mas favorables que los del grupo control. Resultados similares se
observaron con COA, un acido graso c¢is monoinsaturado. Estos ha-
llazgos sustentan la hipétesis de que el impacto metabdlico de los
TFA no puede generalizarse sin distinguir su origen, y que algunos
rTFA como el TVA podrian tener incluso propiedades cardioprotec-
toras. Por tanto, las politicas de salud publica deberian considerar
clasificar diferencialmente a los TFA en funcidn de su origen y efec-
tos fisiologicos.
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4.2. Comparacidon de los efectos neurocognitivos
de los acidos grasos trans industriales y ru-
miantes en la formacion de la memoria apetiti-
va

La capacidad para aprender la ubicacion de una recompensa
alimentaria, conocida como memoria apetitiva, depende tanto de
la memoria episddica como de la memoria espacial, funciones cla-
ve asociadas a la regién CA1 del hipocampo [22]. Diversos estu-
dios han mostrado que el hipocampo es especialmente vulnerable
al consumo elevado de TFAs, particularmente los de origen indus-
trial [9, 10]. Por esta razén, se planted evaluar si la ingesta de TEA
o TVA afecta de forma diferencial el desempeno de ratones en una
tarea de aprendizaje basada en recompensa, utilizando un labe-
rinto de ocho brazos con multiples elecciones (eight-arm maze).
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3. Los deta-
lles técnicos de como se obtuvieron los resultados se decriben a
continuacion.
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Figura 4.3: Efectos en la memoria debido a la administracion de los acidos trans-
elaidico, acido trans-vaccénico y acido oleico cis. Como referencia, también se
muestran los resultados de los ratones de control.

Con la finalidad de demostrar que la alimentacion con TEA retra-
sa la formacién de la memoria en comparacion con TVA se utilizé el
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siguiente procedimiento. Ratones control (Ctl, tratados con vehicu-
lo, en negro) y ratones alimentados durante 45 dias con 168 mg/kg
de peso corporal (TEA en rojo, TVA en verde y COA en gris) fueron
sometidos a una tarea de aprendizaje apetitivo, en la cual debian
localizar y consumir una recompensa alimenticia (0.5 g) colocada
al final de uno de los 8 brazos de un laberinto ligeramente intrin-
cado Figura 4.3 (A). Los ratones fueron habituados entre los dias
25 y 27. La progresion del aprendizaje se evalu6é permitiendo que
los animales buscaran la recompensa en dos sesiones diarias de
20 minutos durante los dias 28 al 30, y nuevamente entre los dias
43y 45. Se reqistro y graficd el tiempo (en segundos) que tardaban
los ratones en ir desde el inicio del laberinto (START) hasta alcan-
zar y morder la recompensa, Figura 4.3(B). En Figs. 4.3 (C), (D) y
(E) se presentan analisis detallados mediante diagramas de caja y
bigotes (Box and Whisker Plots) del tiempo utilizado por los rato-
nes durante el primer dia de entrenamiento (ratones naive, dia 28),
tras tres dias de entrenamiento (dia 30) y en el dia 45, respectiva-
mente. La Figura 4.3 (F) representa los ajustes lineales multiples
por regresion lineal con mejor ajuste, utilizando los datos obtenidos
entre los dias 43 y 45 para cada grupo. Esta regresion estima el
rendimiento probable a lo largo del tiempo, considerando que un
valor de interseccidén con Y = 0 en menor tiempo indica un mejor
desempeno en la tarea. Todas las graficas representan resultados
obtenidos con 12 ratones por grupo (n = 48, potencia estadistica
calculada = 0,983). Las gréficas en Figura 4.3 (B) y (F) muestran el
promedio con error estandar de la media (SEM). Los asteriscos en
Figura 4.3 (B) indican diferencias significativas con respecto a los
valores iniciales del mismo grupo (dia 28), determinadas median-
te la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con prueba post hoc
de comparaciones multiples de Dunn, ya que los datos constituyen
un conjunto continuo. La letra r en Figura 4.3 (B) indica una dife-
rencia significativa entre los datos del dia 30 y los del dia 45. Las
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Figuras 4.3 (C)—(E) muestran diagramas de caja y bigotes que re-
presentan la mediana (linea central), los cuartiles inferior y superior
(cajas), y los valores minimos y maximos (bigotes) en los dias se-
leccionados para el analisis. El andlisis estadistico en Figuras 4.3
(C)—(E) se realizd con la prueba de Kruskal-Wallis y prueba post
hoc de comparaciones multiples de Dunn. =, p < 0.05; =+, p < 0.01;
wex. 0 < 0.001; =<+, p < 0.0001.

