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RESUMEN

La obesidad materna o la exposicion a dietas caléricas durante los periodos
pregestacionales y gestacionales promueven alteraciones en el metabolismo de la
descendencia a largo plazo. Sin embargo, aunque se conoce, poco se ha estudiado sobre
el impacto del consumo excesivo de alimentos caldricos en la salud mental y en los
trastornos conductuales relacionados con alteraciones en la motivacién por recompensas.
En esta tesis probamos la hipétesis de que el consumo de alimento calérico de madres
durante el embarazo y lactancia altera la motivacion para obtener recompensas naturales
en la descendencia, y si estos cambios se correlacionan con alteraciones a nivel de micro
y macroestructura cerebral. Empleamos ratas Wistar hembra expuestas a dieta de
cafeteria (alta en grasa-azucar) durante 9 semanas que incluye: antes, durante y después
del embarazo, protocolo conocido como programacién fetal. Analizamos si la
programacion fetal induce cambios en la motivacion para obtener recompensas naturales
en descendencia empleando varias pruebas: Condicionamiento Operacional (protocolos
FR1, FR5 y PR en la caja de Skinner), preferencia a sacarosa, campo abierto y
alimentacion suprimida. Las alteraciones macro y microestructurales se analizaron por
Morfometria basada en la Deformacion por Imédgenes de Resonancia Magnética y por
Western blot e inmunohistoquimica (marcadores receptores NMDA y AMPA vy
sinaptofisina), respectivamente. Los resultados indican que la descendencia de madres
expuestas a programacion fetal obtuvo menor motivaciéon para obtener recompensas
naturales, evidenciada por decremento en los protocolos FR1, FRS y PR. Ademais, la
descendencia también mostré decremento en la preferencia a sacarosa y mayor tiempo
en la prueba de alimentacién suprimida, indicativos de decremento en motivacion
semejante a la anhedonia. Los andlisis macroestructurales empleando imagen de
resonancia magnética mostraron cambios en el volumen de diversas regiones del sistema
mesocorticolimbico que incluyen al estriado, hipocampo y corteza. Por su parte, los
andlisis microestructurales revelan cambios anatémicos en las regiones de hipocampo y

ndcleo accumbens. Lo anterior se correlaciona con una disminucion en los marcadores
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de NMDA vy receptores de sinaptofisina. Nuestros hallazgos revelan que la
programacion por dieta caldrica reduce la motivacién por recompensas naturales, que
correlaciona con cambios a nivel macro y microestructural de regiones del circuito

mesocorticolimbico.

ABSTRACT

Maternal obesity or exposure to caloric diets during the pre-gestational and gestational
periods promotes long term alterations in the offspring metabolism. However, the impact
of excessive consumption of caloric foods on mental health and behavioral disorders
related to alterations in reward motivation has not been identified. Here, we tested the
hypothesis that caloric food consumption in mothers during pregnancy and lactation
alters motivation to obtain natural rewards in the offspring, and if these changes
correlates with micro and macrostructure alterations in brain. We use female Wistar rats
exposed to a cafeteria diet (high in fat-sugar) for 9 weeks including: before, during and
after pregnancy, a protocol known as fetal programming. We analyzed if fetal
programming induces changes in motivation to obtain natural rewards addressing
several tests: Operational Conditioning (FR1, FRS and PR protocols in Skinner box),
preference to sucrose, open field and suppressed feeding. Macro and microstructural
alterations were analyzed by Morphometry based on Magnetic Resonance Imaging and
by Western blot and immunohistochemistry (NMDA and AMPA receptor markers and
synaptophysin), respectively. Our results indicate that the offspring of mothers exposed
to fetal programming obtained less motivation to obtain natural rewards, evidenced by a
decrease in the FR1, FRS5 and PR protocols. In addition, offspring also showed a
decrease in sucrose preference and a longer time spent in the suppressed feeding test,
evidenced a decrease in motivation such as anhedonia. Macrostructural analysis using
magnetic resonance imaging showed changes in mesocorticolimbic system volume
including the striatum, hippocampus and cortex. On the other hand, microstructural
analysis reveals anatomical changes in the hippocampal and nucleus accumbens regions.

The later correlates with a decrease in NMDA markers and synaptophysin receptors.
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Our findings reveal that caloric diet programming reduces motivation for natural
rewards, which correlates with macro and microstructural changes in the

mesocorticolimbic circuit.

Dr.C. Alberto Camacho Morales

Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La obesidad es una condicién patoldgica que se asocia al desarrollo del desbalance
energético en donde la ingesta de calorias excede las calorias que se consumen en forma
de energia con la finalidad de mantener las condiciones basales del organismo (Torres
and Nowson 2007). Estudios epidemioldgicos han mostrada evidencia contundente del
papel del medio ambiente como un inductor de alteraciones metabdlicas y de la conducta
de los individuos. Se sabe que los estimulos externos son capaces de incidir durante el
desarrollo embrionario, que incluye a los periodos pre- y postnatales, y manifestarse en
un amplio rango de psicopatologias, que inclusive pueden preservarse hasta la etapa
adulta (Ahmed et al. 2010; Barazzoni et al. 2015; Breier et al. 2001; Chang et al. 2008;
Gueye et al. 2018; Vickers et al. 2000). En particular, el consumo de alimentos ricos en
grasas saturadas, azucar y bajos en fibra, presente en las sociedades modernas y al
decremento de la actividad fisica, la ausencia de suefio y el estrés, pueden ser algunos
detonantes que inciden en el desarrollo de estas patologias (Popkin & Gordon-Larsen,
2004). En este contexto, se ha propuesto actualmente que la nutriciéon de los padres
puede tener efectos transgeneracionales que modulan el incremento o prevencion del
desarrollo de obesidad y trastornos del comportamiento (Aiken & Ozanne, 2014). Datos
recientes indican que mujeres obesas, o bien, mujeres embarazadas que incrementan el

consumo de alimento caldrico, inducen de manera colateral el aumento del aporte



energético en el dtero y durante el desarrollo postnatal temprano, un proceso conocido
como programacion fetal. La programacion fetal se refiere al proceso mediante el cual la
exposicion a estimulos ambientales o externos durante los periodos criticos de desarrollo
conduce a cambios permanentes en la fisiologia del organismo, cuyas consecuencias son
inclusive observadas en etapas tardias de la vida (Peleg-Raibstein, Luca, and Wolfrum
2012). Los mecanismos, por los cuales la obesidad materna y el exceso de nutrientes en
el utero promueven un mayor riesgo de futuros trastornos psiquidtricos, son poco
conocidos, pero probablemente incluyen cambios en el suministro de nutrientes fetales
en combinacién con mecanismos genéticos y epigenéticos (Heerwagen et al. 2010).
Aunque pocos estudios han explorado este tema, los datos clinicos y de modelos
animales sugieren que, ademds de alteraciones metabdlicas, la obesidad materna podria
estar asociada con una funcidén cognitiva deficiente y de comportamiento en la

descendencia, como se menciona a continuacion.

Estudios en humanos y en modelos animales han demostrado que la ingesta de dieta
calérica en periodos criticos del desarrollo embrionario fomenta la apariciéon de
conductas aberrantes en la descendencia semejantes a la anhedonia (Gueye et al. 2018;
Peleg-Raibstein, Luca, and Wolfrum 2012; Sullivan, Nousen, and Chamlou 2013). La
anhedonia, o pérdida de interés o placer, es un sintoma caracteristico de muchos
trastornos neuropsiquidtricos, principalmente el trastorno depresivo mayor (TDM) y la
esquizofrenia (Der-Avakian and Markou 2012). Durante la anhedonia se presenta déficit
del sistema de la recompensa, en donde existe un decremento en la motivaciéon para
buscar experiencias placenteras y la falta de decisiones apropiadas para un fin. En la

mayoria de los casos, la presencia de anhedonia es un punto de inicio para el desarrollo



de depresion, sin embargo, la anhedonia también se encuentra incluida en la lista de
sintomas de otros trastornos como en esquizofrenia, en gran parte debido a que la
depresion, la anhedonia y la esquizofrenia comparten circuitos de activacion cerebral
(Lambert et al. 2018). Como ejemplo, el diagndstico de TDM se caracteriza por la
presencia de al menos cinco de nueve criterios, de los cuales la anhedonia es un criterio
central de diagndstico (APA 2013). Los andlogos preclinicos de estas escalas de
anhedonia y los procedimientos mas comunmente utilizados para evaluar el
comportamiento similar a la depresiéon en roedores son las pruebas de ingesta y
preferencia de sacarosa, en las que disminuye la ingesta o la preferencia de una solucién
de sacarosa dulce (en relacién con el agua) refleja un estado anheddnico (Der-Avakian
and Markou 2012). Como resultado, hay mds de 200 combinaciones de criterios
potenciales que pueden cumplir un diagndstico. En este contexto, los pacientes con
TDM que presentan sintomas anheddnicos pueden demostrar disociacion entre el placer
vivido y la motivacion, la expectativa de resultados negativos independientemente de los
resultados positivos previos y una mayor prevencion del riesgo a desarrollarlos (Lambert
et al. 2018). Por su parte, también se ha identificado que la anhedonia es un sintoma
residual prominente después del tratamiento. Segtin la American Psychiatric Association
(APA 2013), los trastornos mentales de mayor prevalencia son los del estado de dnimo
depresivo y los de ansiedad; la depresion se ha reportado con valores del 10 % al 25 %
para las mujeres y del 5 % al 12 % para los hombres, y la ansiedad con porcentajes entre
el 3 % al 5 % de la poblacion general. En México, el 29.9 % de integrantes del hogar de
12 afios y mads, han tenido episodios con sentimientos de depresion. Ademas, de estos
integrantes, 10.5 % lo presenta diariamente, 12.4 % semanalmente, 11.6 %

mensualmente y un 65.5% anualmente (INEGI 2015). En este concepto, la depresion en
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la poblacién mundial se ubica en més de 300 millones de personas afectadas con mayor
prevalencia en las mujeres que en los hombres. Especialmente cuando es de larga
duracién y con intensidad moderada o severa, la depresion puede convertirse en una
condicién de salud seria que puede llevar al suicidio. De hecho, se estima que alrededor
de 800 000 personas mueren debido al suicidio cada afo, siendo la principal causa de
muerte en personas de 15 a 29 afos (WHO 2018). Ademds, puede ser causa de
enfermedades letales tales como enfermedades cardiacas, trastornos cerebrovasculares, y
otras causas de mortalidad (Duman, Aghajanian, and Krystal 2016). Dada la alta
prevalencia de estos trastornos en la poblacion general y la disminucién de la esperanza
de vida de 7-20 afios asociada a ellos (Pasternak et al. 2018), existe una necesidad critica
de desarrollar estudios y tratamientos mds eficaces basados en neurobiologia, aunque
esto depende de una comprension e investigacion de la funcién del cerebro en estos

trastornos.

Existen numerosos estudios publicados que documentan los cambios
neurobioldgicos asociados con TDM, esquizofrenia y otros trastornos neuropsiquiatricos
caracterizados por anhedonia, pero relativamente pocos que abordan especificamente la
presencia o severidad de anhedonia. Considerando que el TDM vy la esquizofrenia se
caracterizan por diversos sintomas o criterios de diagndstico, es poco probable que los
circuitos neuronales que median la anhedonia también estén implicados, por ejemplo, en
alucinaciones o sentimientos de culpa o castigo. Por lo tanto, es un gran reto el
identificar y vincular los mecanismos genéticos y neuronales individuales de cada sujeto
a trastornos conductuales tan complejos. Sin embargo, lo que si estd claro es que a nivel

molecular, el desarrollo de la anhedonia involucra defectos en los mecanismos



moleculares de regiones del sistema nervioso que se involucran durante el
comportamiento de bisqueda de recompensa, las cuales incluyen la corteza prefrontal
medial (mPFC), el area tegmental ventral y el nicleo accumbens (NAc) (Koob and
Volkow 2016; Uys and Reissner 2011), también llamado circuito mesocorticolimbico o
“circuito de la recompensa”(Kenny and Shaw 2011; Koob and Volkow 2016). Dicho
circuito es también parte de la regulacién del evento adictivo a recompensas naturales y
no naturales. En este sentido, los estudios en animales y las imdgenes obtenidas de
humanos con adicciéon a las drogas, concluyen que la adiccién representa una
desregulacion dramadtica de los circuitos motivacionales que se asocia al incremento en
la preferencia de estimulos recompensantes, formacién de hdbitos, exceso de estrés, y
una funcién ejecutiva comprometida (Koob and Volkow 2016). En su conjunto, la
neurobiologia de la adiccién, como se define generalmente en poblaciones clinicas,
puede corresponder a la neurobiologia no solo de la anhedonia, sino también de otros

procesos discretos relacionados con la recompensa.

El desarrollo de un fenotipo de anhedonia y/o adiccién, implica el remodelamiento
del sistema nervioso a través de un proceso conocido como plasticidad cerebral a nivel
macro y microestructural. El hipocampo juega un papel importante en multiples
procesos cognitivos, particularmente la memoria declarativa. Su compromiso estructural
es un sello distintivo de los trastornos psiquidtricos, como la depresién (Y. Li et al.
2017; Macedo et al. 2015). Recientes estudios de metaandlisis integrando imagenes
estructurales a nivel clinico han detectado cambios volumétricos en varias regiones del
cerebro en TDM en relacién con los controles (Schmaal et al. 2016). Dentro de ellos,

algunos estudios han revelado una disminucién del volumen en hipocampo de modelos



de rata de depresion utilizando la técnica de resonancia magnética (RM) (Gigliucci et al.
2014). Adicionalmente, estudios de Espectroscopia de Resonancia Magnética (ERM) a
menudo han reportado una reduccién de glutamato, el neurotransmisor excitatorio mas
comun, en la corteza prefrontal de TDM en comparacion con los controles (Miladinovic,
Nashed, and Singh 2015). Por su parte, empleando modelos en ratas se han identificado
la presencia de alteraciones microestructurales que se asocian a la disminucién de
tamafo y ndmero celular en la region CAl, una capa mds delgada de células y
desorganizacion en el arreglo celular en ratas con depresion inducidas por estrés (Y. Li
et al. 2017; Macedo et al. 2015), lo cual es consistente con sus resultados de resonancia
magnética nuclear. Ademads, durante el establecimiento del fenotipo adictivo se conoce
que se presentan cambios en la plasticidad sindptica de las vias de sefalizacion
glutamatérgica, incluidos los receptores a-mino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato
(AMPA), 4cido N-metil-D-aspartico (NMDA), receptores de glutamato metabotrépicos,
de la dopamina y del sistema opioide (Russo and Nestler 2013; Scofield et al. 2016)
(Camacho et al. 2017). En particular, los eferentes glutamatérgicos transmiten
informacion al NAc, que recibe las entradas dopaminérgica y glutamatérgica del VTA y
la amigdala, respectivamente; en donde su principal funciéon es proveer el valor
incentivo y aumento de la motivacién para una accién dirigida al objetivo planificada a
nivel de la PFC (Koob and Volkow 2016). Finalmente, se desconoce a la fecha los
mecanismos celulares que subyacen a la plasticidad macroestructural en el cerebro
humano y la relacion entre anomalias estructurales y mecanismos de la depresion, en
parte por la incapacidad tecnoldgica y por limitaciones éticas para lo que se requeririan

tejidos post-mortem o biopsia cerebrales (Gaser et al. 2012; Thanos et al. 2016).



