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RESUMEN
Eltrastorno por atracén (BED por sus siglas en inglés) es el trastorno alimentario con mayor
prevalencia a nivel mundial, afectando principalmente a las mujeres. Se caracteriza por la
presencia de episodios de atracdn y la ausencia de cualquier conducta compensatoria para
prevenir el aumento de peso. Derivado de los patrones anormales en el consumo de alimentos, el
BED presenta una elevada comorbilidad con trastornos metabdlicos como el sindrome
metabolico. De igual manera, el BED expresa una elevada comorbilidad con otros trastornos
psiquiatricos como el trastorno por ansiedad, trastorno con el que comparte como factor de
vulnerabilidad etiolégica, la expresidon de una elevada reactividad al estrés. Con base en esta
evidencia, nuestro objetivo fue evaluar si la cepa de ratas Wistar-Kyoto (WKY), caracterizada por
presentar un fenotipo hiperreactivo al estrés, podria ser empleada como modelo animal para el
estudio del BED y sus dos principales comorbilidades, el trastorno por ansiedad y el sindrome
metabodlico. Adicionalmente, se evalu6 si la cepa WKY podia expresar un modelo de conducta de
ingesta tipo atracon (CITA) con mayor validez de constructo y apariencia en comparacion a la cepa

Sprague Dawley (SD), comunmente utilizada para ese estudio.

Para ello, las ratas de las cepas WKY y SD se sometieron a un modelo de acceso intermitente a un
alimento palatable (solucién de sacarosa al 30% o manteca vegetal) sin restriccion calérica ni
exposicion al estrés. El desarrollo de la CITA se evalué y se comparé en ambas cepas de ratas;
posterior al desarrollo de esta conducta se evalud la conducta tipo ansiedad, la respuesta de
corticosterona sérica al estrés, el perfil metabdlico, el porcentaje corporal de tejido adiposoy la

morfologia de los adipocitos.

La cepa WKY, en comparacioén a la cepa SD, presenté mayor proporciéon de animales que
desarrollaron la CITA, necesitd menos tiempo para expresar esta conducta y fue mas susceptible a
desarrollar la conducta tipo ansiedad asociada a la CITA. La diferencia entre cepas fue mas
evidente al emplear grasa vegetal como alimento palatable. Adicionalmente, el patron de
alimentacion expresado por la cepa WKY, a diferencia de la cepa SD, emuld un episodio de
atracon, independientemente del alimento palatable empleado. La ingesta tipo atracén de
sacarosa afecté de manera diferencial la respuesta al estrés del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
(HHA) de ambas cepas, al facilitar su respuesta en la cepa SD e inducir el aplanamiento de esta en
la cepa WKY. La ingesta tipo atracén de grasa vegetal aumento el porcentaje corporal de tejido

adiposo en ambas cepas sin aumentar sus pesos corporales. Asimismo, la cepa WKY fue la Unica



en presentar alteraciones metabdlicas como resultado de la ingesta tipo atracén de grasa vegetal,
evidenciando un almacenamiento del superavit calérico por medio de la hipertrofia de los
adipocitos. En conclusién, los resultados mostraron que el fenotipo hiperreactivo al estrés
caracteristico de la cepa WKY la predispone al desarrollo de CITA, conducta tipo ansiedad y
algunas alteraciones metabdlicas sin la necesidad de ser expuesta a restriccion calérica y/o algun
estresor. En comparacion con la cepa SD, la cepa WKY expresa un modelo de CITA con mayor

validez de constructo y apariencia.



ABSTRACT
Binge eating disorder (BED) is the most prevalent eating disorder worldwide, mainly affecting
women. It is characterized by the presence of binge eating episodes and the absence of any
compensatory behavior to prevent weight gain. As a result of the irregular eating pattern, BED is
highly linked to metabolic disorders like metabolic syndrome. Likewise, it shows high comorbidity
with other psychiatric disorders such as anxiety disorder. It has been suggested that both disorders
share as an etiological vulnerability factor the expression of a high reactivity to stress. Based on this
evidence, we aimed to explore whether the Wistar-Kyoto (WKY) rat strain, known for displaying a
heightened reaction to stress, could serve as an animal model for studying BED and its two primary
comorbidities: anxiety disorder and metabolic syndrome. We also were interested in evaluating
whether the WKY strain could better represent the binge-type eating model, compared to the

commonly used Sprague Dawley (SD) strain, by having greater face and construct validity.

For this purpose, WKY and SD rats were subjected to the model of intermittent access to palatable
food (30% sucrose solution or vegetable shortening) without caloric restriction or exposure to
stress. We assessed and compared the development of binge-type eating behavior, anxiety-like
behavior, serum corticosterone stress response, metabolic profile, adipose tissue percentage, and

adipocyte morphology.