Los resultados de la Figura 4.3 ilustran la evolucidn del aprendi-
zaje bajo tratamiento con TEA, TVA o COA. Se aplicaron dos sesio-
nes diarias de entrenamiento (con un intervalo de 30 minutos) en
dos bloques temporales: dias 28 a 30 y dias 43 a 45, precedidos de
una fase de habituacién del dia 25 al 27 (Figura 4.3 (B)-(E).

Durante la primera sesidn de evaluacion (dia 28), los ratones nai-
ve (sin entrenamiento previo) tardaron en promedio 534.1 4+ 442.8
s (DE) en encontrar la recompensa. Como era de esperarse, no
se observaron diferencias significativas entre el grupo control y los
grupos tratados con TEA, TVA o COA [Figura 4.3 (C)]. Sin embargo,
al finalizar el primer bloque de entrenamiento (dia 30), se eviden-
ciaron cambios marcados: los ratones control tardaron en promedio
584.6 + 327 s, mientras que los tratados con COA mejoraron signi-
ficativamente su desemperfio (181.1 266 s, p = 0.0184). En con-
traste, los tratados con TEA mostraron un deterioro notorio en su
rendimiento (937.1+322 s, p = 0.0379) [Figura 4.3 (D)]. Aunque los
ratones tratados con TVA no presentaron una diferencia significati-
va respecto al grupo control ese dia, si se observaron diferencias
significativas al compararlos con los tratados con TEA (p = 0.0048
para TVAy p < 0.0001 para COA) [Figura 4.3 (B) y Figura 4.3 (D)].

Para analizar la progresion del aprendizaje a largo plazo, la tarea
se repitié al final del protocolo de alimentacion (dia 45). Los resulta-
dos fueron claros: en comparacién con los controles (369.6 +105.9
s), los grupos que recibieron TVA (51.9+46.4 s, p = 0.0048) y COA
(73.7 £ 68.7 s, p = 0.0048) mostraron una mejora significativa en el
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tiempo para encontrar la recompensa (Figura 4.3 (E). Por otro lado,
el grupo tratado con TEA (494.2 4+ 346.4 s) no mostrd diferencias
significativas frente al control, pero si fue estadisticamente peor que
TVA (p =0.0004) y COA (p = 0.0022).

Finalmente, se evalud la progresién del aprendizaje mediante un
analisis de regresion lineal ajustada a los datos de los dias 43 a
45. Este modelo permitié predecir en qué momento los ratones de
cada grupo alcanzarian un rendimiento optimo (interseccidn con el
eje Y = 0). Los resultados fueron reveladores: el grupo control al-
canzaria este punto a los 50.2 dias, el grupo TEA a los 48.2 dias
(p = 0.0353), mientras que los grupos TVA y COA lo harian mas
rapidamente, a los 45.1 dias (p < 0.0001) y 45.4 dias (p = 0.0004),
respectivamente [Figura 4.3 (F)]. Esto confirma que, aunque el gru-
po TEA mostro cierta mejora tardia, el aprendizaje fue claramente
mas lento en comparacién con los grupos tratados con acidos gra-
sos beneficiosos como el TVA y el COA.

En conclusion, los resultados del presente estudio indican que
la ingesta de TEAs y TVAs ejerce efectos claramente diferencia-
dos sobre el desempeno cognitivo de los ratones en una tarea de
aprendizaje espacial basada en recompensa. Mientras que el TEA
produjo un deterioro significativo en la memoria apetitiva a corto
plazo, el TVA, al igual que el COA, mejor6 de forma significativa el
desempeno en esta tarea. Ademas, los analisis de progresion del
aprendizaje revelaron que los animales tratados con TVA y COA
aprendieron mas rapidamente que aquellos tratados con TEA. Es-
tos hallazgos respaldan la hipétesis, una vez mas, de que no todos
los &cidos grasos trans generan efectos daninos sobre la funcién
cognitiva y que el origen de los TFA (industrial vs. rumiante) juega
un papel crucial en sus efectos neurobiolégicos. Asi, el presente tra-
bajo aporta evidencia experimental relevante para comprender los
mecanismos diferenciales de los TFA y apoya la necesidad de po-
liticas de salud publica que distingan entre tipos de TFA al formular
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recomendaciones dietéticas.
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Capitulo 5
Discusion

Dado que la nutricion es uno de los principales factores que in-
fluyen en el rendimiento cognitivo, en este estudio nos interesamos
por vincular los cambios metabdlicos inducidos por la ingesta de
acidos grasos trans de 18 carbonos (TFA, C18) con el desempeiio
en tareas de aprendizaje apetitivo.