Con base en que la programacién fetal por ingesta de dieta caldrica durante
periodos criticos del desarrollo embrionario fomenta la aparicion de conductas
aberrantes en la descendencia, que incluyen deficiencias en el sistema glutamatérgico en
el NAc y la PFC (Camacho et al. 2017). En este trabajo de tesis se identificé en un
modelo animal si la descendencia de madres sometidas a programacién nutricional
muestra conducta similar a la depresidén, que correlacione con alteraciones en la

plasticidad macro y microestructural a nivel de sinapsis de glutamato.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES
2.1 La Obesidad es un grave problema de salud nacional

La obesidad representa un problema médico importante en todo el mundo. De
acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se clasifica de
acuerdo con el Indice de Masa Corporal (IMC), el cual se calcula dividiendo el peso de
una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m2). En esta escala una
persona que presente un indice de masa corporal (IMC) superior a 30 kg/m? se clasifica
como obeso, mientras que el sobrepeso se incluye en 28-30 kg/m? y un individuo de talla

normal presenta menos de 28 kg/m? (Figura. 1) (OMS, 2016).
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Figura 1. Representacién del desarrollo de obesidad conforme avanza el IMC. A) Ecuacién del célculo
del IMC, B) Clasificacion de pacientes con sobrepeso y con obesidad de acuerdo con su IMC.



Estadisticas epidemioldgicas muestran que la obesidad ha incrementado
exponencialmente en los ultimos 30 afios en todo el mundo; sin embargo, algunos paises
muestran mayor incremento respecto a otros. Por ejemplo, en el 2015 la Organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD) report6 en el 2017, que el
19,5% de la poblacién adulta era obesa (OECD, 2017). En especifico, durante el dltimo
decenio, la tasa de prevalencia de sobrepeso y obesidad ha aumentado en Canad4,
Francia, México, Suiza y Estados Unidos, en donde México se ubica como el primer
pais con obesidad en nifios y el segundo con obesidad en adultos (OECD 2017). Por otro
lado, las tasas de obesidad se han estabilizado en Inglaterra, Italia, Corea y Espafia. No
hay, sin embargo, a la fecha no hay evidencia que demuestre reduccién del porcentaje de

obesidad en ningtn pais del mundo (OECD 2017).

Adicional a representar un problema estético debido a la acumulacién de tejido
adiposo en el cuerpo, la obesidad incrementa el desarrollo de diversas patologias en la
salud que incluyen, la hipertension, diabetes mellitus tipo 2, el infarto cerebral,
enfermedad de higado graso no alcohdlico, depresion, sindrome de ovario poliquistico y
ateroesclerosis enfermedad cardiovascular, sindrome metabdlico, enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, enfermedades musculoesquelético y

algunos tipos de canceres (Niero et al. 2017; Oestreich and Moley 2017).

Entender el origen del desarrollo de obesidad es complicado, por lo que se
propone que su presencia obedece a la integracion de vias multifactoriales de activacion
que incluye, la genética, estilos de vida, ademés de influencia de diversos determinantes
subyacentes, como la globalizacion, la cultura, la condicién econémica, la educacidn, la

urbanizacién y el entorno politico y social (Cecchini et al. 2010; Oestreich and Moley



2017). Recientemente, se ha propuesto que el incremento en la motivacién por consumir
alimentos de naturaleza caldrica puede representar una conducta adictiva que defina una
de las causas del desarrollo de obesidad en nuestra poblaciéon (Camacho et al. 2017;
Peleg-Raibstein, Luca, and Wolfrum 2012), lo cual describiremos en la siguiente

seccion.

2.2 El incremento en la motivacion al consumo de comida caldrica es una de las
causas del desarrollo de obesidad

Aspectos psicoldgicos han sido asociados a los distintos tipos de trastornos de
alimentacion. La obesidad en particular ha sido vinculada a aspectos depresivos,
ansiosos, impulsivos y pasivos del cardcter vinculados a carencias afectivas (Webber
2004). Dentro de los factores psicolégicos se ha estudiado la baja autoestima y la
alteracion en la auto-percepcion de la imagen corporal (Coelho et al. 2013; Goldner and
Levi 2014; Isnard et al. 2003; Schwartz and Brownell 2004) De hecho, la obesidad se
considera un factor de riesgo para los trastornos del estado de dnimo, incluida la
depresion. De forma mas global, los metaanalisis recientes han confirmado la relacién

bidireccional entre las dos patologias (AN PAN 2012; Faith et al. 2011).

La similitud de los procesos cerebrales que se activan durante la exposicion
aguda de las drogas y a los alimentos sugiere la posibilidad de la existencia de una
afeccion del circuito de la recompensa mediada por la dieta (Hsu et al. 2017). Por lo
tanto, el entendimiento y los procesos fisioldgicos y moleculares que participan en los
procesos de adiccion a la comida es esencial para comprender y resolver el problema de
la obesidad; sin embargo, el mecanismo responsable de los comportamientos aberrantes
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a causa de la dieta no han sido estudiados de manera exhaustiva. Recientemente, se han
identificados mecanismos comparables entre el consumo de alimentos ricos en energia y
el comportamiento compulsivo relacionado con la ingesta de drogas de abuso. Lo
anterior es plausible con base en las propiedades intrinsecamente gratificantes de ambos
estimulantes, a pesar, por su parte, de las necesidades energéticas requeridas por el
consumo de comida (Sarker et al. 2016). Por ejemplo, los alimentos de sabor con bajo
contenido caldrico no se consumen en exceso, mientras que los alimentos apetecibles a
menudo se consumen incluso después de que se hayan cumplido los requisitos de
energia (Koob and Volkow 2016). Debido a las diversas similitudes entre comer en
exceso en la obesidad y el uso excesivo de drogas en la adiccidn, se ha argumentado que
el comer en exceso durante la obesidad puede bien ubicarse en la clasificaciéon de una

conducta de adiccién (Koob and Volkow 2016; Sarker et al. 2016).

2.3 Papel del circuito de la recompensa en el proceso de adiccion a la comida

La adiccién es un desorden neuropsiquidtrico debilitante crénico en donde se
busca motiva al individuo para la busqueda de la recompensa que puede incluir
sustancias de abuso, comida, videojuegos, pornografia, etc., Cuando se habla de
adiccién, en la mayoria de los casos hace referencia al consumo de drogas, en donde la
enfermedad representa una gran carga para el individuo y la sociedad (Montoya 2008).
Los agentes adictivos inducen cambios adaptativos en la funcidn cerebral; estos cambios
son las bases para la tolerancia y para el establecimiento de la ansiedad, el retiro y la

percepcion afectiva, que persisten mucho después de que el consumo cesa. Esta
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neurobiologia auto sostenible y progresiva de las adicciones las convierte en trastornos

cronicos y recurrentes dificiles de controlar (Goldman, Oroszi, and Ducci 2005).

El desarrollo de un evento adictivo durante el procesamiento de recompensas
incluye de manera esencial, el interés en algo que el individuo considera placentero o
recompensante (Koob and Volkow 2016). La anticipaciéon de este placer generalmente
se sigue seguido de un aumento en la motivacion para formular un plan apropiado para
obtener la recompensa, seguido por el gasto de un esfuerzo adecuado para lograr el
resultado deseado (Kring and Barch 2015). El placer consumado pasado y el aprendizaje
de la recompensa sirven para modular la toma de decisiones y el placer futuros con
respecto a un estimulo especifico (Figura 2), donde juegan un papel importante la
comunicacion entre PFC, NAc e hipocampo, mediante sistema glutamatérgico (Uys and
Reissner 2011). El aprendizaje de recompensas, la integracion de retroalimentacién y la
prediccion correcta de la magnitud de la recompensa también juegan un papel

importante en el control de la conducta dirigida a los objetivos (Lambert et al. 2018).
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Figura 2. Un esquema simple que destaca los aspectos clave del procesamiento de recompensas. Dentro
de ello, se ilustra las partes del proceso de obtencién de una recompensa, para esto, se requiere que exista
un interés por obtener el estimulo. Al despertar el interés por la recompensa, empieza el razonamiento del
costo expresado en esfuerzo, para obtener el estimulo, en este punto es cuando se desarrolla una
motivacion para adquirir el estimulo. Si se desarrolla una motivacién suficiente como para realizar un
esfuerzo, el placer/gusto por el estimulo empieza a jugar un papel importante en el proceso de obtencion
de recompensa. Al tener un efecto positivo en el placer, esto mediado principalmente en NAc, empieza a
desarrollarse una comunicacién entre todo el circuito de la recompensa, incluyendo el hipocampo que
permite la asociacién y memoria del estimulo, creando asi mayor facilidad para repetir el ciclo,
aumentando la motivacién por obtener la recompensa. Las deficiencias en cualquier parte del circuito
pueden dar como resultado la presentacién de anhedonia. (Modificado de Kring and Barch, 2014).

Gran parte del avance en las bases neurobioldgicas de la adiccion se ha
desarrollado con la investigacién en los procesos dependientes de adiccion a las drogas
empleando en su mayoria modelos animales y su confirmacion en estudios de imagen
cerebral en humanos. Se conoce que las drogas adictivas median sus propiedades de
refuerzo dirigidas al sistema mesocorticolimbico también conocido como “circuito de la
recompensa’, el cual estd formada por el VTA y sus blancos principales, que incluyen el
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NAc y la PFC, (Figura 3)(Koob and Volkow 2016; Lu 2011). El desarrollo del evento
adictivo sigue una serie de etapas, que inicia desde el uso social hasta promover periodos
de recaida regulada y, en tdltima instancia, comportamientos compulsivos de buisqueda
de drogas caracteristicos de la adiccion (Uys and Reissner 2011). Las adaptaciones
dentro del neurocircuito involucradas en el proceso de adiccidn siguen vagamente estas
etapas. Por ejemplo, la exposicién aguda a drogas de abuso involucra como accién
principal que incluye, el incremento de la dopamina (DA) desde el VTA hasta sus
blancos descritos a través del circuito mesolimbico del cerebro, incluyendo la corteza
prefrontal (PFC), amigdala, hipocampo y particularmente el NAc (Koob and Volkow
2016). Cada una de estas estructuras y circuitos relacionados estdn asociadas con

contribuciones especificas al comportamiento y las etapas de la adiccion.

Desde el punto de vista de neurotransmisién, adicional a la sefializacion
dopaminérgica en las estructuras mesolimbicas del cerebro, con el tiempo y con la
exposicién crénica, se involucra la transmision glutamatérgica y GABAérgica. De
hecho, las proyecciones glutamatérgicas clave se envian desde la PFC y el hipocampo
(Koob and Volkow 2016), (Figura 3 y 4). Por otro lado, las proyecciones al NAc de la
PFC en rata se pueden subdividir en aferentes que surgen de las cortezas prelimbicas
(PL) e infralimbica (IL); la proyecciéon desde PL al niicleo NAc representa una via de
"ir'" que media la bisqueda de drogas, mientras que la proyecciéon del IL al NAc
representa una via "parada" que inhibe la busqueda de drogas. Estas dos vias paralelas
pueden representar un sistema de sefiales conflictivas que en su momento y ciertas
condiciones rigen el control de las conductas relacionadas con la recaida (Russo and

Nestler 2013; Uys and Reissner 2011).
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Figura 3. Representacion basica del neurocircuito de la adiccion en el cerebro de ratas. Se representan las
estructuras cerebrales integrales a los comportamientos relacionados con las drogas se, en la disposicién
topogréfica general, ya que se encuentran en el cerebro de la rata. Las proyecciones dopaminérgicas se
representan con flechas rellenas azules, mientras que las proyecciones glutamatérgicas se representan con
flechas rojas. La flecha verde de NAc a VTA indica la proyecciéon GABAérgica. La exposicién aguda a
drogas de abuso conduce a una sefializacién dopaminérgica excesiva, particularmente dentro de PFC,
NAc, e HIPP. Con el tiempo, la transmisién glutamatérgica desde y dentro de estas estructuras se ve
afectada. VTA, drea tegmental ventral; PFC, corteza prefrontal; HIPP, hipocampo; NAc, nicleo
accumbens; DStr, estriado dorsal. (Koob and Volkow 2016; Uys and Reissner 2011).

Investigaciones en humanos empleando neuroimagen cerebral ha confirmado la
evidencia documentada en modelos animales mostrando que drogadictos exhiben
diferencias en una gran variedad de tareas cognitivas y motivacionales, revelando
patrones de actividad cerebral selectivas que incluyen regiones de la corteza prefrontal,
areas que reciben proyecciones corticales prefrontales, como la amigdala, areas limbicas
de los ganglios basales (NAc) ) y el VTA rica en dopamina (Figura 4) (Kalivas and
Volkow 2008; Koob and Volkow 2016). Ademads, la actividad en la corteza insular y el
cerebelo a menudo se activa en condiciones de anhelo a las drogas (Bade et al. 2017;

Thanos et al. 2016).
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Figura 4. Representacion basica de las dreas del cerebro humano activadas en respuesta a alimentos
apetecibles. En la imagen, la corteza orbitofrontal y la amigdala codifican informacién relacionada con el
valor de recompensa de los alimentos, mientras que en la insula (punto en que confluyen los l6bulos
temporal, parietal y frontal) procesa informacién relacionada con el sabor de los alimentos y su valoracién
hedénica. El NAc y el cuerpo estriado dorsal, que reciben aportes dopaminérgicos del VTA y de la
sustancia negra, regulan las propiedades de motivacion e incentivo de los alimentos. El hipotdlamo lateral
puede regular las respuestas gratificantes a los alimentos sabrosos y conducir conductas de bisqueda de
alimentos. Estas estructuras cerebrales actian de forma concertada para regular el aprendizaje sobre las
propiedades heddnicas de los alimentos, desplazando la atencién y el esfuerzo hacia la obtencién de
recompensas alimentarias y regulando el valor incentivo de los estimulos ambientales que predicen la
disponibilidad de recompensas alimenticias. Notese que las regiones que componen el circuito
mesocorticolimbico en humanos, son semejantes a las existentes en modelos de rata (Modificado de
Kenny, P.2011).

De interés, los circuitos neuronales implicados en el desarrollo de adiccion,
también estdn presentes en otros trastornos neuropsiquidtricos que se caracterizan en
parte por estados motivacionales desadaptativos, que incluyen anhedonia, la depresion,
la mania y el trastorno de estrés postraumatico, un hecho que apunta a fenotipos
compartidos entre enfermedades, como la impulsividad, la percepcién deficiente y la
toma de decisiones deteriorada (Becker et al. 2017; Hopkins 2014; Lambert et al. 2018).
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Aunque parezca es probable que los mecanismos moleculares subyacentes que
contribuyen a estas enfermedades sean distintos, la aparente superposicion en fenotipos
refleja las deficiencias en la capacidad de los sujetos afectados para modular o revertir
los circuitos cerebrales, que en muchas circunstancias se activan hacia la regulacion
homeostatica de las funciones cognitivas y emocionales, y en la ejecucion de respuestas
conductuales adaptativas. Las definiciones tradicionales han enfatizado el aspecto
consumatorio de anhedonia; sin embargo, un déficit en cualquier aspecto del sistema de
recompensa (ver Tabla 1) podria potencialmente impedir que un individuo llegue a la
etapa de placer consumatorio y por lo tanto presente como una incapacidad para sentir
placer. Es importante destacar que el procesamiento de recompensa no es
necesariamente lineal cuando uno la faceta sigue a la otra, y en su lugar, las facetas
pueden ocurrir en paralelo (por ejemplo, el interés en si mismo puede resultar en placer
consumatorio) (Kring and Barch 2015). En cualquier caso, esto sugiere que puede haber
mecanismos neurobioldgicos diferenciales subyacentes a la presentacion clinica de la

anhedonia.

Tabla 1. Déficit del sistema de recompensas implicado en anhedonia. Numerosos reportes en la literatura
indican diferente déficit dentro de un proceso de obtencién de recompensa en el padecimiento o
establecimiento de comportamientos depresivos, sin embargo, estos déficits no son exclusivos de un solo
comportamiento, pues se han observado de igual manera en pacientes de esquizofrenia. Por lo que existen
circuitos que convergen entre si, que, al dafiarse mediante algin estrés de cualquier tipo, dan pauta a ser
susceptibles a desordenes psiquidtricos.

Deéficit Depresion Referencia

Motivacion Disminuida Sherdell et al 2012

Placer anticipatorio Disminuido Liuetal 2011

Aprendizaje recompensante e | Disminuido Kumar et al 2008

integracion

Error en prediccion Seiializacion disminuido en | Gradin et al 2011
Nac y mesencéfalo

Placer consumado Medianamente disminuido Da Silva et al 2011
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Asi, existe una alta comorbilidad entre la adiccién y otras enfermedades
neuropsiquidtricas, que incluyen la afeccion del mismo circuito cerebral para disminuir o
aumentar el fenotipo conductual, incluyendo la anhedonia (Bai et al. 2014; Der-Avakian
and Markou 2012). Los correlativos de dichos circuitos que involucran alteraciones
micro y macroestructurales en el desarrollo de conductas selectivas los describiremos a

continuacion.