As aresult, the WKY strain had a higher proportion of binge-type eaters and developed this behavior
more rapidly than the SD strain. The WKY eating pattern emulated a binge-eating episode regardless
of the palatable food employed. Although the development of sucrose binge-type eating was
similar between strains, WKY developed more easily the shortening binge-type eating than SD and
was more susceptible to developing anxiety-like behavior. Furthermore, binge-like ingestion of
sucrose differentially affected the stress response of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis
of both strains, as it facilitated their response in SD and induced flattening of the response in WKY.
Only shortening binge-type eating increased the adipose percentage in both strains, without
increasing their body weight. Additionally, the WKY strain was the only strain to express metabolic
alterations because of the shortening of binge-type eating, evidencing hypertrophic storage of
caloric surplus in adipose tissue. In conclusion, the findings indicated that the hyperreactive stress
phenotype characteristic of WKY predisposes it to develop binge eating, anxiety-like behavior, and
certain metabolic changes without the need for caloric restriction and stress exposure. This

suggests a binge-eating model with better construct and appearance validity than SD.



1. INTRODUCCION
La investigacion sobre trastornos psiquiatricos se enfrenta a multiples desafios debido a la
naturaleza multifactorial de los trastornos, asi como a la complejidad del cerebro humanoy la
dificultad de estudiar directamente sus funciones y alteraciones. En este contexto, los modelos
animales se han convertido en una herramienta esencial para profundizar en la comprensién de los
mecanismos neurobiolégicos subyacente, permitiendo identificar las posibles causas

neurobioldgicas y definir posibles dianas terapéuticas.

Los modelos animales se fundamentan en las similitudes bioldgicas existentes entre algunas
especies, las cuales han sido aprovechadas para crear analogos biolégicos que permitan
profundizar en el estudio de diversas patologias. En este sentido, el modelo ideal seria aquel que
pudiera emular en su totalidad el trastorno, tarea que resulta irreal. Por ese motivo, los modelos se

limitan a emular ciertos aspectos propios de la enfermedad.

Un aspecto importante que considerar al momento de implementar un modelo animal es la
transferibilidad de la informacién obtenida a un modelo mas complejo, en este caso el humano.
Para tal efecto, se han estipulado diferentes criterios de validez a partir de los cuales se evalla la
confiabilidad que un modelo animal presenta con respecto a la patologia estudiada. Ningln
modelo animal es véalido en todas las situaciones, y en el caso de los trastornos psiquiatricos,
debido a la naturaleza subjetiva de muchos de sus sintomas, la implementaciéon de modelos
animales para su estudio ha sido un reto. Por este motivo, su desarrollo es un campo de constante

actualizacién, buscando mejorar la validez y utilidad de los modelos propuestos.

En el presente trabajo se caracteriza un modelo animal propuesto para estudiar la relacién entre la
susceptibilidad al estrés y el desarrollo del trastorno por atracén (BED) y sus principales
comorbilidades, el trastorno por ansiedad y el sindrome metabdlico. Comparando la
susceptibilidad de un modelo animal caracterizado por su elevada reactividad al estrés (cepa de
rata Wistar-Kyoto), a desarrollar la conducta de ingesta tipo atracén, conducta tipo ansiedad y
alteraciones metabdlicas con respecto al modelo tradicionalmente empleado (cepa de rata

Sprague Dawley).

1.1 El Trastorno por Atracon

ELBED es el trastorno de la conducta alimenticia (TCA) mas frecuente, con una tasa de prevalencia

de entre 0.85-2.6% (Davis et al., 2020; Mitchell, 2016). En 2019 se estimd que alrededor de 17.3



millones de personas alrededor del mundo sufrian este padecimiento (Santomauro et al., 2021). En
el caso de México, se ha reportado una prevalencia vitalicia de aproximadamente 1.6%

(Angermeyer et al., 2013).

En comparacion con la anorexia y la bulimia nerviosa, el BED suele desarrollarse en etapas tardias
de la adolescencia o posterior a ella (Lewis & Nicholls, 2016; Weaver & Timko, 2018). EL BED se
caracteriza por la presencia de episodios compulsivos de ingesta excesiva de alimentos durante
lapsos cortos, conocidos como atracones. A diferencia de la bulimia nerviosa, que también se
caracteriza por la presencia de atracones, en el BED no se realiza ninguna conducta
compensatoria posterior al atracén como vémito, purgas o ejercicio excesivo (American Psychiatric

Association, 2013; Hutson et al., 2018).

A pesar de que el BED se conoce desde la década de los afios 50 del siglo XX (Cuadro & Baile,
2015), fue hasta el afio 2013 en la quinta edicidon del manual diagndstico y estadistico de los
trastornos mentales (DSM-V) en que se describié como un trastorno psicopatolégico
independiente, con criterios diagndsticos propios (American Psychiatric Association, 2013). En
ediciones anteriores, el BED formaba parte de una categoria conocida como “trastornos de la
alimentacion no especificados”, que intentaba englobar todos aquellos trastornos que no
cumplian con los criterios diagndsticos de la anorexia y la bulimia nerviosas (Weaver & Timko,

2018).
Los criterios diagnodsticos establecidos en el DSM-V para el BED son los siguientes:

e Episodios recurrentes de atracén, caracterizados por el consumo, en un lapso menor a dos
horas, de una cantidad de comida superior a la que normalmente la mayoria de las
personas consumiria en un periodo similar en circunstancias parecidas, y la sensacion de
pérdida de control sobre la alimentacidon durante ese periodo.

e Los episodios de atracones se asocian a tres (0 mas) de los siguientes hechos:

- Comer mucho mas rapidamente de lo normal.