Utilizando ratones alimentados con los dos TFA mas frecuentes
en productos lacteos de origen humano, encontramos que el TEA,
un TFA industrial, indujo dislipidemia y deteriord el rendimiento en
el aprendizaje apetitivo. En cambio, el TVA, un TFA de origen ru-
miante, mejord los niveles séricos de algunos biomarcadores del
metabolismo lipidico y también mejoré el desempeio de los rato-
nes en la tarea de aprendizaje.

Nuestros hallazgos respaldan ain mas la nocién de que los rT-
FA tienen efectos significativamente opuestos y mas saludables que
los iTFA. Aunque esto puede parecer contraintuitivo, dado que los
rTFA siguen siendo acidos grasos trans y, por tanto, tradicionalmen-
te considerados como lipidos perjudiciales, su ingesta ha sido aso-
ciada con efectos beneficiosos en enfermedades como la diabetes
tipo 2, obesidad, cancer y aterogénesis [13, 52, 53].

De hecho, a pesar de que el TVA es un rTFA, se ha demostra-
do que su consumo protege contra la enfermedad coronaria y la
inflamacion intestinal [18, 19, 20]. Ademas, se ha reportado que
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la ingesta de TVA mejora tanto la respuesta inmunitaria antitumo-
ral mediada por células T como el metabolismo lipidico posprandial
[21, 54].

La pregunta de si los iTFA y los rTFA ejercen efectos biolégicos
similares u opuestos se ha vuelto particularmente relevante desde
que la prohibicion de los iTFA dejé alos rTFA, y en particular al TVA,
como los TFA predominantes en la dieta humana. Sin embargo,
existen muy pocos estudios que evaluen directamente los efectos
biologicos opuestos entre el TEA y el TVA.

Por ejemplo, en ratones deficientes en receptores de LDL, la in-
gesta de TEA estimula la aterosclerosis, mientras que el TVA ejerce
un efecto protector [19]. En linea con esto, se ha demostrado que
el TEA potencia las respuestas inflamatorias de las células endo-
teliales en cultivo, un mecanismo subyacente a la aterosclerosis,
mientras que el TVA las inhibe [55].

Utilizando hamsteres dorados sirios, se reportd que el TEA y el
TVA tienen efectos opuestos sobre la razén LDL/HDL y sobre la
incorporacién en la posicién sn-2 de los fosfolipidos plaquetarios
[56]. Asimismo, la alimentacidn de ratas JCR:LA-cp resistentes a la
insulina con TVA redujo los niveles séricos de triglicéridos [57].

Nuestros resultados demuestran que no todos los acidos gra-
sos trans ejercen efectos nocivos sobre la salud. EI TEA induce
dislipidemia y deterioro cognitivo, mientras que el TVA mejora in-
dicadores lipidicos y promueve el aprendizaje. Estos hallazgos no
solo refuerzan la importancia de diferenciar entre tipos de TFA en la
dieta, sino que también abren la posibilidad de que algunos rTFA,
como el TVA, tengan aplicaciones terapéuticas en enfermedades
metabdlicas y neurocognitivas.
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5.1. Déficits vasculares y energéticos podrian es-
tar en la base de los efectos adversos del acido
trans-elaidico (TEA) sobre la memoria apetitiva

En este estudio, la medicion de los biomarcadores lipidicos en
suero revel6 un claro efecto aterogénico inducido por el TEA (Figu-
ra 4.2). Este efecto podria conducir a una estenosis aterosclerética
intracraneal, reduciendo el flujo sanguineo y la disponibilidad de
oxigeno y glucosa en el cerebro [3]. Dado que el cerebro consume
aproximadamente el 20 % del oxigeno corporal total, la estenosis e
isquemia del tejido cerebral podrian tener un gran impacto sobre el
rendimiento cognitivo.