2.4. Alteraciones microestructurales del cerebro en la conducta de adiccion y la
depresién-anhedonia

Aunque, se desconocen aun los mecanismos moleculares precisos que subyacen
al vinculo entre la activacion de un circuito cerebral selectivo para disminuir o aumentar
un fenotipo conductual, se ha identificado la existencia de alteraciones a nivel
microestructural comunmente denominadas plasticidad sindptica. La plasticidad
sindptica se refiere a la capacidad de las sinapsis para conectarse de manera mds fuerte o
mas débil en respuesta a un estimulo especifico, existe evidencia considerable de que
estos mecanismos se ven afectados después de la exposicion a drogas de abuso (Uys and
Reissner 2011). Durante los procesos de plasticidad sindptica mejor caracterizados se
encuentra la plasticidad sindptica del glutamato. La neurotransmision glutamatérgica
integra las vias de sefalizacion que incluyen a los receptores amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propionato (AMPA), 4cido N-metil-D-aspartico (NMDA) y los
receptores de glutamato metabotropico (Russo and Nestler 2013; Scofield et al. 2016).
La fuerza sindptica puede controlarse presindpticamente regulando la liberacién de

glutamato y postsindpticamente mediante la insercion o eliminacion del AMPA o
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receptores de glutamato NMDA (Kalivas and Volkow 2008). Considerando el papel
generalizado del glutamato en importantes procesos centrales y periféricos, no es de
sorprender que la liberacion, captacidon, metabolismo y sefializacion del glutamato sean
procesos estrechamente regulados. Por ejemplo, la desregulacién del glutamato se ha
identificado en ciertos trastornos  psiquidtricos, del neurodesarrollo 'y
neurodegenerativos, como la esquizofrenia, el sindrome X frigil y la epilepsia
(Miladinovic, Nashed, and Singh 2015). Para el caso de su papel en el desarrollo de
adiccién, existen cambios duraderos en la plasticidad sindptica observados en el NAc
después de la exposicion crénica y después de largos periodos de abstinencia del uso de
cocaina (Figura 5). Por ejemplo, posterior a una administracion crénica de cocaina, las
sinapsis en el NAc muestran depresion rdpida de la fuerza sindptica (Uys and Reissner
2011). Sin embargo, al presentar 24 h de abstinencia se observa una menor expresion de
los receptores AMPA en la superficie celular, que correlaciona con la disminucién en la
fuerza sindptica causado por la internalizacién de este receptor y el aumento del receptor
NMDA (Hussain et al. 2016; Scofield et al. 2016). El incremento en la fuerza sindptica
se asocian con una mayor expresion de la superficie de los receptores AMPA (Chaki
2017; Hussain et al. 2016; Uys and Reissner 2011). A nivel estructural, los receptores
AMPA existen como homo- o heterotetrdmeros, mds a menudo compuestos de conjuntos
de dos subunidades (GluR1, GluR2, GluR3, GluR4). A lo largo del proceso de
abstinencia (2 a 4 semanas) en una exposicion cronica previa, comienza la movilizacién
de receptores AMPA hacia la superficie, y con ella efectos sobre el tamafio del cuerpo
celular y el tamafio y la densidad de la espina (Kalivas and Volkow 2008; Uys and
Reissner 2011), y con esto la potenciacion de la sinapsis. Sin embargo, durante la fase de

recaida a la droga, el balance homeostatico entre los receptores NMDA y AMPA no se

19



recupera, sino que existe un decremento en la transmision sindptica de glutamato con un
aumento de expresion del receptor NMDA en la superficie de la espina postsindptica
(Huang and Dong 2016; Koob and Volkow 2016). Se propone que, en estas condiciones,
se motiva la bisqueda de la recompensa con la finalidad de incrementar la deficiencia de

la transmision glutamatérgica dependiente del NMDA.

En su conjunto, es de notarse que los comportamientos relacionados con la
adiccidn se han relacionado con deficiencias en el sistema glutamatérgico en el NAc y la
PFC. Con ello, la modulacién de los receptores NMDA y AMPA han sido propuestos
como blancos prometedores para el tratamiento de trastornos adictivos, y podrian

potencialmente ser también blancos para los eventos de adiccién a la comida (Camacho

et al. 2017).
+0-1 dia +2-4 semanas .
Control abstinencia abstinencia Recaida
%% Glutamato B NMDA 8 avpa ®®  Densidad § Fiamento
heteromérico heteromérico postsinaptica de actina

Figura 5. Plasticidad sindptica inducida por exposiciéon cronica de cocaina en el NAc de ratas. La
exposicion crénica de cocaina induce cambios en las concentraciones de glutamato extracelular y en la
transmision glutamatérgica sindptica en el NAc de ratas. Esta exposicién, estimula la sefializacion
glutamatérgica en las estructuras mesolimbicas del cerebro y remodela la estructura sindptica mediante el
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intercambio de receptores donde en primera instancia predomina el receptor NMDA, ocasionando una
disminucién en la fuerza sindptica. Sin embargo, cuando existe un periodo de abstinencia, este
intercambio se invierte, predominando el receptor AMPA, con un subsecuente aumento en la transmisién
sindptica del glutamato. Cabe destacar que, durante cada etapa de este proceso, ocurren, ademds, cambios
morfométricos de la estructura celular de la espina, la cual, de igual manera, regula la fuerza de la sinapsis.
Sin embargo, esta movilizacién no se revierte al estado inicial (control), por lo que estd involucrado en la
biisqueda y obtencién del estimulo (Modificado de Cobbers on the brain), (Cobersonthebrain n.d.)

Como comentamos anteriormente, el circuito mesocorticolimbico que se asocia a
la modulacion del desarrollo de la conducta adictiva, también modula conductas
secundarias dependientes de motivacion que incluyen a la anhedonia. Empleando
modelos animales de estrés cronico como medio para estudiar los cambios a nivel
cerebral y correlacionan con el desarrollo de comportamiento de tipo anhedénico (Bai et
al. 2014; Macedo et al. 2015; Wiborg 2013), que asemeja y es correlativo de un
comportamiento similar a la depresiéon (Gueye et al. 2018; Kniippel et al. 2017;
Papazoglou, Jean, and Gertler 2014). Adicional al estrés, la ingesta de dieta altamente
caldrica, pueden aumentar la predisposicion al desarrollo de la depresion y cambiar los
marcadores neuroquimicos en el hipocampo (Arcego et al. 2018). Estos cambios pueden
surgir durante la pre-pubertad y persistir hasta etapas avanzadas de la vida. Tanto el
estrés, como la dieta son factores que pueden aumentar la susceptibilidad a la depresion
a través de diferentes mecanismos, y a su vez, interactuar entre si (Macedo et al. 2015;
Wiborg 2013). Por ejemplo, se pueden presentar alteraciones en la neurotransmisiéon
glutamatérgica cortical (Witkin et al., 2007), proliferacién y supervivencia de los tejidos
del hipocampo (Chang et al. 2008; Gueye et al. 2018) e importantes cambios en los
niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) hipocampales (Macedo et
al. 2015). De hecho, la via de sefializacion relacionada con BDNF en el hipocampo es

mads sensible a los efectos del estrés en etapas tempranas de la vida (Arcego et al. 2018).
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Adicionalmente, el estrés relacionado a anhedonia induce la alteracién de las
subunidades del receptor de NMDA (subunidad NR2A), lo que puede estar relacionado
con un cambio en la neurotransmision glutamatérgica (Arcego et al. 2018; Portero-
Tresserra et al. 2018). Ademéds, Li y colaboradores 2017, demostraron en un modelo de
estrés crénico que las células del CA1 presentaban un tamaifio y cantidad disminuidas,
capas de células més delgadas, brechas celulares aumentadas, desorden de células y
agudizacion nuclear. En contraste, existe evidencia de que el bloqueo del receptor
NMDA aumenta la transmisién del glutamato en roedores y humanos, esto en
interneuronas GABAérgicas (Duman, Aghajanian, and Krystal 2016) y permite la

sinaptogénesis, pareciendo ser un tratamiento eficaz para la depresion.

2.5 Alteraciones macroestructurales del cerebro en la conducta de adiccion y la
depresion-anhedonia

Los trastornos neuropsiquidtricos comparten rasgos comunes a lo largo de un
espectro de dimensiones genéticas, neurobioldgicas y clinicas (Chakravarty 2018). Por
otro lado, el andlisis macroestructural del cerebro durante los procesos de adiccion y
depresion-anhedonia ha dado un gran avance, principalmente debido al desarrollo
tecnolégico a nivel de andlisis cuantitativo de imdgenes. La técnica de imagen no
invasiva para medir morfologia cerebral mds reciente y ampliamente utilizada es la
obtencion de imdgenes por resonancia magnética para su andlisis por morfometria
basada en la deformaciéon (MBD) (Gaser et al. 2012). En general, una imagen RM
estructural es una imagen de moléculas de agua en una seccién transversal o drea del

cerebro. La técnica aprovecha el hecho de que diferentes tipos de tejidos contienen
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diferentes cantidades de agua y se muestran con diferentes tonos de gris (Fowler et al.
2007). La MBD es un método para identificar las diferencias anatdmicas macroscopicas
entre los cerebros de diferentes poblaciones de sujetos. El método implica la
normalizacidn espacial de las imdgenes de RM estructurales de una serie de sujetos para
que todos se ajusten al mismo espacio estereotdxico (Ashburner and Friston 2003). Por
ende, es una técnica de andlisis de imagenes relativamente nueva que puede usarse para
identificar diferencias estructurales regionales en el cerebro ya sea transversalmente (es
decir, estado basal) o a lo largo del tiempo (es decir, cambio prospectivo del
neurodesarrollo) a través de grupos a partir de los gradientes de los campos de
deformaciéon que deforman las imdgenes (Tosun et al. 2011). La morfometria
ampliamente utilizada basada en voxeles se basa en la segmentacién automdtica de
imagenes en materia gris, materia blanca y mapas de densidad de fluido cefalorraquideo
y una transformacién aproximada del mapa de densidad de materia gris del cerebro de
un sujeto en un espacio especifico (Gaser et al. 2001, 2012; Lerch, Sled, and Henkelman
2011). Las mejoras recientes en la alineacion de la imagen permiten una transformacion
mucho maés precisa del cerebro de un sujeto en un espacio objetivo con morfometria
basada en la deformacion utilizada para proporcionar mapas cuantitativos més directos
de la variacion anatémica (Gaser et al. 2001; Matsuda 2016). Al evitar la necesidad de
segmentar la imagen y utilizar métodos de registro robustos, la morfometria basada en la
deformacion es una técnica mas adecuada y sensible para investigar la variacion
anatomica en los cambios prospectivos del neurodesarrollo de distintos fenotipos
conductuales.

Durante la dltima década, la resonancia magnética (RM) ha revolucionado las

habilidades de diagndstico en la practica de pequefios animales, proporcionando una
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evaluacion adecuada de las enfermedades neuroldgicas casi comparable a la que se logra
en la radiologia humana (Ricciardi 2018). Ademds, su utilidad es evidente en cuanto a
dilucidar mecanismos del neurodesarrollo de algiin padecimiento neuroldgico, ya que las
estructuras con cambios se pueden estudiar en animales y poder ser comparados con
resultados en humanos (Lerch et al. 2011; Makris et al. 2004; Wheeler et al. 2013).La
resonancia magnética proporciona imédgenes a detalle del cerebro, la médula espinal y la
anatomia vascular, y tiene la ventaja de poder visualizar la anatomia de forma no-
invasiva en los tres planos: axial, sagital y corona (Pasternak et al. 2018). Existen
diferentes tipos de obtencién de las imdgenes, las cuales dependen del motivo de
estudio. Dentro de estas se encuentran por imdgenes ponderadas T1, en donde la
secuenciacion de imdgenes de resonancia magnética TIW demuestra la anatomia;
contraste con la imagen de recuperacion inversa corta T1, la cudl es una aplicacién
especializada de la secuencia de pulsos de recuperacion de inversion que establece el
tiempo de inversion de la secuencia en 0.69 veces la T1 de grasa, suprimiendo la grasa
en la imagen, observandose negro (Ricciardi 2018).

El fenotipado de animales pequefios usando MRI consiste en cuatro subpartes:
preparacion de animal, adquisiciéon de RM, procesamiento de imdgenes y finalmente el
andlisis estadistico (Lerch, Sled, and Henkelman 2011). En general, aqui se requiere que
las 1médgenes de multiples sujetos se registren en conjunto con alguna forma de
normalizacion espacial. El resultado principal de la normalizacién espacial de una serie
de imdgenes es que todas se ajustan al mismo espacio estereotdxico, lo que permite
realizar comparaciones region por region. Un segundo resultado es una serie de campos
de deformacion que describen las transformaciones espaciales requeridas para unir las

formas de los diferentes cerebros con una misma plantilla. En cada campo de
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deformacion estd codificada la informacion sobre las formas de la imagen individual,
que se puede caracterizar adicionalmente mediante una serie de procedimientos
estadisticos (Ashburner and Friston 2003). El objetivo es adquirir la mejor informacion
posible, definir con precision la correspondencia anatomica entre las diferentes imagenes
e identificar cualquier diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de
estudio in-vivo o ex-vivo, de forma no invasiva (Lerch, Sled, and Henkelman 2011).

Dentro de estas técnicas de andlisis estadistico, se utiliza la comparacién de
voxeles, donde este dltimo es la unidad cibica que compone un objeto tridimensional,
constituyendo la unidad minima procesable de una matriz tridimensional y es, por tanto,
el equivalente del pixel en un objeto 2D. Un véxel también tendrd en cuenta los valores
de frecuencia y fase, asi como el grosor de corte. Esto producird una representacion en
3D de los datos. De este modo, se pueden obtener un modelo preciso en tres
dimensiones del cuerpo humano. Al igual que los pixeles, los voxeles no contienen su
posicién (x,y,z) en el espacio 3D, sino que esta se deduce por la posicién del voxel
dentro del archivo de datos.

Muchos investigadores han llevado a cabo estudios de la morfometria cerebral
mediante RM ya que la resolucion de una exploracion anatémica de un cerebro completo
aumenta con un tiempo de adquisicién mas corto (Matsuda 2016), ademds, por el hecho
de ser una técnica no invasiva, se pueden estudiar los mismos tejidos por diferentes
técnicas que complementen los resultados del andlisis cuantitativo de imagen, por
ejemplo con técnicas histoldgicas. Como ya se ha mencionado, los enfoques de MBD
detectan cambios morfoldgicos en todo el cerebro, y comparan cada véxel con una
plantilla cerebral estdndar. Ya que estas deformaciones llevan la informacién sobre las

diferencias estructurales entre los cerebros, se analizan para cada voxel y se pueden usar
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para inferir las diferencias locales (Biihler and Mann 2011). Los resultados empleando
este sistema, han evidenciado que el desarrollo y la consolidacién de alteraciones
conductuales también incluye cambios a nivel de la macroestructura cerebral.
Histéricamente, el NAc, VTA vy las vias de dopamina mesolimbicas asociadas,
se han considerado los componentes clave de la recompensa y el placer (Koob and
Volkow 2016). Sin embargo, los hallazgos recientes de neuroimdgenes sugieren un
modelo més complejo de recompensa que incluye la NAc, VTA, amigdala, cortex de la
corteza prefrontal, putamen y corteza orbitofrontal que se asocian al procesamiento de
recompensas al utilizar tareas de comportamiento disefiadas para evaluar aspectos
especificos de la recompensa, incluida la anticipacion, la motivacion y la expectativa.
Como ejemplo, el estudio de cambios estructurales observados en pacientes
alcohdlicos en comparacion con controles sanos, Biihler reporta un espesor reducido del
cuerpo calloso, aumento de los ventriculos y aumento del volumen de liquido
cefalorraquideo (LCR) en varias zonas intracraneales en el cerebro (Figura 6). Ademas,
Becker (2017), evidencié mediante un estudio clinico, que el control regulatorio e
inhibitorio del circuito de la recompensa, se encuentra comprometido en pacientes con
alcoholismo crénico, reflejado en una reduccién de conectividad fronto-estriatal
mediante resonancia magnética funcional. Ademds, también se reporta un incremento en
la activacion del estriado ventral, sugiriendo un incremento en la respuesta hacia la

anticipacion de la recompensa.
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Figura 6. Dailo estructural del cerebro en un paciente dependiente del alcohol comparado con un control
saludable de la misma edad. Las imdgenes coronales muestran los efectos del alcohol en el cerebro; un
cuerpo calloso mas delgado, agrandamiento de los ventriculos y atrofia cortical generalizada, empleando
morfometria basada en la deformacién (Modificada de Biihler 2011).