- Comer hasta sentirse desagradablemente lleno.

- Comer grandes cantidades de alimentos cuando no se siente hambre fisicamente.
- Comer solo, debido a la verglienza que se siente por la cantidad que se ingiere.

- Posterior al episodio, sentirse a disgusto con uno mismo, deprimido o muy

avergonzado.



e Malestarintenso respecto a los atracones.
¢ Los atracones se producen en promedio al menos una vez a la semana durante tres meses.
e Elatracdén no se asocia a la presencia recurrente de un comportamiento compensatorio

inapropiado como en la bulimia nerviosa.

La gravedad del padecimiento se determina con base en la frecuencia de los episodios de atracén

y se clasifica en:

e |eve: 1-3 atracones a la semana.
e Moderado: 4-7 atracones a la semana.
e Grave: 8-13 atracones a la semana.

e Extremo: 14 o mas atracones a la semana.

Los alimentos consumidos durante los episodios de atracdn se caracterizan por tener un alto
contenido energético al ser ricos en hidratos de carbono y/o lipidos, macronutrientes asociados a
una fuerte sensacion de recompensa heddnica al ingerir alimentos, conocida como palatabilidad.
Se sabe que estos nutrimentos presentan diferentes efectos en la neuroquimica y fisiologia del
cerebro, que pueden verse reflejados en la conducta asociada a la ingesta de los alimentos (Avena

etal., 2009; Tulloch et al., 2015).

En el Anexo 1 se define a la conducta alimentaria, se profundiza en los mecanismos bioquimicos

involucrados su control, y se describen los TCA reconocidos actualmente.

1.4 Comorbilidad del trastorno por atracén con otros padecimientos.

ELBED se ha asociado al progresivo deterioro de la salud fisica y la calidad de vida, presentando
una elevada comorbilidad con otros padecimientos (Davis et al., 2020). Las comorbilidades mas
comunes se pueden catalogar en dos grupos, comorbilidades con trastornos metabdlicasy
comorbilidades con trastornos psiquiatricos. A continuacion, se describen las principales

comorbilidades catalogadas en los grupos mencionados.

1.4.1 Comorbilidades metabdlicas del trastorno por atracon

Como resultado de los patrones anormales de ingesta asociados a la ausencia de conductas
compensatorias, los pacientes con BED presentan una elevada comorbilidad con trastornos del

metabolismo.



Se estima que al menos el 75% de los pacientes con BED presentan obesidad o sobrepeso
(Brownley et al., 2016; Davis et al., 2020). A pesar de la asociacién directa con la ganancia excesiva
de peso, el BED aumenta significativamente la predisposicion del paciente al desarrollo de
sindrome metabdlico de forma independiente al aumento de peso (Hudson et al., 2010), al

desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, y a la aparicion de complicaciones asociadas a la diabetes.

El sindrome metabdlico es la comorbilidad metabdlica mas frecuente del BED. Se define como un
grupo de alteraciones en el metabolismo de lipidos y carbohidratos que elevan el riesgo de
desarrollar padecimientos ateroescleréticos, cardiovasculares y diabetes (Hudson et al., 2010;
Robles-Lizarzaburu, 2013). Se caracteriza por la aparicion de diversas alteraciones metabdlicas de
forma secuencial o simultanea, asi como alteraciones inflamatorias a nivel molecular y celular
relacionadas a la presencia de resistencia a la insulina y de adiposidad predominantemente

visceral (Consenso Latinoamericano de la Asociacién Latinoamericana de Diabetes (ALAD), 2010).

Las alteraciones metabdlicas asociadas al sindrome metabdlico son: obesidad de distribucion
central (asociado a aumento de tejido adiposo visceral), hipertensién arterial, dislipidemia
(especificamente, niveles elevados de triglicéridos y/o niveles bajos de colesterol de lipoproteinas
de alta densidad [HDL]) y anormalidades en el metabolismo de la glucosa estrechamente

asociadas a resistencia a la insulina (Fernandez-Travieso, 2016; Rochlani et al., 2017).

Los pacientes con sindrome metabdlico presentan un riesgo 5 veces mayor a desarrollar diabetes
mellitus tipo 2, y un riesgo de 2 a 3 veces mayor a sufrir un accidente cerebrovascular e infarto al

miocardio en comparacioén con sujetos saludables (Zafar et al., 2018).

Los principales factores de riesgo asociado a la etiologia del sindrome metabdlico son los habitos
de vida, como el sedentarismo, dietas hipercaldricas con alto consumo de grasas saturadasy
carbohidratos simples, asi como alteraciones del sueno (Koren et al., 2016; Ramirez-Lépez et al.,

2021).