En este contexto, nuestro laberinto de ocho brazos permite eva-
luar eficazmente la componente espacial de la memoria apetitiva.
Considerando que la region CA1 del hipocampo es el centro funcio-
nal de la memoria espacial y episddica, y que el hipocampo es una
de las &reas con mayor consumo de oxigeno, la propiedad aterogé-
nica del TEA probablemente afecte negativamente las habilidades
de navegacion espacial de los ratones, asi como su memoria epi-
sodica.

De hecho, niveles elevados de TEA en suero han sido asocia-
dos con un mayor riesgo de desarrollar demencia o enfermedad de
Alzheimer [58, 59], patologias en las que la region CA1 juega un
papel crucial.

Por otro lado, aunque el TEA, el TVA y el COA son acidos gra-
S0s no esenciales, podrian desempenfar funciones energéticas im-
portantes mediante la beta-oxidacion. Por ejemplo, el TEA presenta
una velocidad de oxidacion particularmente lenta y, debido a su do-
ble enlace en posicidn trans-9, tiene la desafortunada capacidad de
competir con la oxidacién de acidos grasos omega-9 como el COA,
al bloquear las acil-CoA deshidrogenasas [60].
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Dado que la beta-oxidacion representa aproximadamente el 20 %
de la energia total del cerebro [61], es razonable suponer que la
ingesta de TEA podria reducir significativamente la energia dispo-
nible. Es importante recordar que, en el cerebro, los astrocitos son
las Unicas células capaces de utilizar acidos grasos como fuente de
energia [62], y que el lactato producido por estos astrocitos consti-
tuye la principal fuente energética para las neuronas [63, 64].

En consecuencia, la inhibicion de la beta-oxidacidén por el TEA
podria tener un gran impacto en la cantidad de energia disponible
en las neuronas, afectando procesos clave como la plasticidad si-
naptica y la sinaptogénesis [65]. En los astrocitos, esta reduccion de
energia también podria afectar negativamente la plasticidad estruc-
tural del citoesqueleto, necesaria para generar espacio para nuevas
sinapsis [66], deteriorando asi la formacién de nuevas memorias y
el desempefio cognitivo.

En linea con lo anterior, niveles elevados de TEA en suero han
sido asociados con depresion en la adultez [67].

Nuestros resultados sugieren que el TEA afecta la memoria ape-
titiva no sélo por sus efectos aterogénicos, que podrian limitar el su-
ministro de oxigeno al cerebro [3], sino también por su interferencia
con la beta-oxidacion de acidos grasos [60]. Dado que el hipocam-
po requiere altos niveles de oxigeno y energia para sostener la plas-
ticidad sinaptica, estos efectos combinados podrian comprometer
funciones cognitivas clave como la memoria espacial y episodica
[61, 65, 66]. Estas observaciones coinciden con estudios que vin-
culan niveles elevados de TEA con un mayor riesgo de demencia,
Alzheimer y depresidn [58, 59, 67], lo que refuerza su perfil como
un lipido potencialmente neurotoxico.
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5.2. CREB y el excedente energético podrian expli-
car los efectos positivos del acido trans-vaccénico
sobre la memoria apetitiva

A diferencia del TEA, el TVA indujo un efecto ateroprotector (Fig. 4.2).
Este efecto beneficioso ya ha sido observado para otros acidos gra-
sos trans de origen rumiante, como se discutio al inicio de esta sec-
cién. Sin embargo, algunos efectos beneficiosos adicionales de los
rTFA han sido reportados en el sistema nervioso central. Por ejem-
plo, se ha demostrado que la ingesta de acido ruménico (RA) tiene
efectos positivos en la enfermedad de Alzheimer [68], y previene la
muerte de neuronas corticales inducida por exitotoxicidad [69].

Durante el aprendizaje y la formacion de memorias, la plasticidad
singptica y la sinaptogénesis requieren un alto consumo de ener-
gia. En particular, el metabolismo glial cumple un rol esencial en la
sinaptogénesis, ya que la retraccion de los procesos gliales libera
espacio para la formacion de nuevas sinapsis neuronales [66].