Por su parte, en sujetos con adicciéon a la cocaina, se observan volimenes
reducidos de materia gris (MG) en regiones del cerebro que son criticas para la
recompensa, la memoria, la inhibicion y otras funciones, que incluyen el 16bulo frontal y
la corteza orbitofrontal (Alia-klein et al. 2011), corteza cingulada anterior (Franklin et al.
2002), amigdala (Makris et al. 2004), insula (Franklin et al. 2002), cuerpo estriado
ventral (Sim et al. 2007), tdlamo (Sim et al. 2007), hipocampo (Alia-klein et al. 2011) y
corteza temporal (Alia-klein et al. 2011; Franklin et al. 2002; Sim et al. 2007) corteza
premotora y cerebelo (Sim et al., 2007). Ademds, Garza-Villarreal (2017) reporta
cambios morfolégicos por resonancia magnética en pacientes con adiccion al crack,
relacionados con la edad y los afios de consumo de cocaina. Interesantemente,
encontraron que los cambios morfoldgicos estriatales pueden estar mas relacionados con
la edad, mientras que los cambios taldmicos pueden estar més relacionados con los afios
que consumen la droga. Finalmente, existen estudios que definen cambios
macroestructurales en el cerebro basados en andlisis de imagen. Thanos (2016), ha
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evidenciado incremento del volumen del estriado por resonancia magnética en ratas con
administracion crénica de metanfetaminas, lo que en cierta medida contrasta con lo
reportado en el humano.

Existen numerosos estudios que muestran cambios en el volumen de regiones
involucradas en el circuito de la recompensa en modelos con depresion mediante anélisis
de imagenes obtenidas por resonancia magnética. En principio, se ha sugerido que las
personas con trastornos del estado de 4nimo o de ansiedad tienen errores de codificacién
de la memoria que resultan en experiencias exageradas o malinterpretadas del evento
(Ezzati et al. 2013; Y. Li et al. 2017). Estudios de imagen han encontrado un volumen
reducido del hipocampo en la depresiéon (Campbell, Marriott, and Macqueen 2004) y
otros trastornos relacionados con el estrés (Y. Li et al. 2017), y esto lo relacionan con
una atrofia dendritica en las regiones CA1l y CA3 del hipocampo (Russo and Nestler
2013). Empleando modelos animales de estrés cronico en roedores, se ha demostrado la
existencia de respuestas conductuales de tipo depresivo o ansioso al aumentar el tono
excitatorio en las neuronas glutamatérgicas (Vyas, Pillai, and Chattarji 2004). Los
estudios del PFC se han concentrado en gran medida en la COF y la PFC medial
(mPFC), incluida la corteza cingulada anterior. Los pacientes con depresion mayor
tienen un volumen cortical més pequeio, incluido volumen reducido de materia blanca,
en el COF y mPFC mediante analisis de imagenes de resonancia magnética en humanos
(Val-laillet et al. 2015). Se cree que los cambios en el tamafio y la actividad del PFC
resultan, en parte, de la pérdida de las células gliales o de la atrofia neuronal que es
evidente en el tejido post-mortem. Una repercusion de esto es que estos sean causa de
las deficiencias en el sistema glutamatérgico, ya que se sabe que contribuyen en el

proceso de transmision glutamatérgica (Russo and Nestler 2013). Adicionalmente, se
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detectaron reducciones o aumentos de la materia gris derivada de la RM en disefos de
estudios transversales en trastornos de depresion o ansiedad, experiencia en navegacion,
personalidad, funciones cerebrales emocionales o basales (Lerch et al. 2011; Witte et al.

2010)

Con todo lo anterior, estudios en animales y en humanos confirman que al igual
que en la adiccién a diversas drogas, los alimentos apetecibles, son capaces de activar
regiones del sistema limbico, los cuales, a su vez, ha demostrado que alteran la
motivacion por recompensas naturales y que se integran en el mismo circuito que regula
cambios en la anhedonia y depresion (Hsu et al. 2017; Koob and Volkow 2016; Thanos
et al. 2016). Aunque, a la fecha el origen de la activacion defectiva de los circuitos que
regulan el desarrollo de conductas aberrantes parece no estar clara, se ha propuesto que
la exposicidn a estimulos externos o ambientales pueden jugar un papel importante en su
desarrollo. En este contexto, se propone que la susceptibilidad al desarrollo de conductas
que involucran la activacién del sistema de recompensa o mesocorticolimbico puede

modularse a través de programacion fetal.

2.6 La Programacion Fetal y su implicacion en la modulacion de conductas
motivantes asociadas a adiccion y depresion-anhedonia

Evidencia epidemiolégica ha propuesto que los estimulos del medio ambiente
durante la peri concepcion, la gestacion y la lactancia modula el desarrollo de los
individuos, conduciendo a la predisposicion a enfermedades durante etapas posteriores

de la vida (Barker, 1990).
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El concepto de programacion fetal se basa en observaciones epidemioldgicas y
experimentales de asociaciones cercanas entre un entorno intrauterino adverso y la
aparicion posterior de trastornos metabdlicos y conductuales en adultos. En especifico,
durante el embarazo algunas perturbaciones ambientales como son estrés, infecciones y
cambios nutricionales, pueden predisponer al producto a presentar enfermedades
selectivas (Chang et al. 2008) (Figura 7). Se ha definido a la programacion fetal como un
proceso de adaptacion a un ambiente intrauterino adverso que altera el entorno
metabodlico y hormonal fetal, 1o que resulta en el restablecimiento de los procesos de
desarrollo para garantizar la supervivencia del feto (Bale 2015). Sin embargo, la
descendencia programada desarrolla diversas patologias que incluyen, hiperfagia
profunda, obesidad, hipertension, hiperinsulinemia e hiperleptinemia durante la vida
adulta y la nutricién hipercalérica posnatal amplifica las anomalias metabdlicas y
cardiovasculares inducidas por la programacion fetal (Bale 2015; Breier et al. 2001). De
interés, la programacion fetal por ingesta desmedida de alimento caldrico también estd
vinculada al desarrollo de comportamientos aberrantes en la descendencia que incluyen

adiccion, ansiedad, autismo, depresion, entre otras.
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Figura 7. Programacidn fetal y sus efectos en la adultez de la descendencia. La exposicién a estimulos o
efectos ambientales durante periodos criticos de desarrollo, tales como infecciones, drogas, estrés y dieta,
conduce a cambios aberrantes permanentes tanto en la fisiologia incluyendo riesgo aumentado de padecer
diabetes y obesidad, como trastornos mentales siendo depresién, adiccién, ansiedad, autismo,
esquizofrenia, entre otras. Estas consecuencias se observan a menudo en periodos avanzados de vida,
como lo es la etapa adulta. Aunque no se conoce del todo bien los mecanismos por los cuales ocurren
estos desoérdenes, evidencias apuntan a que existe intervencién de cambios epigenéticos, ademds de
inflamacién, que realizan efectos sobre los tejidos importantes encargados de la regulacién del desorden,
principalmente en épocas criticas del desarrollo.

Evidencia epidemioldgica ha identificado que el trastorno depresivo mayor
(TDM) y la obesidad se asocian dentro de las personas, pero se sabe poco sobre la
asociacion entre el TDM y la obesidad en las familias. Marmorstein et. al (2016),
reportaron en un estudio clinico asociacion directa entre la obesidad materna y el riesgo
de la descendencia a padecer TDM, mientras que se presenta una asociacion negativa
para la obesidad paterna. Lo anterior indica que el riesgo de presentar TDM parece ser

selectivo al sexo posiblemente dependiente de los perfiles hormonales. Estudios en
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modelos animales han demostrado que una exposicion materna a un dieta alta en grasa
(principalmente 4cidos grasos saturados), afecté el desarrollo fisico y neural de la
progenie y provoco retrasos en la plasticidad fenotipica motriz y sensorial y alteraciones
neuro conductuales de tipo depresivas en la vida adulta, potencialmente asociado a
efectos lipotdxicos en las células progenitoras neurales y sistemas de neurotransmisores
(Peleg-Raibstein, Luca, and Wolfrum 2012; Rivera, Christiansen, and Sullivan 2015;
Sullivan, Nousen, and Chamlou 2013). Ademds, Abildgaard (2014), muestra que la
exposicion materna a dieta alta en grasa altera el eje HPA de respuesta al estrés
(Abildgaard et al. 2014). Ademads, estudios recientes realizados por Sarker y Col.,
empleando un modelo murino demostraron que madres expuestas a comida alta en grasa
promueve el incremento de comportamientos motivante para obtener drogas y comida en
la descendencia (Camacho et al. 2017; Sarker et al. 2016). Aunque a la fecha no se
conocen con certeza los mecanismos implicados en el desarrollo de conducta depresion-
anhedonia, se sabe que la dieta juega un papel importante en periodos criticos de
neurodesarrollo (Ahmed et al. 2010; Gueye et al. 2018), afectando la micro y

macroestructura cerebral (Y. Li et al. 2017; Sasaki et al. 2014).

Finalmente, a nivel microestructural, la ingesta de dieta alta en grasa croénica
disminuye marcadores sindpticos importantes (subunidad GluR2 de AMPA vy la enzima
responsable de la sintesis de GABA, 4cido glutdmico descarboxilasa), conduciendo a
una reduccién de la neurotransmision glutamatérgica y GABAérgica en el hipocampo.
Adicionalmente, existen estudios donde se han obtenido estos tipos de comportamiento
por efecto de la dieta alta en grasa (Arcego et al. 2018; Sasaki et al. 2014; Sharma and

Fulton 2013; Spencer and Andrews 2015) y dieta alta en azicar (Ahmed et al. 2010;
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Gueye et al. 2018), donde involucran una alteracién en regiones involucradas en el
circuito mesocorticolimbico. Por lo anterior, en este estudio se centrd en describir si la
programacion fetal por nutrientes hipercaldricos promovia cambios en la conducta de
motivacién de tipo depresiva-anhedonia, y su correlaciéon con alteraciones macro y

microestructurales del cerebro en un modelo murino.

En su conjunto, la obesidad y los trastornos relacionados a esta se han convertido
en un importante problema de salud en la sociedad moderna y es ampliamente aceptado
que la obesidad en los humanos se debe comtinmente a factores dietéticos y de estilo de
vida. Los mecanismos por los cuales la dieta y el medio ambiente modulan el
comportamiento de la descendencia son poco conocidos hasta el momento. Sin embargo,
la creciente evidencia sugiere que el origen de algunos trastornos del comportamiento,
que se manifiestan en la vida adulta, puede tener sus raices antes del nacimiento. El
apoyo inicial a la hipétesis de los "origenes fetales" se basé en estudios epidemioldgicos
de resultados de salud adversos en humanos en los que el tamaio al nacer se relaciond
con la aparicion de trastornos metabdlicos o cardiovasculares en la edad adulta (Breier et
al. 2001; Camacho et al. 2017; Peleg-Raibstein, Luca, and Wolfrum 2012). Este trabajo
pretende generar conocimiento acerca de la neurobiologia de este tipo de

comportamientos .
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La programacién nutricional materna durante el embarazo y lactancia en
humanos incrementa el desarrollo de trastornos psiquidtricos que involucran el
decremento de la motivacion en la descendencia. Se conoce que la descendencia
presenta alteraciones en la estructura cerebral implicadas en la modulacion conductual.
Sin embargo, los correlativos a nivel de plasticidad macro y microestructural en el

cerebro humano se desconocen.

Por lo anterior, en esta tesis se empled un modelo murino para evidenciar si la
descendencia de madres sometidas a programacion nutricional muestra conducta similar
a la depresion-anhedonia, que correlacione con alteraciones en la plasticidad macro y

microestructural a nivel de sinapsis de glutamato.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

La programacién nutricional materna incrementa en parte la susceptibilidad a
trastornos conductuales semejantes a la anhedonia en la descendencia mediante

alteraciones en la estructura cerebral y de las sinapsis glutamatérgicas en ratas Wistar.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1.1 Objetivo General

Identificar las alteraciones en la estructura cerebral y sindptica de la descendencia de
ratas expuestas a programacion nutricional de dieta hipercaldrica con conducta

similar a la anhedonia-depresion.

5.1.2 Objetivos Especificos

1) Evaluar el comportamiento de la descendencia de madres expuestas a
programacion nutricional por dieta hipercaldrica y dieta control

2) Identificar los cambios en las proteinas sindpticas glutamatérgicas de regiones
cerebrales de la descendencia

3) Evidenciar si la programacion nutricional en madres promueve cambios en la

estructura cerebral de la descendencia
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 Material de Laboratorio

Tabla 2. Material Biolégico y No biolgico

No Biolégico

Pellets de chocolate (45mg), BioServ/ No. Catalogo
F05472).

Comida estandar para rata (LabDiet/ No. Catdlogo 5001).
Dieta de cafeteria (CAF) con 372 Kcal/100g distribuidas en
39% carbohidratos, 49% lipidos y 12% proteinas.

Estuche de diseccion.

Rat Brain Atlas, Paxinos y Watson.

Vaso de precipitado de 50 mL, 100 mL, 1000 mL

Matraz de aforacién 500 mL y 1000 mL

Micropipetas eppendorf de 1000 pL, 100 pL, 10 pL.

Puntillas para micropipetas: azules, amarillas y blanca,

estériles.

Tubos eppendorf de 1.5 mL, 0.6 mL y 0.2 mL, estériles.

Tubos Falcon 50 mL y 15 mL, estériles.

Guantes sin talco.

Gradillas de pléastico.

Biologico

Ratas Wistar (n=97 distribuidas entre los 3 grupos)
Sexo: machos y hembras.

Peso: 250-300 gramos

Edad: 8 — 10 semanas.
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Reactivos

Paraformaldehido (SIGMA-ALDRICH P6148-1KG)

Phosphate Buffered Saline (SIGMA P4417-100TAB)

Tritén X-100 (SIGMA T9284-100ML)

ProHance Gadoteridol 0.5M (BRACCO)

Anticuerpo anti-GluR2 (Cell Signiling)

Anticuerpo anti-GluR1(Cell Signiling)

Anticuerpo anti-NR1(Cell Signiling)

Anticuerpo anti-rabbit IgG, HRP-linked (Cell Signaling
#7074S)

Anticuerpo anti-Sinaptofisina (abcam ab14692)

Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection
IHC Kit (abcam ab64264)

Etanol grado reactivo (CTR Scientific)

Xilol

Buffer de Citratos pH 6

Fomblin (SIGMA-ALDRICH 317926-100G)

Equipos de Laboratorio

Criostato

Microcentrifugas

Microscopio de luz

Sonicador Fisher Scientific modelo FB120

Resonador Bruker 7T modelo Bipspin 7.0 teslas (7.0T) 300

Mhz Software Paravision 6.01
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6.2 Estrategia Experimental
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Figura 8. Esquema general de la estrategia seguida. Posterior a la induccién de programacion fetal de
las madres, se agrup6 a la descendencia de machos en 26 nimero de ratas control, 37programacion fetal y
35 programacion fetal alimentadas con dieta cafeteria después del destete (21 dias de edad). Se evalud a
la descendencia de cada grupo con diferentes pruebas para identificar comportamiento cambios en la
motivaciéon que incluyen: prueba de condicionamiento operante (COP), preferencia a sacarosa (PS),
campo abierto (CA) y alimentacién suprimida novedosa (ASN). Al finalizar las pruebas, se realizé el
estudio de la microestructura de las regiones involucradas en el sistema de la recompensa (NAc,
hipocampo y corteza prefrontal) mediante técnicas de western blot e inmunohistoquimica, utilizando
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marcadores de plasticidad sindptica (NMDA, AMPA y Syp). Por tltimo, se evalué la macroestructura con
un andlisis de imagen de resonancia magnética estructural empleando diferencias morfométricas de
volumen de las distintas regiones del SNC.