Las alteraciones funcionales del tejido adiposo se han descrito como un factor critico en el
desarrollo del sindrome metabdlico ( Bays & Ballantyne, 2006; Bays et al., 2008). Estas alteraciones
propician una cascada proinflamatoria mediada por la liberacién de interleucina 6 y factor de
necrosis tumoral alfa, que a su vez inhibe la liberacién de adiponectina, coartando su efecto
antinflamatorio y promoviendo la resistencia a la accién de la insulina (Ramirez-Lépez et al., 2021).

En esta condicion los tejidos presentan una respuesta atenuada a niveles normales o elevados de



insulina lo que provoca que la captacion celular de glucosa se vea comprometida produciendo

niveles elevados de glucosa en sangre (Dimitriadis et al., 2011; Fu et al., 2012; Wilcox, 2005).

En el anexo 2 se profundiza sobre las funciones endocrinas del tejido adiposo y las alteraciones

asociadas a la etiologia del sindrome metabdlico.

1.4.2 Comorbilidades psiquiatricas del trastorno por atracon

Los pacientes con BED presentan una elevada comorbilidad con otros desordenes psiquiatricos
(American Psychiatric Association, 2013; Davis et al., 2020). En un estudio realizado en Estados
Unidos, el 93.8% de los pacientes con BED cumplian los criterios diagndésticos para al menos un
trastorno psiquiatrico adicional (Udo & Grilo, 2019). La comorbilidad con otros trastornos
psiquiatricos se ha asociado con una sintomatologia del BED mas severa, reflejdndose en una
edad mas temprana de desarrollo, mayor indice de masa corporal (IMC), mayor sentimiento de
angustia, menor restriccion dietética, menor autoestima, atracones mas frecuentes y menos

resultados en su tratamiento (Lydecker & Grilo, 2022).

Las comorbilidades psiquiatricas mas comunes incluyen los trastornos del estado de animo (70%),
trastornos por el uso de sustancias (68%), trastornos de ansiedad (59%) y trastornos de
personalidad (56%); siendo el trastorno depresivo mayor la comorbilidad mas prevalente (69.9%)

(Udo & Grilo, 2019).

Algunos estudios clinicos han sugerido a los trastornos por ansiedad como factores de
predisposicion en el desarrollo del BED (Rosenbaum & White, 2015; Schulz & Laessle, 2010), sin
embargo, la relacién cronoldégica aun no es clara. Una explicacion propuesta es que los trastornos
por ansiedad y los trastornos alimenticios se relacionan al compartir factores de vulnerabilidad
comunes (Godart et al., 2003; Swinbourne et al., 2012), la hiper reactividad al estrés es uno de los
factores considerados (Schlotz, 2013). De esta manera, los atracones pueden surgir como una
conducta desadaptativa de afrontamiento para lidiar con el estrés (Rosenbaum & White, 2015;
Schulz & Laessle, 2010) y al mismo tiempo, la respuesta de ansiedad descontrolada resultado de la
hiper reactividad a estimulo considerados riesgosos, reales o supuestos, deriva en el desarrollo del
trastorno por ansiedad (Kiecolt-Glaser et al., 2020), propiciando el desarrollo simultaneo de ambos
trastornos. En el anexo 3 se profundiza sobre la etiologia y los criterios diagndsticos del trastorno

por ansiedad.



1.5 Efecto del estrés en el trastorno por atracén

El estrés se define como una serie de respuestas multisistémicas del cuerpo que ayudan a
preservar la viabilidad del organismo ante estimulos fisicos o psicolégicos que alteren su
homeostasis; dichos estimulos son denominados estresores (Lo Sauro et al., 2008). Si bien, las
alteraciones fisicas y conductuales del estrés buscan garantizar la supervivencia del organismo, se
ha descrito que el estrés severo o crénico puede provocar alteraciones en el organismo que
contribuyen directamente al desarrollo de gran numero de trastornos psiquiatricos y afecciones

médicas (Gluck, 2006).

Diversos estudios han reportado una estrecha relacion entre la exposicion crénica al estrés y el
desarrollo y mantenimiento de los TA (Lo Sauro et al., 2008). En el caso particular del BED, se ha
propuesto que el desarrollo de los episodios de atracon pudiera ser una estrategia de
automedicaciéon para manejar el malestar psicolégico desencadenado por una situacion
estresante (Dallman et al., 2005). Para entender un poco esta relacién, a continuacion, se
profundiza en la neurobiologia del estrés y su implicacion en el desarrollo y mantenimiento del

BED.
1.5.7 Neurobiologia del estrés

Cuando un individuo entra en contacto con un estresor, los centros corticales del cerebro
responden activando vias a través del sistema limbico que estimulan al hipotalamo,
especificamente al ndcleo paraventricular del hipotalamo que funge como centro regulador de la
respuesta estresante (Gunnar & Quevedo, 2007). La respuesta estresante consta de dos etapas,
una respuesta inmediata mediada por la activacion del eje simpatico adrenomedular (SAM), y una

respuesta tardia mediada por la activacién del eje HHA (Lo Sauro et al., 2008).