Dado que el TVA (al igual que el COA) entra completamente en
el proceso de beta-oxidacidén para producir energia a través de las
ligasas CoA de acidos grasos de cadena larga tipo 1 0 2 en las mi-
tocondrias de los astrocitos [62], el TVA podria favorecer el apren-
dizaje apetitivo al aumentar la energia disponible para la plasticidad
estructural glial, facilitando la sinaptogénesis en el hipocampo.

El factor de transcripcion CREB (cAMP response element-binding
protein) desempenfa un papel crucial en la formacién de memorias.
En las neuronas del hipocampo, CREB regula la expresion de ge-
nes esenciales para la plasticidad sinaptica y para la consolidacién
y almacenamiento de memorias a largo plazo [70].

Curiosamente, las neuronas hipocampales expresan el receptor
FFAR2 (Free Fatty Acid Receptor 2), y su antagonismo por parte
del TVA activa CREB [21, 71]. Por lo tanto, es probable que el TVA
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mejore el desempeno en tareas de aprendizaje apetitivo mediante
la activacion directa de CREB en el hipocampo.

Ademas de sus funciones energéticas y transcripcionales direc-
tas, los metabolitos derivados del TVA podrian también participar
en estos efectos. El TVA puede convertirse en RA o en TPA (trans-
palmitoleic acid). La conversion a RA, el isbmero mas abundante
del &cido linoleico conjugado (CLA), es catalizada por la enzima
A9-desaturasa [72], mientras que la conversion a TPA ocurre me-
diante desaturasas beta y oxidacion parcial [13].

Esto es relevante porque tanto el receptor PPAR-« (receptor ac-
tivado por proliferadores de peroxisomas alfa, para RA) como el re-
ceptor GPR40 (para TPA) se expresan altamente en el hipocampo,
donde inducen la activacion de CREB y, en consecuencia, la expre-
sidn de genes relacionados con la plasticidad sinaptica [73, 74].

Tanto RA como TPA pueden obtenerse directamente de la die-
ta, aunque su fuente principal es la conversion de TVA ingerido
[72, 75, 76]. Si bien la mayor parte de esta conversidén ocurre en
higado y tejido adiposo, con transporte activo posterior hacia el ce-
rebro, también se ha demostrado que la conversién a RA ocurre
localmente en el hipocampo, dado que la A9-desaturasa se expre-
sa altamente en esta region [77].

En consonancia con estos hallazgos, se ha observado que indi-
viduos con fenotipo de envejecimiento cerebral retardado presentan
niveles séricos mas altos de TVA en comparacién con aquellos con
envejecimiento acelerado [78], aunque algunos estudios no han en-
contrado esta asociacion [79].

Nuestros resultados indican que el TVA podria mejorar la memo-
ria apetitiva mediante dos mecanismos complementarios: por un
lado, al aumentar la disponibilidad de energia en astrocitos a través
de la beta-oxidacion [62, 66]; y por otro, al inducir la activacién de
CREB en neuronas del hipocampo, ya sea directamente o0 median-
te sus metabolitos RAy TPA [21, 71, 73]. CREB regula genes clave
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en la consolidacion de la memoria [70], por lo que su activacion
sugiere un papel funcional del TVA en la mejora cognitiva. Estos
datos coinciden con estudios recientes que relacionan altos niveles
de TVA con fenotipos de envejecimiento cerebral mas lento [78], lo
que refuerza su potencial como lipido neuroprotector.

El eje intestino-cerebro también podria contribuir a
los efectos del TEA y del TVA sobre la memoria ape-
titiva

La metabolizacion del TEA y TVA no sélo ocurre en el higado y
el tejido adiposo, sino también en el intestino, y depende en gran
medida de la microbiota intestinal. Tanto la metabolizacion bacte-
riana intrinseca de los AGT como los metabolitos derivados de los
AGT podrian favorecer el crecimiento de ciertas bacterias o inhi-
bir otras, alterando asi la diversidad del microbioma intestinal. Esta
disbiosis resultante podria modificar la comunicacion bidireccional
entre el intestino y el sistema nervioso, en la que el hipocampo esta
directamente involucrado.

Por ejemplo, la eliminacion de la microbiota intestinal en ratones
afecta las vias de sefales dependientes de CREB en el hipocampo,
lo que deteriora el rendimiento motor y cognitivo [80]. En este sen-
tido, se ha reportado que una alta ingesta de TEA en ratones incre-
menta la abundancia de bacterias asociadas a inflamacién como
Desulfovibrionaceae [81] y Staphylococcus [82], al mismo tiempo
que disminuye la presencia de bacterias beneficiosas como Lach-
nospiraceae y Ruminococcaceae, conocidas por su funcién anti-
inflamatoria en el intestino.