6.3 Metodologia

Se utilizaron 98 ratas de la cepa Wistar; machos de 8 — 10 semanas de edad y un
peso entre 250 - 300 gramos. Los animales fueron producidos y manejados en el
laboratorio de Neurometabolismo y Bioterio del CIDICS de acuerdo con la NOM-
062-Z00-1999, con la aprobacion del Comité local de Cuidado de Animales (BI 15-
007). Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el nimero de animales
utilizados y su sufrimiento. Todos fueron alojados individualmente en jaulas,
mantenidos a 20-23 ° C en una habitacion con temperatura controlada con un ciclo
de luz / oscuridad de 12 h. El agua estaba disponible ad libitum en la jaula del hogar,

excepto durante la sesion experimental.

6.3.1 Programacion Fetal

1. Ratas Wistar hembras de 8-10 semanas de edad fueron alimentadas con
diferentes dietas (Cafeteria y Control, ver tabla 2) por 9 semanas (pre-
embarazo, embarazo y lactancia) divididas en tres grupos experimentales: 1)
Control-Control (C-C), Cafeteria-Control (CAF-C) y Cafeteria-Cafeteria
(CAF-CAF), como se indica en figura 9.

2. Posterior a las 3 semanas de iniciar el experimento, las ratas de cruzaron con

un macho Wistar de 12 semanas de edad, peso de 300-350 g.
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Se verific6 el embarazo de las hembras mediante examinacién de tapon
vaginal y se continud con la dieta selectiva durante las siguientes 3 semanas
de gestacion.

Posterior al destete la descendencia se alimenté con dieta control para las
que provenian del grupo control y del grupo de CAF o bien con dieta CAF
para el segundo grupo de dieta CAF. Es importante mencionar que la dieta
CAF contiene una densidad caldrica de 372 kcal/100 g distribuidas en 39 %
carbohidratos, 49 % lipidos y 12 % proteinas.

Se aliment6 a la descendencia de cada grupo hasta cumplir los 2 meses de
edad.

Al alcanzar los 2 meses de edad se iniciaron las pruebas conductuales para
evaluar la motivaciéon a obtener recompensas naturales que incluyen:
Condicionamiento Operacional (protocolos FR1, FRS y PR en la caja de

Skinner), preferencia a sacarosa, campo abierto y alimentacién suprimida.

Ratas Hembras Wistar 8-10 semanas o
Cruza Nacimiento Destete 'E I_ S_l
Semana 0 3 6 9
sz c-C
h,. “F
0 3 6 9
> CAF-C
0 3 6 9
37 | | | | CAF-CAF
[ | | | |
: ol Desarrollo .
M Dieta CAF Lactancia

) embrionario
¥ Dieta Control

Figura 9. Linea de tiempo seguida para la generacion de los diferentes grupos de estudio. La
linea de tiempo abarca desde 3 semanas antes de la cruza, durante el periodo de gestacidn, lactancia y
destete. La linea verde indica los periodos de alimentacion con alimento control, mientras que la linea
roja los periodos con alimentacién CAF. Se generaron 3 grupos donde el primer grupo corresponde a
la alimentacién de la madre y de la descendencia con dieta control, para el segundo grupo, la madre
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fue alimentada con dieta cafeteria y su descendencia con dieta control, y para el dltimo grupo, tanto la
madre como su descendencia fueron alimentadas con dieta CAF.

v" Campo abierto

v Alimentaci6n novedosa v" Western blot
_t suprimida v" Condicionamiento v Imunohistoquimica
v’ Preferencia Sacarosa operante v" Resonancia Magnética

] ] I T |
0 60 68 76 88

; g Eut i
=== Alimentacion normal del grupo aale

* Restriccion alimenticia
=== Privacion de alimento

Figura 10. Linea de tiempo indicando el protocolo empleando. Se muestra en la figura los
periodos de alimentacién con dieta correspondiente al grupo (control o CAF) de color azul y la
restricciéon de color verde y la privacion de color rojo, segiin la prueba conductual la indique. Las
pruebas conductuales se realizaron a los 60 dias posnatales, con excepcién del condicionamiento
operante que comenz6 al dia 76, después de la restriccion alimenticia. La eutanasia se llevé a cabo un
dia después de haber finalizado la prueba de condicionamiento operante. Se obtuvieron los cerebros
protegidos por el craneo, esto para su andlisis por RM, y para los westerns blot e inmunohistoquimica
no fue necesario el estar protegidos por el craneo.

6.3.2 Condicionamiento operante empleando la caja de Skinner

1. Para los tres grupos experimentales obtenidos en nuestro protocolo de
programacioén fetal (C-C, CAF-C y CAF-CAF), se agruparon (8-9 ratas) en
cajas individuales.

2. Se sometid a restriccion caldrica a cada grupo de ratas antes de comenzar el
entrenamiento. Contemplando que las ratas comen diariamente el 10% de su
peso (25-30g), sélo se les proporciond 15 gramos de comida control por dia,
durante 7 dias.

3. Las ratas se sometieron a prueba de entrenamiento de condicionamiento
operante siguiendo protocolos establecidos (Sharma, et al., 2012) y las

indicaciones del fabricante de la caja de entrenamiento OmniAlva.
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Las ratas se entrenaron individualmente siguiendo los protocolos FR1, FRS y
PR, con los pardmetros de asociacion a: 2 segundos de luz y 2 segundos de
sonido con 5 segundos de inter-ensayo, ajustados a la liberacién del pellet en
el receptdculo de la caja.

La duracién de cada protocolo es el siguiente:

Protocolo FR1 por 3 dias consecutivos; duracién 1 hora.

Protocolo FRS por 4 dias consecutivos; duracién 1 hora.

Protocolo PR por 5 dias consecutivos; duracién dependiendo de la actividad
del animal, mdximo 1 hora. PR = [5e (R*0.2)] — 5, en donde R es igual al
nimero de recompensas ganadas menos 1. Con ello, se requiere el siguiente
orden de estimulacion en la palanca para ganar una recompensa: 1, 2, 4, 6, 9,
12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, etc.,

Se coloc6 la cantidad de comida estdndar correspondiente, a cada rata,
después de terminado cada protocolo como sigue:

Protocolo FR1 se expuso a 30 gramos de comida estdndar.

Protocolo FRS: se expuso a comida estdndar ad libitum.

Protocolo PR: se expuso a comida estandar ad libitum.
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7. Las ratas se categorizaron con presentar conducta semejante a la adicciéon
con base a mostrar mds de 10 veces en los protocolos FR1 y FRS, y més de 5
veces en el protocolo PR, indicando un total de 32 estimulaciones de palanca

en un periodo de 1 hora.

estimulo de sonido
Estimulo de luz

Palanca de inicio

Dispensador de pellets

Comedero

Rejilla electrificada para
estimulo de choque eléctrico.

Figura 11. Caja tipo Skinner para evaluar el condicionamiento operante a recompensas. El sistema
incluye una palanca de estimulacion que se activa para liberar la recompensa. La liberacién de la
recompensa se asocia a la emision de un sonido y una luz que condiciona al animal a asociar su liberacién
con el accionar de la palanca. La prueba consta de 3 protocolos, donde el plan de refuerzo de relacién fija
1 (FR1) consiste en entrenar al modelo a que asocie que una accionar de palanca equivale a una
recompensa; en el plan de refuerzo de relacién estable a 5 (FR5) se basa en retar al modelo a que
desarrolle una motivacién con un poco mas de esfuerzo para obtener la recompensa, donde 5 accionar de
la palanca equivale a una recompensa; y por tultimo, el indice de refuerzo progresivo (PR), consta del
desarrollo de la realizacion de un esfuerzo mayor para obtener la recompensa, donde el costo de una sola
recompensa aumenta progresivamente a medida que se van alcanzando las mismas, empleando la férmula,
PR = [5e (R*0.2)] — 5,. Cabe mencionar que, en el protocolo PR es donde podemos evaluar certeramente
la motivacién que existe por las recompensas.
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6.3.3 Prueba de preferencia a la sacarosa

1.

Para los tres grupos experimentales obtenidos en nuestro protocolo de
programacién fetal (C-C, CAF-C y CAF-CAF), se agruparon en cajas
individuales. Se colocaron 2 bebederos en las jaulas, uno que contenia agua y
el segundo contenia solucién de sacarosa al 2 % p/v. Se cuantificé la ingesta
de sacarosa por 72 horas, lo cual represent6 la linea de ingesta basal.

Se les privé de alimento y agua durante 16 horas, correspondiendo a la fase
de estrés del protocolo.

Posteriormente, los bebederos con agua y sacarosa 2 % p/v se colocaron
nuevamente en sus jaulas y se midi6 el consumo total de ambos liquidos por
20 minutos.

Se cuantifico el porcentaje de preferencia a la sacarosa tanto de la linea base

como en el dia de prueba con la formula:

%PS = [IS + (IS +14) ] x 100

6.3.4 Prueba de alimentacion novedosa suprimida

1.

Las ratas de los tres grupos experimentales obtenidos en nuestro protocolo de
programacion fetal (C-C, CAF-C y CAF-CAF), se privaron de alimento por 18
horas, se colocé un pellet de comida (correspondiente a la dieta habitual) en el
centro de una arena de campo abierto con paredes transparentes y una dimension

de 50 x 50 x 50 cm.
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2. Se colocd al modelo animal en una esquina de la arena, y se midi6 el tiempo que
tard6 en alcanzar su alimento en el centro de esta. Si el animal no alcanzé el
alimento en 5 min, la prueba se finaliza.

3. Los animales que alcanzaron el alimento se trasladaron a una jaula individual
con alimento previamente pesado y se registré la ingesta de alimento durante los

siguientes 20 min.

6.3.5 Prueba de campo abierto

1. Se permiti6 a los modelos animales explorar libremente la arena de 50 x 50 x 50
cm

2. Se videograbd por 5 minutos el recorrido total en la arena empleando un sistema
automatico de sensor de movimiento

3. Se analiz6 la distancia total recorrida, el porcentaje de inactividad, tiempo que
paso en el centro y en las orillas de la arena, empleando el software de la

compaiiia OMNIALVA.

6.3.6 Perfusion intracardiaca

1. Los modelos animales de los tres grupos experimentales obtenidos en nuestro
protocolo de programaciéon fetal (C-C, CAF-C y CAF-CAF), fueron
sacrificados por sobredosis de Pentobarbital (PiSA Agropecuaria) (ImL) por

via intraperitoneal
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2. Se realizé diseccion dérmica que va desde la region abdominal hasta la parte

superior de la caja tordxica, exponiendo el corazén (Figura 12).

Figura 12. Imagen representativa de la técnica de perfusion intracardiaca. Se basa principalmente en la
insercion de un sistema de flujo por el vértice del ventriculo izquierdo (a), a la par de la apertura del
sistema circulatorio del modelo realizando incision de la auricula derecha (b).

3. Se perfor6 el ventriculo izquierdo del corazén siguiendo su vértice y se
realiz6 un corte en la auricula derecha, con el fin de abrir el sistema
circulatorio. Se perfundié solucién de lavado PBS 0.1 M + Heparina +
PROhance (6 mM) empleando una bomba de perfusién (Fisher Scientific
GP1000) a flujo de 20 mL/min.

4, Posteriormente, se cambid la solucién de lavado por la solucién fijadora que
incluye al paraformaldehido 4% en PBS 0.1 M (PFA) + Prohance 60 mM
durante 20 min, siguiendo el mismo flujo.

5. Se colect6 el cerebro protegido por el craneo del modelo y se removio la piel,

la mandibula inferior, las orejas y la punta de la nariz cartilaginosa.
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6.

Las muestras se almacenaron a 4°C en PFA al 4% Prohance 60 mM por 24
horas y posteriormente se cambi6 la solucion a PBS 0.1 M con azida de sodio

0.02% hasta su posterior andlisis en la resonancia.

Las imédgenes de resonancia magnética pueden adquirirse luego de 4 dias y no mas

de 2.5 meses después de la fijacion.

6.3.7 Obtencion de imdgenes de Resonancia Magnética Nuclear y su andlisis por
morfometria en base a deformacion

1.

Los cerebros de los modelos animales protegidos por el craneo se colocaron
individualmente para su andlisis en un cilindro transparente con fondo en
punta con 35 mL de Formblin, un perfluoropoliéter (SIGMA-ALDRICH
317926-100G) que tiene un efecto dieléctrico bajo y una sefial de RM
minima, con lo que aumenta el contraste y elimina los artefactos de
susceptibilidad no deseados proximos a los limites del cerebro, Ademads, se
evitd la formacion de burbujas en el interior.

Se introdujeron los cilindros en la bobina del resonador a 45 cm de distancia
de la entrada al centro del resonador y se alinearon con el crdneo en direccion
al resonador.

Las imagenes de los cerebros se adquirieron usando resonador Bruker 7 T
Paravision 6.0.1 system, donde la relacion sefial/ ruido se llevd
aproximadamente a 20 gastando una resolucién mejorada, ya que es el valor
que proporciona una compensacion Optima para el registro de la

computadora.
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4. Se posiciond el craneo en el resonador mediante la rotacion de la imagen
predisefiada evalud la homogeneidad del campo observando el contraste de la
imagen. Se obtuvieron las imdgenes con tiempo de repeticion (TR) / tiempo
de eco (TE) = 100 / 2.5 ms, matrix= 256 x 256, tiempo de escaneo = 52:11
minutos con campo de visién (FoV) 50x50, TA= 12 s 800 ms, FA= 30 con
tamafio de véxel de 0.19 mm?® de imdgenes isotrépicas con orientacién
sagital.

5. Se evalud la calidad de imagen observando irregularidades en el campo
(artefactos por burbujas). Las imdgenes se cargaron a la nube virtual del
laboratorio en formato DICOM, a través del cual se pudieron descargar para

futuros analisis.

6.3.8 Preprocesamiento ponderado en T1 y procesamiento de imdgenes

Cabe senalar que todos los analisis de la macroestructura cerebral se llevaron a cabo por

el Dr. Eduardo Garza Villarreal.

Las imdgenes ponderadas en T1 se convirtieron de formato DICOM a MINC para el
preprocesamiento. Las imdgenes T1 se preprocesaron utilizando una tuberia de
preprocesamiento interna con el software Bpipe

(http://cobralab.ca/software/mincbeast_bpipe.html), que hace uso del kit de herramientas

MINC (http: www. bic.mni.mcgill.ca/ ServicesSoftware/ ServicesSoftwareMincToolKit)

y Advanced Normalization Tools.

Se realiz6 la correccion de campo de polarizacién N4, registro lineal en el espacio del

Instituto de Neurologia de Montreal usando herramientas de normalizacién avanzadas,
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seguido de la transformacién de nuevo a espacio nativo. Las imédgenes se ingresaron en
el  MiceBuildModel  (https://wiki.mouseimaging.ca/display/MICePub/MICe-build-
model). MICe-build-model.pl es un paquete de software optimizado para realizar el
registro de imagenes en cerebros de ratones. El registro puede definirse como el ajuste
de dos o mds imigenes a una imagen promedio. Las diferencias entre la imagen
promedio y las imdgenes individuales nos permiten calcular las diferencias de medias
entre 2 o mds grupos de ratones. Primero se cred un cerebro plantilla usando la media de
todos los cerebros de forma no linear. Esta plantilla fue la usada para el MBD. Para el

analisis, se cred una mascara de cerebro a mano.