En la respuesta inmediata, generalmente asociada a estresores fisicos, el hipotdlamo activa el
sistema neural simpatico enviando sefiales por medio de nervios auténomos hacia la medula de
las glandulas adrenales que liberan norepinefrina (NE) y epinefrina (E) a circulacion sanguinea. La
NE y la E interactlan con los receptores a-y B-adrenérgicos, presentes en el sistema nervioso,
musculos lisos y otros érganos, provocando el aumento en la frecuencia respiratoria, frecuencia
cardiaca, el volumen sistélico, la vasodilatacién en los muUsculos y vasoconstriccion en la piel e
intestinos, asegurando el suministro de sangre al cerebro y musculos. Simultaneamente, se

estimula la lipdlisis y la glucogendlisis en el higado provocando el aumento de los niveles séricos



de glucosa, lo que garantiza los recursos metabdlicos para una respuesta defensiva (Gunnar &

Quevedo, 2007).

En la respuesta tardia, el nucleo paraventricular del hipotalamo libera la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y arginina vasopresina (AVP) hacia la hipodfisis posterior, donde inducen la
producciony liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) a circulacion sanguinea. La
ACTH interactua con sus receptores en la corteza de la glandula adrenal e induce la produccidny
liberacion a la circulacion de glucocorticoides (GC), en el caso de los humanos cortisol, y en el
caso de los roedores corticosterona (Gunnar & Quevedo, 2007; Ulrich-Lai & Herman, 2009). En
condiciones normales, la produccion de CRH y ACTH fluctua en un ciclo circadiano predecibley es
inhibida por niveles elevados de GC en sangre a través de un circuito de retroalimentacién negativa

(Figura 1) (Guilliams & Edwards, 2010).

Los GC inducen cambios a nivel transcripcional en los tejidos diana, dependiendo del receptor con
el cualinteractuen sera el efecto inducido. Existen dos receptores para GC, los receptores a
glucocorticoides (RG) y los receptores a mineralocorticoides (RM), siendo estos ultimos los de
mayor afinidad. Los RG regulan la funcién de diversos sistemas y tejidos entre los que destacan el
sistema nervioso, cardiovascular, musculoesquelético, inmune, respiratorio, reproductivo,

hepatico, y las funciones del tejido adiposo (Garabedian et al., 2017)..

En condiciones basales, la principal interaccion de los GC se efectua con los RM, los cuales se
encuentran ocupados en un 80-90%. Cuando los GC aumenta ya sea por efecto del ciclo
circadiano o como respuesta a algun estresor, alcanzan el umbral de ocupaciéon de los RM e
interactuan con los RG (Guilliams & Edwards, 2010; Russell & Lightman, 2019; Ulrich-Lai &
Herman, 2009). En general, los RG median los efectos en respuesta al estrés de los GC, mientras
los RM median la mayoria de sus efectos basales como el mantenimiento del ritmo circadiano del

eje HHA (Gunnar & Quevedo, 2007).

La principal funcién de la interaccion GC-RG es mantener el estado de alerta fisico y psicolégico
mientras permanezca el estimulo estresante. Algunos de los efectos especificos de la interaccion
GC-RG son laregulacién de la glucosa en sangre por la estimulacién de la gluconeogénesis
hepatica, accidn antiinflamatoria por la represion de la expresion de genes proinflamatorios, y en el
tejido adiposo incrementa la adipogénesis, altera el metabolismo y altera la produccion de

adipocinas (Garabedian et al., 2017). En el hipotdlamo, especificamente en el ntcleo
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paraventricular, la interaccion GC-RG inhibe la produccion de CRH (retroalimentacion negativa), y

en consecuencia desactiva al eje HHA (Ulrich-Lai & Herman, 2009).
1.5.2 Sensibilidad al estrés y temporalidad de la respuesta

La activacion del eje HHA se desencadena facilmente por estresores psicolégicos. Eventos como
hablar en publico, exdmenes, deportes extremos o citas clinicas aumentaran la ACTH y el cortisol
en la mayoria de las personas (Guilliams & Edwards, 2010). En conjunto, el eje SMAy el eje HHA
actlan para producir un estado de preparacion bioldgica y conductual que asegure la
supervivencia del organismo. Una vez concluido el estimulo estresante, el sistema nervioso
parasimpatico relaja el cuerpo, favoreciendo el retorno a su estado basal de funcionamiento

(Rotenberg & McGrath, 2016).

La magnitud de la respuesta estresante y la recuperacion del estado basal de homeostasis se
basa, principalmente, en la percepcién del individuo y no en los propios factores estresantes. Las
caracteristicas individuales de la persona también influyen profundamente en la percepcion de los
estresores. Aspectos como la edad, el género y la predisposicion hereditaria, junto con
caracteristicas de personalidad y vivencias previas (experiencias prenatales y de la primera
infancia) sirven para individualizar la respuesta al estrés de cada persona; una elevada reactividad
al estrés facilita la activacion de los ejes SMA y HHA (Guilliams & Edwards, 2010; Kiecolt-Glaser et

al., 2020; Schlotz, 2013).