En ambos casos, los cambios en la microbiota inducidos por el
TEA se acompafnan de una reduccién en la concentracion de &ci-
dos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus siglas en inglés) como
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el propidnico, butirico, valérico y heptanoico, los cuales promueven
la salud intestinal y modulan la inflamacién. En cambio, ratas ali-
mentadas con una dieta rica en grasas rumiantes (20 %), con al-
to contenido de TVA, mostraron un aumento en la abundancia de
Lachnospiraceae, Pseudoflavonifractor y Blautia, bacterias conoci-
das por producir SCFAs de efectos beneficiosos [83].

Los SCFAs no sélo ejercen efectos positivos a nivel intestinal,
sino que también pueden alcanzar el cerebro, y en particular el hi-
pocampo, a través del torrente sanguineo, donde modulan positiva-
mente la neurogénesis, la produccion del factor neurotrofico deriva-
do del cerebro (BDNF), el metabolismo energético y la inflamacién
[84, 85]. Por lo tanto, el eje intestino-cerebro podria contribuir signi-
ficativamente a los efectos observados del TEA y del TVA sobre el
desempeno en la memoria apetitiva.

Los resultados sugieren que el eje intestino-cerebro también po-
dria mediar los efectos del TEA y el TVA sobre la memoria apetitiva.
El TEA promueve una disbiosis intestinal caracterizada por un au-
mento de bacterias proinflamatorias y una reduccion en la produc-
cion de SCFAs beneficiosos, o que podria afectar negativamente la
comunicacion entre el intestino y el cerebro [81, 82, 85]. En contras-
te, el TVA incrementa bacterias que producen SCFAs, las cuales
pueden atravesar la barrera hematoencefalica y modular procesos
claves en el hipocampo, como la neurogénesis, la inflamacion y la
expresiéon de BDNF [83, 84]. Dado que la eliminacién de la micro-
biota afecta la activacion de CREB y el rendimiento cognitivo [80],
estos hallazgos refuerzan el rol del microbioma como modulador
indirecto de los efectos neuronales de los TFA.
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5.3. Limitaciones y fortalezas de este estudio

Dado que en las ultimas dos décadas ha habido una reduccion
significativa en el consumo de TFA, la dosis utilizada en nuestros
experimentos (168 mg/kg) podria considerarse elevada en compa-
racion con la ingesta actual estimada de TFA en humanos (~25
mg/kg). Sin embargo, personas con ciertos habitos alimentarios po-
drian seguir consumiendo niveles altos de TEA, ya que la etiqueta
cero grasas trans"significa que una porcién contiene menos de 0.5
g de TFA, pero no necesariamente cero.

Del mismo modo, individuos que consumen un exceso de pro-
ductos de origen rumiante podrian ingerir dosis de rTFA superiores
a las requeridas nutricionalmente.

Por otro lado, la duracion del tratamiento con TFA en la mayoria
de los estudios publicados es similar a la nuestra, con protocolos de
5 a 7 semanas. No obstante, las dosis empleadas en esos trabajos
suelen ser considerablemente mas altas. Mientras que nosotros uti-
lizamos una dosis de 4.2 mg/dia por ratén (168 mg/kg), la mayoria
de los estudios, si no todos, utilizan dosis que exceden los limites
de consumo humano. Por ejemplo, en [81] se administré una dosis
de ~10 mg/dia por ratén (~400 mg/kg), y en [19], una dosis de ~60
mg/dia por raton (2.4 g/kg).

Asimismo, el uso exclusivo de ratones machos en este estudio
podria considerarse una limitacion a la luz de los lineamientos ac-
tuales que exigen evitar sesgos por sexo en la investigacion biomé-
dica. Sin embargo, considerando que las estrategias conductuales
difieren entre sexos y pueden conferir ventajas particulares a ma-
chos o hembras [86], este trabajo se plantea como un punto de par-
tida para el estudio de los efectos de los TFA sobre el desempefio
en tareas de memoria apetitiva.