6.3.9 Inmunohistoquimica

6.3.9.1 Procesamiento de tejidos en parafina

1. Posterior a la fijacion, los cerebros se disecaron a partir del crdneo y se
lavaron con PBS hasta remover completamente el fijador

2. El tejido se deshidraté en etanol siguiendo la secuencia: 50, 70, 80, 95 y
100% de etanol con incubacién de 10 minutos entre cada uno.

3. Se intercambi6 el etanol por xileno con incubacién de 10 minutos en la
siguiente secuencia: 2:1, 1:1, 1:2 Etanol: Xileno y 3 incubaciones con Xileno
100% por 10 minutos.

4, Se intercambio el xileno por parafina siguiendo la secuencia:
2:1, 1:1, 1:2 xileno: parafina por 30 minutos y 2 incubaciones con parafina

100% por 2 horas.
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10.

11.

12.

Los cerebros embebidos en parafina fueron cortados en un criostato en
secciones coronales de 5 um de espesor en direccion rostro-caudal, a nivel de
regiones correspondientes a NAc, Hipocampo y PFC, localizadas con el atlas
de cerebro de rata Paxinos, George, and Charles Watson. The rat brain in

stereotaxic coordinates: hard cover edition. Access Online via Elsevier, 2006.

Los cortes se hidrataron siguiendo la secuencia de Xilol (15 minutos), Etanol
absoluto y Xilol 1:1 (10 minutos), Etanol absoluto (5 minutos), Etanol 96%

(5 minutos) y finalmente agua destilada.

Se realizé la recuperacion de epitopos sumergiendo los cortes en buffer de
Citratos a 90 °C durante 20 minutos

Los cortes se lavaron con PBS + TritonX-100 0.1 % y se incubaron con el
bloqueador de peroxidasa durante 10 minutos (Kit AB64264)

Se lavaron con PBS + TritonX-100 0.1 % y se incubaron con el bloqueador
de proteinas durante 10 minutos (Kit AB64264)

Se incubaron con PBS + TritonX-100 0.1 % y posteriormente con el
anticuerpo primario anti-sinaptofisina con dilucién de 1:200 (ab14692) a 4°C
durante toda la noche.

Se realizaron lavados en PBS (3 lavados de 5 minutos) y se incubaron en
anticuerpo secundario (Kit AB64264) de IgG de cabra anti-conejo biotinilado
por 10 minutos.

Se realizaron lavados en PBS (3 lavados de 5 minutos) y posteriormente

incubacion con estreptavidina (AB64264) por 10 minutos.
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13. Se afiadieron 2 gotas de una solucién del cromdgeno diaminobencidina DAB
(30 uL en 1.5 mL de substrato) y se incub6 por 10 minutos.

14. Se realiz6 la tincién hematoxilina como tincién de contraste.

15. Se deshidrataron los tejidos con la secuencia 95%, 80% y 50% etanol por 15

segundos, después 2:1 etanol: xilol, 1:1 etanol xilol, 100% xilol

16. Se realiz6 el montaje del corte con solucién de montaje en cubreobjetos.
Nucleo Hipocampo
accumbens T : e

PCRA

0| Inderauml

Lateral 1.90 mm Figure 83

[0 5] u I B 5 7 0 3 ' Y : T ] T 3 3 ] 5

Figura 13. Representacion de los sitios donde se realizaron los cortes coronales para realizar las
inmunohistoquimicas. Imagen obtenida de Paxinos, George, and Charles Watson. The rat brain in

stereotaxic coordinates: hard cover edition. Access Online via Elsevier, 2006.

52



6.3.10 Aislamiento de fracciones membranales y citopldsmicas de muestras de cerebro

De los modelos animales de los tres grupos experimentales obtenidos en
nuestro protocolo de programacién fetal (C-C, CAF-C y CAF-CAF), se
aislaron las regiones de NAc, PFC e hipocampo con ayuda del atlas Paxinos.

Las regiones se incubaron en tampoén de lisis que contiene: 150 mM de NaCl,
25 mM de Tris-HCI pH 7,5, que contenia 50 mM de NaF,, 10 mM de
NaP,O7, 1 mM de ortovanadato de sodio, coctel de inhibidor de proteasa
completo y 0.5% de Triton X-100 y se homogenizaron por sonicacion (5 s a
1500 Hz en hielo)

La muestra se centrifugd durante 10 min x 1500 rpm y se determiné la
concentracion de proteinas mediante ensayo de Bradford como se describe a
continuacion.

El sobrenadante (3 mg de proteina en 500 uL. por muestra) se incubd durante
30 min a 4 ° C y se centrifugé durante 20 min a 16,000 x ga 4 ° C, para
separar un extracto soluble en Triton y el sedimento insoluble.

Los sedimentos se resuspendieron en 100 pl de tampon de lisis y la
concentracion de proteina se determiné mediante el ensayo de Bradford,

siguiendo protocolos previamente publicados (Delint-Ramirez et al. 2015)

6.3.11 Determinacion de concentracion de proteinas por el ensayo de Bradford

1.

Se realiz6 la curva de calibracion de albimina bovina en un rango desde 0

hasta 16 pg por triplicado en placa de 96 pozos (1 uL/pocillo)

53



2. Las muestras se midieron por triplicado colocando 1 uL por pocillo

3. Se afadi6 el reactivo de Bradford (BioRad) a los pocillos utilizando una
pipeta multicanal con el volumen de 100 pLL

4. Se realiz6 la lectura de la absorbancia de la placa a una longitud de onda de
595 nm en un lector de placa (GloMax Discover Promega)

5. Finalmente, se calcul6 el volumen necesario para cargar 30 pg de proteina de

cada muestra en el gel.

6.3.12 Western Blot

1. Las muestras se mezclaron con tampon Laemmli y se calentaron a 90 ° C durante
5 min y se sometieron a SDS-PAGE.

2. Se cargaron las muestras en geles preparados al 10 % de poliacrilamida

3. Se inici6 la electroforesis a 85 volts por 15 minutos y posteriormente se cambid
el voltaje a 120 volts por 1 hora.

4. Las proteinas se transfirieron electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa
mediante cdmara himeda.

5. Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con
Albimina Bovina al 5% en tamp6én TBS-T (Tris 10 mM, NaCl al 0,9%, Tween
20 al 0,1%, pH 7,5). Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 ° C
con anticuerpos primarios: anticuerpo anti NMDA, anti-AMPA y anti
Sinaptofisina (dilucién 1:1000, 1:1000 y 1:500, respectivamente)

6. Las membranas se lavaron (4 veces X 5 min) en TBS-T, TBS (1 vez x 5 minutos)

y se incub6 con anticuerpo secundario conjugado con HRP (1:1000) durante 1 h.
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7. Las proteinas fueron detectadas por quimioluminiscencia que fueron escaneados
y cuantificados densito métricamente con el software Image] de 1.31 V

(ChemiDoc XRS System BioRad)
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Pruebas Conductuales

7.1.1 La programacion fetal de madres por dieta calorica modula el
condicionamiento operante hacia recompensas naturales en la descendencia

En la primera serie de experimentos se determiné si la programacion fetal por dietas
hipercaldricas en la madre modulaba negativa o positivamente la motivacion para
obtener recompensas naturales en la descendencia. Para evaluar la motivacion por
recompensas, los grupos experimentales fueron sometidos al protocolo de
condicionamiento operante empleando los esquemas FR1 y FRS, y PR, como se
describi6 en la metodologia. Es importante recordar que los modelos animales se
clasificaron con motivacion alta en aquellos que presionaron la palanca mas de 10 veces
en los protocolos FR1 y FRS, y mas de 5 veces en el protocolo PR. Todos los sujetos
que no compartian este criterio de inclusion se consideraron como sin motivacion a la

recompensa.
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Figura 14. Comportamiento operante hacia recompensas naturales entre machos de los diferentes
grupos de estudio (CTRL-CTRL, CAF-CTRL y CAF-CAF). El nimero de eventos (accionar de la
palanca) se obtuvieron con el uso de la caja Skinner en el protocolo PR (1 hora x 5 dias) donde se reta al
animal a obtener su recompensa. Clasificadas con base al nimero de eventos en el protocolo PR durante 5
dias. (ANOVA de dos vias; Post-hoc Bonferroni con *p< 0.05 + SEM n=16-19/grupo).

A) B) C)

47%

-Con motivacion Sin motivacion
Figura 15. Grafica de pastel donde se observa los porcentajes de poblacion de ratas con motivacion

hacia recompensas naturales y sin motivacion por esta. Clasificadas en base al niimero de eventos
obtenidos en PR. En el grupo A) CTRL-CTRL se observa que el 81% de ratas mostré motivacién, sin
embargo, en el grupo B), CAF-CTRL y C) CAF-CAF, se observa un menor porcentaje de poblacién con

resultados a favor de motivacion (53 y 65%, respectivamente) (prueba Chi? con *p< 0.05 n=16-19/grupo).
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Los resultados muestran que la exposicion con dieta caldrica durante el embarazo-
lactancia (programacion fetal) y posterior al destete decrece el comportamiento
motivante en la obtencidén de recompensas naturales durante el protocolo PR, cuando se
compara con la descendencia de madres expuestas a dieta control, (grupo CAF-CAF vs
CTRL-CTRL) (Figura 14). De interés, la programacion fetal por dieta caldrica es capaz
de inducir el mismo fenotipo conductual en la descendencia (grupo CAF-CTRL vs
CTRL-CTRL) (Figura 14 y 15). Ademas, al realizar el anélisis de la poblacién total se
observa una disminucién en el porcentaje de la poblacién con una respuesta motivada
elevada por parte de los grupos CAF-CTRL 53 % y CAF-CAF 65 % en comparacion
con el grupo control (Chi®> p<0.05) (Figura 15). Por lo anterior, el estimulo de
programacion fetal por dieta hipercaldrica disminuye la capacidad de motivacién por

recompensas naturales en la poblacion.

7.1.2 Evaluacion de un comportamiento similar a la anhedonia mediante la prueba de
preferencia a la sacarosa
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Figura 16. Comparacion del porcentaje de preferencia a la ingesta de sacarosa (%PS). Las ratas se
alojaron en cajas individuales y se registr6 la ingesta basal de sacarosa (linea base). El consumo de
sacarosa por 20 minutos fue medido después de privacion alimenticia de 16 horas y comparado con el
consumo habitual (linea base) entre los grupos de estudio. (ANOVA post hoc Tukey **** p<(0.0001 +
SEM n=6-12/grupo).
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Posteriormente, nos interes6 identificar evidencias adicionales que pudieran explicar el
decremento en la conducta motivante de la descendencia inducido por la programacion
fetal. Se emplearon tres pruebas: la prueba de preferencia a la sacarosa, la prueba de
alimentacion novedosa suprimida y la prueba de campo abierto, como se describi6 en la
seccion de métodos. Los resultados correlacionan con el decremento en motivacion
identificado durante la prueba de condicionamiento operante, confirmado por la
disminucioén en el porcentaje de ingesta de sacarosa (% PS) en los grupos CAF-CTRL y
CAF-CAF, comparado con la ingesta basal en sesiones previas comparado con la ingesta
que presenta el grupo CTRL-CTRL (Figura 17), el cual es ampliamente utilizado como
indicativo de un comportamiento similar a la anhedonia relacionada a trastorno

depresivo (Mateus-Pinheiro et al. 2014)

7.1.3 Evaluacion de un comportamiento semejante a la ansiedad mediante prueba de
alimentacion novedosa suprimida
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Figura 17. Identificacion de un comportamiento similar a la ansiedad como efecto de la
programacion fetal. El tiempo que le tomé al modelo alcanzar su alimento fue después de una privacién
de alimento y agua por 18 horas, y posterior a ser alcanzado se midi6 el consumo de alimento en su jaula
individual por 20 minutos. A) Comparacién de los promedios del tiempo requerido para alcanzar el
alimento del centro de la arena, observdndose un mayor tiempo en los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF en
comparacién con el grupo Control (ANOVA post hoc Bonferroni * p<0.05 **p<0.01 + SEM n=6-
12/grupo); B) Comparacién de los promedios del consumo de alimento en su jaula habitual. Se observa
disminucién del consumo en los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF en comparacién con el grupo Control
(ANOVA post hoc Bonferroni *** p<0.001 + SEM n=6-12/grupo).
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En la siguiente serie de experimentos, se empled la prueba de alimentacién suprimida
novedosa para identificar comportamientos semejantes a la ansiedad relacionada a
depresion. Los resultados indican que la descendencia de madres expuestas a dieta CAF
durante el embarazo-lactancia o la exposiciéon después del destete, invierte un mayor
tiempo para alcanzar el alimento en el centro de la arena, cuando se compara con sujetos
control (grupos CAF-CTRL y CAF-CAF vs CTRL-CTRL) (Figura 17). Ademads, la
programacion fetal por dieta o bien después del destete induce decremento en el
consumo de alimento en cajas individuales en comparacién con el grupo control. Por lo
anterior, estos datos proponen que la descendencia de los grupos CAF-CTRL y CAF-

CAF, presentan un comportamiento similar a la ansiedad.
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7.1.4 Evaluacion de comportamiento semejante a la ansiedad mediante prueba de
campo abierto
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Figura 18. Graficas de barras del comportamiento de las ratas en la prueba de campo abierto,
correspondiendo A) la comparacion de distancia total recorrida, B) el porcentaje de inactividad de las ratas
durante la prueba. Comparacién de los promedios del tiempo de las ratas manteniéndose en C) el centro y

D) en las orillas de la arena (ANOV A post hoc Tukey ** p<0.01 + SEM n=6-16/grupo).

Los resultados de la prueba de campo abierto muestran cambios significativos en
la actividad locomotora aumentada y menor tiempo de inactividad por parte de la
descendencia de los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF, en comparacion al control (Figura
18 A'y B, ANOVA p<0.01). Ademas, los modelos exhibieron mayores tiempos en el
centro de la arena y menores en las orillas (Figura 18 C y D). Los datos obtenidos por la

prueba de alimentacién suprimida novedosa indican un comportamiento de ansiedad.
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7.2 Evaluacion de cambios microestructurales por efecto de programacion fetal

Posteriormente, con la finalidad de evaluar los cambios microestructurales
inducidos por efecto de la programacion fetal, se analizaron integrantes de la plasticidad
sindptica mediada por glutamato mediante técnicas de western blot e
inmunohistoquimica en regiones involucradas en la obtencién de la recompensa
(Hipocampo, NAc y PFC). Para la primera técnica, se utilizaron marcadores del sistema
glutamatérgico, siendo estos la subunidad de los receptores ionotropico NMDA
(subunidad NR1) y AMPA (subunidad GluR1 y GluR2). Adicionalmente, se evalué un
marcador sindptico importante asociada a la vesicula sindptica, utilizada cominmente
como una estimacion del ndmero de sinapsis funcionales involucradas en la
neurotransmision, que dictaminard una alteracion en la respuesta sindptica eficiente

dentro del efecto del estimulo programacion fetal y dieta.

7.2.1 Identificacion de proteinas sindpticas por Western blot
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Figura 19. Graficas de barras de los niveles de proteina de la region del hipocampo. A-C) Western
blot representativo mostrando las proteinas NMDA, y Sinaptofisina (SYP), respectivamente, en la region
del Hipocampo de las ratas en los grupos de estudio. La densidad de bandas obtenidas para A) CTRL-
CTRL, B) CAF-CTRL y C) CAF-CAF, fueron estandarizadas por actina y representadas como densidad
relativa de las condiciones del control Se observa diferencia estadisticamente significativa la cantidad de

proteina de GluR2 respecto al grupo CAF-CAF (ANOVA post hoc Tukey *p<0.05 + SEM n= 5-8/grupo).