En general, la respuesta estresante debe ser de corta duracidn, para que los efectos inducidos,
como el efecto inmunosupresor, catabdlico, entre otros, sean temporalmente beneficiosos y no
representen consecuencias adversas para el organismo (Charmandari et al., 2005). El
mantenimiento de la viabilidad por medio de la activaciéon de los ejes SAM y HHA conduce a la
adaptacion del organismo a nuevos niveles basales de funcionamiento, adaptacion conocida

como alostasis (Ulrich-Lai & Herman, 2009).

El estrés crénico aumenta la excitabilidad de los ejes SAM y HHA facilitando su respuesta ante
nuevos estresores, esta respuesta facilitada se produce a pesar del aumento continuo o
acumulado en el nivel de GC, lo que implica que la eficacia de la retroalimentaciéon negativa

disminuye y/o el impulso aumenta (Ulrich-Lai & Herman, 2009).

Como resultado de las alteraciones en el eje HHA, los sistemas afectados por su accién también

sufren alteraciones que derivan en el desarrollo de diversas patologias. El estrés crénico se ha
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asociado al desarrollo de diversos trastornos psicologicos como los trastornos del estado de
animo, trastornos por ansiedad, trastornos de la alimentacion, entre otros (Adam & Epel, 2007;
Baik, 2020; Cabib & Puglisi-Allegra, 1996; Cameron & Schoenfeld, 2018; Gluck, 2006; Karatsoreos,
2018; Lo Sauro et al., 2008; Russell & Lightman, 2019; Torres & Nowson, 2007). Otros trastornos
asociados al estrés cronico son los trastornos cardiovasculares y metabdlicos, como el sindrome
metabodlico, obesidad, diabetes mellitus, etc (Foster et al., 2009; Morris et al., 2015; Peters et al.,
2011; Peters & McEwen, 2015; Tamashiro et al., 2011; Thompson et al., 2015; Torres & Nowson,
2007).

1.5.3 Ingesta en atracén como conducta de afrontamiento

Durante los periodos de estrés, los individuos suelen expresar conductas de afrontamiento para
minimizar el efecto emocionalinducido por la respuesta estresante, la Asociaciéon Americana de
Psicologia (APA por sus siglas en inglés) define a las conductas de afrontamiento como “una
accion o conjunto de acciones caracteristicas y a menudo automaticas realizadas para enfrentar
situaciones estresantes o amenazantes”. Estas acciones pueden ser positivas (adaptativas) como
la meditacion, o negativas (desadaptativas) como la ingesta emocional, que se define como la
propensidn a comer en respuesta a emociones positivas y negativas (Reichenberger et al., 2021;
Turton et al., 2017). Las conductas de afrontamiento no son exclusivas de los seres humanos,
también se han observado en otros animales como roedores, perros, gaviotas, entre otros (Henson

etal., 2012; Koolhaas et al., 1999).

El estrés puede afectar los habitos de alimentacion del individuo promoviendo o inhibiendo la
ingesta de alimentos, la diferencia en el efecto se les ha atribuido a los habitos alimenticios
aprendidos por las personas (Hill et al., 2022), por ejemplo, un historial de dietas restrictivas se ha
asociado a una mayor ingesta de alimentos en respuesta un estresor (Groesz et al., 2012). En
estudios con roedores se ha reportado que la duracién y el tipo de estresor experimentado

presentan un efecto diferencial en la conducta alimentaria (Turton et al., 2017).

Se estima que entre el 35-40% de las personas incrementan su ingesta de alimentos en respuesta
a una situacion estresante, es decir, expresan una ingesta emocional como conducta de
afrontamiento al estrés (Hill et al., 2022). Los alimentos principalmente consumidos en los
episodios de ingesta emocional se caracterizan por presentar un alto contenido energético,

particularmente aquellos con alto contenido de lipidos e hidratos de carbono, los cuales se
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caracterizan por ser altamente palatables (Groesz et al., 2012). En estudios en animales se ha
asociado el estrés cronico y el estrés emocional con la hiperfagia de alimentos palatables (Turton

etal., 2017).

El efecto del estrés sobre los habitos alimenticios funge como un factor de riesgo para el desarrollo
y mantenimiento de los TCA. En el caso del BED, el estrés junto con los estados de animo negativos
funge como un detonante de los episodios de atracén (Lo Sauro et al., 2008; Rosenbaum & White,
2015). Posterior al episodio, se ha descrito la reduccién de la sintomatologia ansiosa, por lo que
algunos investigadores han interpretado los episodios de atracén como una conducta de
afrontamiento a manera de automedicacion hedénica para aminorar la respuesta ansiosa o

malestar emocional (Rosenbaum & White, 2015).