Este estudio representa un paso inicial hacia la comprension de
los efectos de los TFA sobre la memoria apetitiva. A pesar de cier-
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tas limitaciones metodoldgicas, como el uso exclusivo de ratones
machos y una dosis relativamente alta de AGT, el disefio experi-
mental se alined con protocolos estandarizados en la literatura. A
diferencia de trabajos que emplean dosis excesivas, nuestras con-
centraciones representan una exposicién potencialmente alcanza-
ble en condiciones dietéticas reales. Estos hallazgos abren nuevas
lineas de investigacidn sobre el papel diferencial de los TFA de ori-
gen industrial y rumiante en la funcion cognitiva, asi como la impor-
tancia de integrar variables como sexo, microbiota y metabolismo
cerebral en futuros estudios.



Capitulo 6

Conclusiones y perspectivas

Las conclusiones y perspectivas mas importantes de esta inves-
tigacion se muestran a continuacion. Note que las conclusiones
descritas, estan orientadas a los posibles beneficios de la salud
publica.

6.1.

Conclusiones

m En este estudio, nos propusimos evaluar si los TFA industriales

(iTFA) y rumiantes (rTFA) ejercen efectos bioldgicos diferencia-
dos, a pesar de compartir una configuracion geométrica trans
en su estructura quimica. Para ello, utilizamos dos de los TFA
mas comunes en la dieta humana: TEA y TVA (indiustriales y
rumiantes, respectivamente), los cuales fueron administrados
a ratones durante 45 dias en una dosis considerada no salu-
dable, equivalente a una ingesta humana de aproximadamente
15 g diarios. Los resultados fueron contundentes: mientras que
el TEA indujo dislipidemia severa, evidenciada por el aumento
de colesterol total, LDL, VLDL y triglicéridos, junto con una dis-
minucion significativa de HDL, el TVA mostré efectos opuestos.
En particular, el TVA mejord el perfil lipidico de los ratones, dis-
minuyendo los marcadores aterogénicos e incrementando los
niveles de HDL, lo que sugiere un efecto cardioprotector.

47
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= Ademas, se evalud el desempeno cognitivo de los animales
mediante una tarea de memoria apetitiva basada en recom-
pensas espaciales. Aqui también se observaron diferencias
significativas: el TEA afectdé negativamente la capacidad de
aprendizaje espacial de los ratones, mientras que el TVA no
sblo no tuvo efectos adversos, sino que mejord su desempeno
en la tarea. De manera interesante, estos efectos beneficiosos
también fueron replicados por el COA, un acido graso monoin-
saturado en configuracion cis, presente en grandes cantidades
en aceites comestibles como el de oliva y el de canola.

= En conjunto, nuestros hallazgos respaldan la hipétesis de que
los iTFA y rTFA no pueden ser considerados equivalentes en
términos de sus efectos bioldgicos. A pesar de compartir una
estructura trans, sus origenes distintos parecen conferirles pro-
piedades fisioldgicas opuestas: mientras que los iTFA como el
TEA tienen efectos perjudiciales tanto a nivel metabdlico como
cognitivo, los rTFA como el TVA podrian incluso tener propie-
dades protectoras.

» Estos resultados no solo aportan evidencia empirica relevante
al campo de la nutricion y la neurociencia, sino que también
tienen importantes implicancias para el disefio de politicas de
salud publica. Especificamente, se sugiere la necesidad de re-
evaluar las recomendaciones dietéticas actuales sobre el con-
sumo de TFA, diferenciando entre aquellos de origen industrial
y los de origen natural rumiante.

La figura 6.1 resume de manera esquematica las conclusiones
mas importantes de este trabajo.

La mayor parte de los resultados presentados en esta tesis fue-
ron publicados en la Referencia [87].
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Acido trans-elaidico (TEA) Acido trans-vacénico (TVA)
industrial rumiante
Y Y
Dislipidemia: Efecto protector:
1 colesterol, LDL, VLDL, TAG } colesterol, LDL, VLDL, TAG
} HDL 1 HDL
Y Y
Deterioro en Mejora en
memoria apetitiva memoria apetitiva
Y Y
Estenosis, menor energia disponible Activacién de CREB,
(bloqueo de B-oxidacién), [B-oxidacién eficiente
disfuncién astrocitica — mds ATP y lactato
Y 4
Efectos negativos Efectos positivos
metabdlicos y cognitivos metabélicos y cognitivos

Figura 6.1: Representacion esquematica de las principales conclusiones de este
trabajo.