62



A) B) )]

105kpa NR1 100kDa Glury [ R SN M| ssioa e [N
42 kDa Actina |'--- | 42 kDa Actina |.-.‘{ 42 kDa Actina

1.5+ 2.0 2.0
©

2 2 2451
® 1.0 5 kS T
T E ®
3 g g
B 0.5 K] =
c = c
& 3 54

0.0

.0 0.0
CTRL/CTRL CAF/ICTRL CAF/CAF CTRL/ICTRL CAFICTRL CAFICAF CTRL/ICTRL CAF/ICTRL CAF/CAF

Figura 20. Graficas de barras de los niveles de proteina de la region corteza prefrontal. Western blot
representativo mostrando las proteinas NMDA, AMPA (subunidades NR1, GluR1, respectivamente) y
Sinaptofisina (SYP) en la region de la corteza prefrontal de las ratas en los grupos de estudio. La densidad
de bandas obtenidas para A) CTRL-CTRL, B) CAF-CTRL y C) CAF-CAF, fueron estandarizadas por
actina y representadas como densidad relativa de las condiciones del control. A pesar de no observarse
alguna diferencia estadisticamente significativa en los grupos, se observa una tendencia en aumento de

GluR1 en el grupo de CAF-CAF. (ANOVA post hoc Tukey *p<0.05 + SEM n= 5-8/grupo).
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Figura 21. Graficas de barras de los niveles de proteina de la region niicleo accumbens. Western blot
representativo mostrando las proteinas NMDA, AMPA (subunidades NR1, GIuR2, respectivamente) y
Sinaptofisina (SYP) en la regioén de nicleo accumbens de las ratas en los grupos de estudio. La densidad
de bandas obtenidas para A) CTRL-CTRL, B) CAF-CTRL y C) CAF-CAF, fueron estandarizadas por
actina y representadas como densidad relativa de las condiciones del control. Las ratas provenientes de
programacion fetal (CAF-CTRL), mostraron bajos niveles de proteina SYP, sin embargo, el grupo de
programacioén fetal alimentado con cafeterfa (CAF-CAF) mostré6 niveles altos de SYP, ambos

estadisticamente significativos (ANOV A post hoc Tukey *p<0.05 + SEM n= 5-8/grupo).
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Como primera instancia en la evaluacion de la microestructura de los modelos
experimentales con alteraciones tipo depresivos, se observa un aumento de los niveles de
la subunidad GluR2 del receptor AMPA en la regién de hipocampo de las ratas CAF-
CAF con diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control (Figura
19B). Sin embargo, no se observa alguna diferencia en los niveles de las demds
proteinas (NMDA y Syp, Figura 19 A y C). Por otro lado, a pesar de no observarse
alguna diferencia estadisticamente significativa en los niveles de proteinas analizadas en
la regién de PFC (20 A y C), se puede observar una tendencia aumentada de la cantidad
de GluR1 en las ratas CAF-CAF (Figura 20B). Por tltimo, no se observan diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de NR1 y mGluR2 (Figura 21 A y B) entre
los grupos en la regién del NAc, sin embargo, existe una mayor cantidad de Syp en el
NAc de las ratas provenientes del grupo CAF-CAF y menor cantidad de Syp en el NAc
de las ratas provenientes del grupo CAF-CTRL con diferencia estadisticamente

significativa en comparacion con el grupo control (Figura 21C).

7.2.2 Identificacion de proteinas sindpticas por inmunohistoquimica

Adicionalmente, en esta serie de experimentos identificamos alteraciones del
marcador de sinapsis, sinaptofisina en nuestros modelos de programacién fetal. En
primera instancia, estandarizamos la dilucién de los anticuerpos primarios empleados en
los ensayos de inmunohistoquimica para sinaptofisina. En esta etapa empleamos
controles positivos de expresion que correspondian a intestino y pancreas (Figura 22 C,

D) y negativo para ausencia de anticuerpo en hipocampo (Figura 22 B).
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Figure 38
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Figura 22. Representacion de imagenes de los controles utilizados en la técnica de

inmunohistoquimica. Imigenes representativas mostrando A) la regién ubicada del hipocampo referente
a la imagen del control negativo; B) control negativo con una inmunoreaccién negativa para Sinaptofisina
(SYP) en la regiéon hipocampo de corte coronal de cerebro de rata; C) Control positivo con una
inmunorreaccién positiva para Syp en células neuroenddcrinas de un corte de intestino de rata en la
periferia de la luz intestinal y; D) Control positivo con reaccion positiva para Syp en células exocrinas de
un corte de pancreas. La inmunohistoquimica se llevé a cabo con el anticuerpo SYP 1:200 siguiendo las

condiciones del fabricante.

Los resultados de programacion con dieta de CAF muestran decremento de la
expresion de sinaptofisina en la region del NAc (grupo CAF-C) referente a niveles
control, representados solo por apreciacion en la inmunoreaccion del anticuerpo SYP en

areas de la region del NAC (Figura 23 A y B). De interés, la programacion por CAF y
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exposicion de la misma dieta después del destete (grupo CAF-CAF) incrementa los
niveles del marcador sinaptofisina en la misma regién, observindose una
inmunoreaccion mds pronunciada, representado por un color café mds abundante en los

cortes presentados en las figuras (Figura 23 A 'y C).

A) B) )

Figura 23. Representacion de los resultados de la inmunohistoquimica de SYP en la NAc. Imdgenes
representativas mostrando inmunoreaccién de Sinaptofisina (SYP) en la region de niicleo accumbens de
las ratas en los grupos de estudio. La inmunohistoquimica se 1levé a cabo con el anticuerpo SYP 1:200
siguiendo las condiciones del fabricante. Las ratas provenientes de A) Control; B) programacién fetal
CAF-CTRL, mostraron baja inmunoreaccién de SYP, sin embargo, el grupo de programacién fetal
alimentado con cafeteria C) CAF-CAF mostr6 alta inmunoreaccion de SYP, ambos resultados
correlacionan con lo encontrado en Western blot descrito anteriormente.

En base a la apreciacion de las imdgenes obtenidas por la técnica de
inmunohistoquimica, se puede observar una inmunoreacién contra la Syp muy intensa
en la region del Nac en el grupo de CAF-CAF (Figura 23 C) y una carente

inmunoreaccion contra Syp en el Nac de la descendencia CAF-CTRL. Estos datos
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correlacionan con los resultados obtenidos por western blot en el presente estudio
(Figura 21 C), donde se puede confirmar una disminucién de Syp en el NAc del grupo
CAF-CTRL y un aumento de esta en el grupo CAF-CAF, en comparacion con el grupo

control.

A) B) &)

Figura 24. Representacion de los resultados de la inmunohistoquimica de SYP en subcampo CA1 de
la region del hipocampo. Imdgenes representativas mostrando inmunoreaccion de Sinaptofisina (SYP) en
la region del hipocampo de las ratas en los grupos de estudio. La inmunohistoquimica se llevé a cabo con
el anticuerpo SYP 1:200 siguiendo las condiciones del fabricante. Los tejidos provenientes de las ratas del
grupo B) CAF-CAF mostraron células con presencia de picnosis, ademds de una desorganizacién celular a
nivel de CAl, al igual que las ratas del grupo C) CAF-CTRL, sin embargo, estas ultimas mostraron
ademds una inmunoreaccién disminuida para SYP.

Dentro de la regién del hipocampo, nos enfocamos en examinar el subcampo
CAl, donde se puede observar una mayor inmunoreacciéon de Syp en el tejido
perteneciente al grupo CAF-CAF (Figura 24 C), sin embargo, se aprecian células con

presencia de picnosis, ademds de una desorganizaciéon celular generalizada por el
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subcampo CAl y una delgada capa celular en la misma. Adicionalmente, como
resultado del grupo CAF-CTRL, se puede apreciar un redondeamiento de los nucleos y
una desorganizacién celular, sin embargo, en este grupo se encontré una menor
inmunoreaccion de Syp representada por la disminucién de inmunoreaccién, dando un

color menos intenso en comparacion con el grupo CAF-CAF y C-C (Figura 24 B).

A) B) C)

Figure 38

Figura 25. Representacion de los resultados de la inmunohistoquimica de SYP en giro dentado de la
region del hipocampo. Imagenes representativas mostrando inmunoreaccion de Sinaptofisina (SYP) en la
region del hipocampo de las ratas en los grupos de estudio. La inmunohistoquimica se llevé a cabo con el
anticuerpo SYP 1:200 siguiendo las condiciones del fabricante. Se observaron nicleos bien delimitados
ademds de una inmunoreaccién similar entre los grupos A) CTRL-CTRL y B) CAF-CTRL, sin embargo,
en el giro dentado correspondiente al grupo C) CAF-CAF, se observaron picndticos ademds de una
inmunorreacién muy abundante para SYP en comparacién con los otros grupos de estudio.

Por ultimo, se puede apreciar el subcampo de giro dentado dentro de la region
del hipocampo de los distintos grupos de estudio. En la imagen perteneciente al grupo

CAF-CTRL (Figura 25B), se observa una buena delimitacion celular a lo largo del
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subcampo, con nucleos redondeados picnéticos y una inmunorreacién semejante al
control. En cambio, para el grupo CAF-CAF, se aprecia una intensa inmunorreaccion de
Syp, una notable desorganizacién celular y baja densidad celular (Figura 25 C) en

comparacion con el control.

7.3 Evaluacion de cambios macroestructurales por efecto de programacion fetal

En la dltima fase de experimentos empleamos imagen de resonancia magnética
con la finalidad de identificar cambios macroestructurales del cerebro, ejercidos por la
programacion fetal por dietas hipercaldricas y los mostrados en los sujetos con
alteraciones en la conducta de motivacion. Cabe sefialar que todos los andlisis
estructurales de esta parte del proyecto se llevaron a cabo por el Dr. Eduardo Garza
Villarreal, quien es codirector de la tesis y que cuenta con amplia experiencia en esta

metodologia de andlisis.

Los resultados muestran que existen cambios en el tamafio de estructuras
cerebrales entre los grupos control y CAF-CTRL. Estos cambios se extienden desde la
parte mds rostro-dorsal hasta la parte caudal-ventral del cerebro. Se pueden observar
cambios en el volumen de las estructuras representados con los colores rojo (expansion)
y azul (contraccién). Los mayores cambios observados se enfocan en el incremento del
volumen (Figura 26 A, B), al comparar tnicamente la descendencia CAF-CTRL con el
control. Interesantemente, los cambios de tipo expansion, se limitan a las regiones
ventrales englobando al estriado, sin embargo, los cambios de tipo contraccién se
presentan en regiones dorsales, incluyendo en este ultimo el hipocampo. Sin embargo,

aun y con los pardmetros incluidos en la obtencion y andlisis de las imdgenes, no se
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pudo identificar cambios especificos provenientes de la dieta, por lo que se deberdn
incluir pardmetros adicionales, como lo son las fechas de entrenamientos y pesos. Aun
asi, se puede apreciar que existe una influencia importante en la macroestructura por
parte de la exposicion de dieta hipercaldrica, sin embargo, para poder relacionarlo con

una conducta especifica se necesita de un andlisis mas minucioso.

A)

70



Figura 26. Imagenes representativas de la comparacion de los voliimenes promedio de las
estructuras cerebrales. La obtencion de las imdgenes fue mediante un resonador Bruker 7T 300 Mhz y
fueron analizadas por morfometria basada en deformacién comparando el volumen de las estructuras para
evaluar las diferencias anatémicas relacionados con la exposicion de la dieta. Se muestra la comparacién
de las imagenes promedio obtenidas del grupo A) CTRL-CTRL vs CAF-CTRL total y B) CTRL-CTRL vs
CAF CTRL solo clasificadas con motivacion elevada. Al excluir a los modelos con menor motivacién
(B), se conserva aun asi la mayoria de los cambios en volumen (expansién/contraccién), por lo que se

requiere realizar una purga de datos mayor.
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B)

Figura 27. Imagenes representativas de la comparaciéon de los volimenes promedio de las
estructuras cerebrales. La obtencién de las imdgenes fue mediante un resonador 7T Bruker y fueron
analizadas por morfometria basada en deformacién comparando el volumen de las estructuras para evaluar
las diferencias anatémicas relacionados con la exposicién de la dieta. Se muestra la comparacién de las
imagenes promedio obtenidas del grupo A) CTRL-CTRL vs CAF-CAF total y B) CTRL-CTRL vs CAF
CAF solo clasificadas con motivacion elevada. Al excluir a los modelos con menor motivacién (B), se
observa una disminucién de las sefiales con cambios en volumen, quedando en su mayoria de tipo
expansion (aumento de volumen representado con rojo) preservidndose principalmente en regiones
ventrales del estriado y corteza orbitofrontal medial.

Al analizar las imagenes de la comparacion del grupo control vs grupo CAF-
CAF (Figura 27A), se puede apreciar menor nimero de cambios en comparacion con los
resultados del grupo CAF-CTRL (Figura 26A). Se observan cambios en su mayoria

correspondientes a una disminucion del volumen, involucrando principalmente el drea
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dorsal del hipocampo y drea tegmental ventral; y aumento de volumen en regién
perteneciente al estriado incluyendo NAc. Adicionalmente, se puede apreciar un
aumento de volumen en el drea correspondiente a la Corteza Orbitofrontal medial
(COFm), importante en el procesamiento cognitivo de la toma de decisiones. Sin

embargo,
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CAPITULO 8

DISCUSION

Datos epidemioldgicos en nuestra sociedad actual muestran la existencia de un
alarmante incremento en el consumo de alimentos con alto contenido caldrico. La
evidencia experimental que en sus inicios sOlo presentaba datos correlativos de
marcadores patoldgicos con alteraciones en la ingesta de alimento, hoy en dia nos dan
informacién de un escenario mds complejo en lo que respecta a su efecto en el desarrollo
de dafios colaterales semejantes a alteraciones en la funcion e integracion del sistema
nervioso. En este contexto, se sabe que el incremento en el consumo de alimentos con
alto contenido se correlaciona con un mayor nimero de casos que presentan desordenes
del comportamiento del tipo de depresion. Se ha propuesto que dichas alteraciones
provienen de la exposicidn a dietas caldricas durante los periodos pregestacionales y
gestacionales, que repercuten en el desarrollo del sistema nervioso y fomentan cambios
en el comportamiento de la descendencia. Como ejemplo, estudios en humanos y en
modelos animales han demostrado que la ingesta de dieta caldrica en periodos criticos
del desarrollo embrionario fomenta la aparicion de conductas aberrantes en la
descendencia semejantes a la anhedonia (Gueye et al., 2018; Peleg-Raibstein, Luca, &
Wolfrum, 2012; Sullivan, Nousen, & Chamlou, 2013). Sin embargo, atin no se conoce
con certeza la contribucion del tipo de dieta caldrica que modula selectivamente el
desarrollo embrionario del sistema nervioso y la susceptibilidad a presentar conductas

aberrantes, ni tampoco se conocen los cambios macro o microestructurales selectivos
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para cada region cerebral y si su alteracion puede ser potencialmente revertida por
manipulaciones en la proporcion de nutrimentos después del nacimiento. Para abordar
estas interrogantes, en el presente estudio empleamos un modelo animal de
programacion fetal inducida por dieta hipercalérica (CAF) durante el periodo de
pregestacion, embarazo y lactancia, y evaluamos su efecto en el comportamiento y
alteraciones selectivas del sistema nervioso irreversibles para fomentar fenotipos de

alteracion en la motivacion en la descendencia.