Estudios clinicos han demostrado que los pacientes que expresan episodios de atracén
experimentan una mayor reactividad al estrés, lo que puede perpetuar la expresion de dichos
episodios (Crowther et al., 2001). En un estudio clinicos realizado en pacientes obsesos cony sin
BED sometidos a una sesidn de estrés psicolégico, se describieron alteraciones en la regulacion
del eje HHA, asi como la relacion directa entre la activaciéon aguda de dicho eje con sentimientos

subjetivos de estrés y ansia de comida en los pacientes con BED (Rosenberg et al., 2013).

1.6 Modelos animales para el estudio de la conducta de ingesta tipo atracon

Una de las principales razones por las que se conoce tan poco sobre las causas y consecuencias,
fisiolégicas y neuroldgicas de los TCA es por la dificultad de su estudio en humanos, razén por la
que se harecurrido al desarrollo de modelos animales que logren emular parte de la

sintomatologia del padecimiento.

Los modelos animales desarrollados para el estudio de psicopatologias se basan en la
implementacién de condiciones experimentales que paulatinamente modifican la conducta basal
del animalinduciendo alteraciones conductuales que emulan algunas conductas caracteristicas
de las psicopatologias humanas. No obstante, el principal reto al que se enfrentan estos modelos
es la naturaleza subjetiva de algunos de los sintomas a modelar, como los sentimientos de
angustia, tristeza, delirios, entre otros. A pesar de esta limitante, se ha aceptado que los modelos
mimeticen solo algunos de los signos o sintomas especificos asociados con las condiciones
psicopatolégicas, permitiendo la identificacion de parametros especificos para cada desorden

proporcionando un enfoque para el estudio en animales.
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Elempleo de modelos animales en el estudio de trastornos psiquidtricos permite eliminar el
componente psicosocial, facilitando el estudio pragmatico de los mecanismos neurobioldgicos

involucrados en los comportamientos asociado a las psicopatologias.

Los modelos animales, pueden clasificarse en cuatro tipos: etiolégicos, basados en las causas
subyacentes del trastorno; isomorficos, disefiados para emular la sintomatologia del trastorno;
mecanisticos, basados en el mecanismo neurobioldgico implicado en el desarrollo y
mantenimiento del trastorno; y predictivos, basados en la reversion del trastorno mediante

tratamientos clinicamente eficaces (Smith, 1989).

El éxito de un modelo animal al emular un trastorno se evallia con base en tres criterios de validez:
a) validez de constructo, silos mecanismos neurobiolégicos subyacentes al fenotipo observado
son homoélogos o similares a los presentados en el trastorno; b) validez aparente, si el fenotipo del
modelo es semejante a la sintomatologia clinicas clave de la condicién humana;y c) validez
predictiva, si los modificadores del fenotipo del modelo, como algun tratamiento, producen

efectos similares en pacientes humanos (Fuchs & Fligge, 2006).

En el caso particular de la ingesta en atracon, los modelos animales implementados hasta la fecha
son de tipo isomorfico, debido a que alin se sabe poco sobre su etiologia y los mecanismos
neurobioldgicos implicados en su desarrollo y mantenimiento. Estos modelos se enfocan en
emular la sintomatologia expresada durante los episodios de atracdn, caracterizados por la
ingesta, en un periodo de tiempo corto (aprox. 2 horas), de una cantidad de alimento que es
definitivamente mayor a la que la mayoria de las personas comeria durante un periodo de tiempo

similar y en circunstancias similares (Corwin & Buda-Levin, 2004).

La traslacionalidad de estos modelos animales depende de la definicidn y operacionalizacién de
los atracones (Rehn et al., 2022). Existen varias condiciones experimentales que se han
implementado para inducir y estudiar la conducta de ingesta tipo atracén (CITA), siendo constante

el empleo de alimentos altamente palatables o recompensantes.

En general, los protocolos de induccién de la CITA en modelos animales se pueden clasificar con

base en el factor desencadenante del episodio de atracén, las 4 categorias principales son:

. Los que utilizan estrés (descargas eléctricas en las patas, aislamiento, limitacién de

acceso al alimento palatable, etc.) (Oswald et al., 2011).
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J Los que utilizan la privacion de alimento (periodos ciclicos de ayunos prolongadosy

subsecuente alimentacién ad libitum del alimento palatable) (Boggiano, 2013; Kim, 2012).

J Los que utilizan periodos de intermitencia de un alimento palatable, también conocidos
como modelos de acceso limitado o de acceso intermitente (se presentan los alimentos
palatables en periodos cortos en dias y horarios determinados en presencia de alimento estandar

ad libitum) (Corwin et al., 2011; Corwin & Wojnicki, 2013).

J Los que mezclan dos o tres de los elementos anteriores (Dieta yo-yo + estrés) (Avena, 2007;

Cifani et al., 2013; Hagan et al., 2003).