6.2. Perspectivas

Aunque las consecuencias negativas de los 4cidos grasos trans
industriales han sido ampliamente estudiadas, los posibles bene-
ficios para la salud de los acidos grasos trans de origen rumiante
han recibido considerablemente menos atencion. En el contexto de
los resultados obtenidos en este trabajo, las posibles extensiones a
corto plazo abren, entre otras, las siguientes preguntas:

» ¢ Puede revertirse el deterioro de la memoria espacial in-
ducido por dietas ricas en azucares y grasas saturadas
mediante una dieta no industrializada?. Esta pregunta po-
dria aportar informacién clave sobre la neuroplasticidad y la
capacidad del cerebro para recuperarse de habitos dietéticos
perjudiciales.
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= ¢Influye una dieta no industrializada de manera positiva
en la memoria espacial y en la dinamica de codificacion
hipocampal?.

= ¢ Podria una dieta saludable contribuir a la prevencién de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, al
preservar funciones hipocampales?.

= ;Como influye el consumo de los acidos trans en la aci-
tividad sexual?. Un campo poco explorado es el estudio del
efcto de los acidos trans en la actividad sexual.

= Utilizando otras técnicas, por ejemplo de biofisica y bio-
quimica, uno podria estudiar a nivel molecular el origen
de todas las reacciones quimicas involucradas en los pro-
cesos heurocoghnitivos.

= Experimentos mecanisticos a futuro relacionados con este
trabajo. Para mencionar algunos de los experimentos meca-
nisticos futuros relacionados con este trabajo, se puede plan-
tear la hipoétesis, por ejemplo que que el acido trans-elaidico
deteriora la memoria apetitiva mediante un mecanismo multi-
factorial que incluye dislipidemia, inflamacién endotelial, reduc-
cién de la perfusion cerebral, alteracién del metabolismo ener-
gético astroglial y disbiosis intestinal proinflamatoria. En con-
traste, el acido trans-vaccénico podria mejorar el desempeiio
cognitivo al favorecer un perfil metabdlico menos aterogénico,
aumentar la disponibilidad energética en astrocitos y activar
vias de plasticidad sinaptica dependientes de CREB en el hi-
pocampo. Estos efectos podrian estar mediados adicionalmen-
te por metabolitos derivados del TVA y por cambios favorables
en la microbiota intestinal y en la produccion de acidos gra-
sos de cadena corta. Por ejemplo, para medir las alteraciones
vasculares, se puede disenar un experimento que mida el flujo
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sanguineo cerebral (perfusion) mediante una técnica doppler
laser. Uno esperaria que el TEA reduce la perfusion cerebral
debido a efectos alterogénicos (dafo vascular), mientras que el
TVA mantiene la perfusién, como protector vascular. Otro ex-
perimento posible seria medir la microbiota intestinal mediante
la detreminacién de un perfil de microbiota intestinal utilizan-
do secuenciacion 16s y PCR (técnicas de biologia molecular
para analizar el ADN bacteriano), para medir, por ejemplo, la
expresion CREB (por técnicas de qPCR) o los marcadores in-
flamatorios. La medicién de la expresion de CREB consiste en
cuantificar los niveles del factor de transcripcion CREB o de
su forma activada fosforilada (pCREB), con el objetivo de eva-
luar la activacion de vias moleculares asociadas con plastici-
dad sinaptica y consolidacion de memoria en el hipocampo.
Uno esperaria que el TEA induzca disbiosis proinflamatoria (la
microbiota intestinal favorece la inflamacién, con el aumento de
bacterias como el Staphylococcus). Es importante mencionar
que existen numerosas posibilidades de experimentos futuros
en relacin a ampliar el conocimiento del tema de este trabajo,
por ejemplo, medir la plasticidad sinaptica (mecanismo por el
cual el cerebro modifica la comunicacidn entre neuronas). Esto
constituye uno de los mecanismos celulares fundamentales del
aprendizaje y la formacién de la memoria. Se podria realizar
un experimento utilizando electrofisiologia en CA1 (medicion
de la actividad eléctrica de las neuronas en la region CA1 del
hipocampo). La regién CA1 del hipocampo es la que integra la
informacién y participa en la consolidacion de la memoria. El
experimento se puede realizar colocando colocando electro-
dos en la regién CA1 del hipocampo para medir la respuesta
de las neuronas cuando reciben senales.
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