La programacion fetal por dieta CAF fomenta la conducta semejante a anhedonia
en la descendencia

Inicialmente, el entrenamiento de la descendencia de ratas madres Wistar
expuestas a programacion fetal, nos permiti6 identificar dos poblaciones de sujetos con
comportamiento selectivo a las recompensas, el grupo control exhibié una alta
motivacion (81 % de las ratas), mientras que los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF
exhibieron una menor motivacion por la obtencion de recompensas naturales (53 y 65
%, respectivamente). Estos resultados correlacionan con lo reportado en la literatura
empleando la prueba de condicionamiento operante en modelos con un fenotipo similar
a la depresion inducidos por bebidas endulzantes, mostrando una disminucién de la
preferencia y la motivacién para obtener recompensas dulces (Ahmed et al. 2010; Gueye
et al. 2018)Por su parte, identificamos cambios selectivos del comportamiento motivante
para obtener recompensas naturales (pellet de chocolate altamente gratificante) en los
hijos de madres programadas con dieta caldrica. En especifico, madres expuestas a dieta

CAF durante pregestacion, embarazo y lactancia, y la posterior exposicion de sus hijos
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al mismo estimulo exhibe menor motivacién por recompensas, en comparacion con el
control. De interés, los datos también muestran que el estimulo de programacion fetal
por dieta CAF es eficiente en generar decremento en motivacion durante las etapas
tempranas de vida, ya que la exposicion de la descendencia a dieta control (CAF-
CTRL), no recupera el fenotipo semejante a anhedonia identificado inicialmente.
Nuestros datos iniciales sugieren la probable alteracion del circuito mesocorticolimbico
implicado en el procesamiento de las recompensas. Para verificar el decremento en la
motivacion, integramos pruebas conductuales adicionales que nos permitieron clasificar
y obtener un diagndstico mds cercano del comportamiento que integra la anhedonia. La
anhedonia es una caracteristica del trastorno depresivo mayor, pero también es una
caracteristica de varios tipos de trastornos psiquidtricos y comportamientos
desadaptativos. La , anhedonia se ha sugerido como un endofenotipo, entre los factores
de riesgo y el desarrollo de la depresion (Arcego et al. 2018).. Nuestros resultados
muestran que la descendencia de madres expuestas a dietas CAF (grupo CAF-CTRL), o
bien, al exponer a la descendencia a dieta CAF posterior al destete (grupo CAF-CAF),
presenta un decremento dela preferencia en el consumo de sacarosa comparado con el
grupo control, a pesar de haber sido expuestas a ayuno prolongado de 16 h. Estudios han
evidenciado la alteracion de diversas regiones cerebrales implicadas en el circuito de la
recompensa causadas por la exposicion de alimento caldrico de tipo aziicar durante
etapas criticas de neurodesarrollo (Ahmed et al. 2010; Gueye et al. 2018), o bien
alimento con alto contenido en grasa (Catirina et al. 2013), y correlacionan con un
comportamiento semejante a la anhedonia. Ademas, la programacion fetal con dieta
CAF mostré ser un estimulo ansiogénico para la descendencia, ya que, dentro de los

resultados de la prueba de alimentacion suprimida novedosa, que identifica
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comportamientos semejantes a la ansiedad/ relacionada a depresidn, indican que la
descendencia invierte un mayor tiempo para alcanzar el alimento en el centro de la
arena, cuando se compara con sujetos control. Esta conducta también correlaciona con el
decremento en el consumo de alimento en cajas individuales en comparacién con el
grupo control, sugiriendo un criterio adicional en el comportamiento similar a la
ansiedad en la descendencia, Nuestros datos correlacionan con lo reportado por Gueye,
2018, mostrando aumento en la latencia para alcanzar el alimento de ratas expuestas a
sacarosa durante la adolescencia y con los reportados en modelos estdndar de depresion
inducida por tratamientos crénicos de estrés (Jiang et al. 2018). Interesantemente,
nuestro estudio también demuestra que la programaciéon de la descendencia por la
exposicion de la madre a dieta CAF es irreversible en el desarrollo del desarrollo de
conducta motivante, ya que la exposicion de la descendencia a dieta control después del
destete no recupera los valores normales de actividad conductual. Con ello, estas
alteraciones son potencialmente importantes en la integracion neuronal durante el
desarrollo embrionario y podrian predecir las psicopatologias de la descendencia en la

adultez.

Finalmente, empleamos la prueba de campo abierto para evidenciar si el
decremento en la motivacion por alcanzar la recompensa en la descendencia, no se debe
a defectos de locomocion y correlaciona con fenotipos de ansiedad. Nuestros resultados
indican que la descendencia no presenta defectos en la actividad locomotora, sino por el
contrario, se exhibe que los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF muestran aumento de
actividad locomotora y menor tiempo de inactividad, ademds de mostrar mayor tiempo

invertido en el centro de la arena respecto a las orillas. Por su parte, a pesar, de que estos

78



indicadores confirman lo contrario a un comportamiento similar a la ansiedad, en donde,
se espera que el sujeto muestre mayor tiempo invertido en las esquinas de la arena, la
literatura indica que cuando existe una diferencia en la capacidad locomotora de los
modelos evaluados, los andlisis posteriores, como las entradas de las zonas o el tiempo
invertido en ciertas zonas designadas del campo, pueden estar sesgadas debido a la
inactividad o tensién inducida por el tratamiento (Seibenhener and Wooten 2015), en
nuestro caso la ingesta de dieta caldrica. En este contexto, Sharma y colaboradores,
2013, demostraron que el consumo crénico de una dieta alta en grasa aumentd la
ansiedad, el comportamiento depresivo, aumenta la respuesta hipotaldmica-pituitaria-
suprarrenal (HPA) al estrés. Con ello, es potencialmente probable que en nuestro modelo
experimental exista la activacion de mecanismos adicionales de regulacion conductual
vinculados al eje HPA y que estin implicados en la modulacion del estrés y el

comportamiento de ansiedad.

Programacion de alteraciones microestructurales en el cerebro de la descendencia
por la exposicion materna de dieta caldrica

El glutamato es el neurotransmisor excitador primario en el SNC y actia a
través de dos clases principales de receptores: ionotropico y metabotrépico. Mientras los
receptores ionotropicos (AMPA y NMDA) son responsables de la transmision sindptica
excitatoria rapida, los receptores metabotropicos (mGluRs) cumplen su papel a través de
la modulacién sindptica en todo el SNC. Con la finalidad de evaluar los cambios
microestructurales inducidos por efecto de la programacién fetal, se analizaron

marcadores moleculares de plasticidad sindptica mediada por glutamato en la
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modulacién de la funcién del circuito mesocorticolimbico. Estudios previos muestran
que la neurotransmision glutamatérgica desempefian un papel crucial en el desarrollo de
comportamientos motivantes, en el contexto de adiccion, anhedonia y despresion, y
también estd vinculado con la patogenia de trastornos psiquidtricos relacionados con el
estrés (Musazzi, Treccani, and Popoli 2013). En este contexto, se identificé que la
programacion fetal por dieta caldrica induce incremento de la subunidad GIluR2 del
receptor AMPA (a-mino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato) en el hipocampo de
ratas del grupo CAF-CAF con un comportamiento similar a la anhedonia-depresion. En
otros estudios, han encontrado que la disminucién de receptores AMPA con subunidad
GluR1 (es decir, sin GluR2), en la membrana plasmética en el sistema de recompensa
estd asociado con la induccién de comportamiento similar a la depresion (Sekio and Seki
2014). Interesantemente, se ha demostrado que el estrés social crénico disminuye la
expresion de la subunidad GluR1 de AMPAR en la regién CA1 del hipocampo, con un
decremento en el ndmero y funcién de los receptores AMPA en sinapsis especificas
(Schmidt et al. 2010). Por lo que, al tener AMPAR con subunidad GIluR2 en nuestros
modelos, es posible que exista una disruptacién en el sistema glutamatérgico debido a el

decremento de la funcién del receptor AMPA en el circuito de la recompensa.

Adicionalmente, la importancia de la transmision glutamatérgica en la
modulacién  del sistema mesocorticolimbico se evidencia en estudios  previos
demostrando un aumento de niveles de proteina mGluR 2/3 en modelos con trastorno
depresivo mayor (Feyissa, Woolverton, and Karolewicz 2011; Kawasaki et al. 2011), y
nuestro grupo ha demostrado incremento en su expresion en el NAc y la corteza

prefrontal en la descendencia de ratas programadas con dieta CAF (Camacho et al.
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2017) Dado que se sabe que GIuR2 estd implicado en la modulacion de la
neurotransmision glutamatérgica detectando el derrame de glutamato y reduciendo la
liberacion del transmisor (Chaki 2017), la expresion incrementada de la proteina GluR2
observada podria ser una consecuencia de niveles alterados de glutamato en cerebros de
modelos con depresién. Por su parte, nuestros datos también reportan que no se
observaron diferencias en los niveles de proteina de los marcadores de sinaptofisina a
nivel de hipocampo y PFC. Mientras que se muestra un importante decremento en la
expresion de sinaptofisina en el hipocampo de los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF, que
correlaciona con incremento de la subunidad NR1 del receptor NMDA al menos en el
grupo CAF-CAF. La sinaptofisina es un marcador sindptico importante asociada a la
vesicula sindptica y cominmente se emplea como un estimado del nimero de sinapsis
funcionales involucradas en la neurotransmisién (Arcego et al. 2018). Nuestros
resultados de marcaje de inmunoreactividad muestran que las ratas provenientes de
programacion fetal (CAF-CTRL), exhiben baja inmunoreaccion de SYP, en contraste, el
grupo de programacion fetal alimentado con cafeteria después del destete (CAF-CAF)
mostré alta inmunoreaccion de SYP, correlacionando estos resultados con lo obtenido
por Western blot. El decremento en la marca de inmunoreactividad para sinaptofisina
también se evidencia a nivel del drea CA1 y giro dentado del hipocampo del grupo CAF-
CTRL. Nuestros datos correlacionan con los de Arcego y colaboradores, 2018,
demostrando disminucién en el inmunocontenido de sinaptofisina en modelos animales
estresados y en animales con exposicion a dieta alta en grasa (W. Li et al. 2012). Sin
embargo, cuando se asociaron los dos factores, el inmunocontenido de sinaptofisina se
mantuvo similar al del grupo control. Aunque el grupo estresado y alimentado con dieta

alta en grasa parece estar mds protegido contra la deplecién de sinaptofisina, el
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comportamiento depresivo no se revirtid en estos animales. En nuestros resultados,
podemos observar que los grupos CAF-CTRL y CAF-CAF, correlacionan con los
cambios en los niveles de sinaptofisina en un modelo estresado o alimentado con dieta
alta en grasa. Finalmente, identificamos que los cambios en la inmunoreactividad para
sinaptofisina correlacionan con presencia de picnosis y desorganizacion celular,
principalmente a nivel de CA1 y giro dentado del hipocampo. Lépinay y colaboradores,
2015, demostraron que ratas alimentadas con dieta alta en grasa durante la gestacion y
lactancia mostraron disminucién del ndmero de neuronas recién nacidas en el
hipocampo en la edad adulta. Estas alteraciones podrian participar de los efectos
perjudiciales de la dieta en la memoria espacial (Lépinay et al. 2015), similares a los que
muestras ~ modelos animales expuestos a estrés cronico, presentando déficits
conductuales evidenciados por presencia de anhedonia, deterioro de LTP, que
correlacionan con la pérdida de expresion de SYP en el hipocampo (W. Li et al. 2012)
Este ultimo reporte correlaciona con lo identificado en la descendencia de madres

expuestas a programacion fetal por exposicion a dieta CAF.

Programacion de alteraciones macroestructurales en el cerebro de la descendencia
por la exposicion materna de dieta calérica

En la dltima fase de experimentos empleamos imagen de resonancia magnética
basada en morfometria de deformacion, con la finalidad de identificar cambios
macroestructurales del cerebro adicionales a los previamente estudiados. Cabe sefialar
que todos los andlisis de la macroestructura cerebral se llevaron a cabo por el Dr.
Eduardo Garza Villarreal, del Instituto de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiz,

CDMX. Los andlisis indican que la programacién por dieta caldrica induce en la
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descendencia cambios notables en diversas estructuras cerebrales que se manifiestan
tanto negativa como positivamente, dependiendo de la estructura analizada. En
especifico, la programacion con dieta CAF (grupo CAF-CTRL), exhibe el mayor
porcentaje de cambios de volumen, que incluyen la expansiéon y el decremento de
estructuras, donde interesantemente los cambios de tipo expansidon se limitan a las
regiones ventrales englobando al estriado, mientras que los cambios de tipo contraccion
se presentan en regiones dorsales, incluyendo en este dltimo al hipocampo. Por su parte,
aunque menos dramatico, el grupo CAF-CAF conserva gran nimero de las alteraciones
exhibidas en el primer grupo, incluyendo cambios a nivel de la parte ventral del estriado
y del hipocampo. De interés, cabe sefialar que los cambios en el volumen cerebral
corresponden a los sujetos que mostraron decremento en conducta motivante para
recompensas naturales durante la prueba de condicionamiento operante. Reportes de
estudios clinicos, han revelado la reduccion del volumen total del cerebro y cambios en
regiones cerebrales especificas, incluida la reduccion del volumen en el hipocampo en
pacientes sujetos con TDM (Ezzati et al. 2013). Ademds, estudios en humanos con
depresion presentan disminucién en el volumen del hipocampo (Vanniertt et al. 1996),
que también se observa en roedores (Veena et al. 2011). Esta atrofia del hipocampo que
estd asociada con la depresion puede conducir a una reduccién de la plasticidad cerebral
y una disminucion de los factores neurotroficos. De hecho, el decremento de los niveles
del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), correlaciona positivamente con
incremento en la incidencia de depresion,, con base a sus propiedades como molécula
implicada en el crecimiento neuritico, la supervivencia celular y el fortalecimiento
sinaptico (Arcego et al. 2018). Ademas, esta disminucién del volumen del hipocampo lo

relacionan con una atrofia dendritica en las regiones CA1l y CA3 del hipocampo (Russo
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and Nestler 2013). Los pacientes con depresién mayor tienen un volumen cortical mas
pequeio, incluido volumen reducido de materia blanca, en el COF y mPFC mediante
andlisis de imagenes de resonancia magnética en humanos (Val-laillet et al. 2015). Se
cree que los cambios en el tamafo del PFC resultan, en parte, de la pérdida de las células
gliales o de la atrofia neuronal que es necesario estudiar en tejido post mortem. Una
repercusion de esto es que estos sean causa de las deficiencias en el sistema
glutamatérgico, ya que se sabe que contribuyen en el proceso de transmisién
glutamatérgica (Russo and Nestler 2013). Sin embargo, en este trabajo se puede apreciar
que existen cambios de tipo atréficos (disminuciéon de volumen) en dareas
correspondientes a COF y PFCm, correlaciondndolo con lo visto en estudios de modelos
con depresion. Adicionalmente, los modelos de programacion fetal que nunca ingirieron
dieta alta en calorias mostraron cambios de volumen importantes en regiones cruciales
que llevan el proceso de busqueda y obtencién de recompensas, los cuales son un
aumento de volumen en el NAc, disminucion de volumen en regiones del hipocampo y
COF. Por lo que cambios semejantes a los ocurridos durante episodios depresivos, son
adquiridos mediante programacién fetal, sin existir ain asi algin estimulo adicional,

como lo es la dieta alta en calorias.
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CAPITULO 9
CONCLUSIONES

En este estudio, se demostré la importancia de la programacién fetal por
nutrientes selectivos en el desarrollo de conductas aberrantes del tipo motivante. En
especifico, la exposicion de madres a dieta hipercalérica induce decremento en la
motivacién para obtener recompensas naturales en la descendencia evidenciada por
decremento motivante en la prueba de Skinner, del consumo de sacarosa y durante la
prueba de alimentaciéon suprimida. Estos datos sugieren la presencia de un
comportamiento similar a la anhedonia en la descendencia.

La segunda conclusién importante de nuestro trabajo es que la conducta
semejante a la anhedonia se correlaciona con cambios en la plasticidad sindptica del
sistema glutamatérgico (GIluR2) y microestructura sindptica (Syp) en estructuras del
sistema de la recompensa. Estos cambios se evidencian por un incremento de la
subunidad GluR?2 del receptor AMPA en la region del hipocampo y diferencias en el
marcador sindptico Sinaptofisina entre los grupos de programacion fetal y dieta CAF en
la region del NAc Ademads, estos desordenes también pueden observarse en zonas del
giro dentado y CA1 del hipocampo por inmunohistoquimica.

Finalmente, la exposicion de madres a dieta hipercaldrica induce en la
descendencia alteraciones a nivel macroestructural evidenciadas por resonancia
magnética que involucran cambios en diversas zonas del cerebro, en donde sobresalen el

incremento en volumen del NAc y disminucion de volumen en el hipocampo.
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