Otras variables aparte del estado de la privaciéon del alimento y la exposicion a estrés con las que
se juega son el tipo de dieta, la frecuencia, intermitenciay duracién del episodio de acceso, asi
como el horario en que se realiza. La variacién de estos factores determina la validez aparente y de
constructo ofrecida por cada modelo. En el caso de los modelos implementados para el estudio de
las conductas asociadas al BED, los modelos con mayor validez de apariencia son aquellos que
inducen la CITA sin recurrir al déficit calérico para inducir la ingesta, debido a que uno de los

criterios diagnosticos del BED es la ingesta excesiva de alimentos en ausencia de hambre.

Aparte de la ingesta excesiva de alimentos, otro de los criterios evaluados que se han intentado
evaluar para brindar una mayor validez de apariencia y constructo a los modelos, es la expresién
de conductas tipo ansiedad y el perfil metabdlico asociado al patréon anormal de ingesta. En
ambos casos, explorando dos de las principales comorbilidades del BED, el trastorno por ansiedad

y el sindrome metabdlico.

En el caso de la conducta tipo ansiedad, los resultados obtenidos han sido contradictorios,
mientras algunos trabajos reportan la expresién de esta conducta asociada a la CITA (Papacostas-
Quintanilla et al., 2017), otros reportan su ausencia (Chandler-Laney et al., 2007; Satta et al.,
2016). No obstante, al cotejar las condiciones experimentales de estos trabajos, la expresiéon de la

conducta tipo ansiedad pareciera estar condicionada por la cepa de rata empleada.

Con respecto a las alteraciones metabdlicas, pocos trabajos han reportado alteraciones
metabdlicas asociadas a la CITA. En los Unicos modelos en que se han descrito alteraciones
metabdlicas notables son aquellos que implementan etapas de restriccion caldrica o en aquellos
con acceso diario restringido del alimento palatable (2 h diarias)(Bake et al., 2013, 2014; Bello et

al., 2011). Teniendo en consideracidn que el consumo del alimento palatable aumenta a mayor
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restriccion a su acceso (Dimitriou et al., 2000), es posible que un modelo que emplee una mayor

restriccion (2h x 3 dias a la semana) induzca con mayor facilidad alteraciones metabdlicas.

1.7 Dietas empleadas para inducir la conducta de ingesta tipo atracén

Los alimentos comunmente empleados para inducir la CITA se caracterizan por ser altamente
palatables, semejantes a los alimentos que desencadenan los episodios de atracéon en los
humanos. Estos alimentos se caracterizan por presentar un alto contenido energético, al serricos
en hidratos de carbono y/o lipidos. Con base en su composicién macronutrimental, estos

alimentos se pueden clasificarse en 3 categorias:

¢ Alimentos con alto contenido de hidratos de carbono simples como soluciones de
sacarosa (diferentes porcentajes de composicion) y caramelos (Avena et al., 2006; Papacostas-

Quintanilla et al., 2017; Rada et al., 2005).

e Alimentos con alto contenido de lipidos como manteca vegetal (Crisco ®) y margarina
(Berner et al., 2009; Boggiano, 2013; Corwin & Wojnicki, 2013; Corwin & Wojnicki, 2006; Satta et al.,
2016).

e Alimentos mixtos, con alto contenido de hidratos de carbono y lipidos como galletas
(Oreo®), betun Betty Crocker® emulsiones de grasa vegetal con azlcar estandar y leche con

chocolate (Berner et al., 2009; Boggiano, 2013; Klump et al., 2013).

Se ha descrito que los alimentos ricos en hidratos de carbono y/o lipidos activan el sistema de
recompensa de forma similar a algunas drogas de abuso, particularmente la liberacién excesiva de

dopamina (Avena et al., 2008; Avena et al., 2006; Macedo et al., 2016).

El efecto en el sistema de recompensa es inducido tanto por el contenido calérico como por la
percepcioén sensorial que los alimentos generan (Avena et al., 2006; De Araujo et al., 2012; Liang et
al., 2006; Miller & Kessen, 1952), motivo por el que se ha especulado que tanto la obesidad como
algunos TCA presenten propiedades tipo “adicciéon” (Avena et al., 2009). No obstante, el efecto tipo
adiccion solo ha sido observado en alimentos ricos en hidratos de carbono, siendo atin
controversial si los alimentos ricos en lipidos presentan esa misma capacidad adictiva (Avena et

al., 2008, 2009, 2012; Berner et al., 2009; Wong et al., 2009).

En un estudio realizado en pacientes con BED se observé la variacion de la composicion

nutrimental de los alimentos ingeridos antes y durante el episodio de atracén, observandose un
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mayor consumo de alimentos ricos en hidratos de carbono durante la etapa previa al episodio de
atracon, y un mayor consumo de productos carnicos con alto contenido en grasa predomino
durante el episodio (Allison & Timmerman, 2007). En otro estudio en pacientes con BED se
describié una mayor frecuencia en los episodios de atracén, en aquellos pacientes con mayor

predileccion por el consumo de alimentos dulces (Goodman et al., 2018).

El estudio del efecto que la composicion de los alimentos tiene sobre la conducta de ingesta, es un
campo poco explorado. Sin embargo, basandose en los resultados de los estudios clinicos
realizados hasta la fecha, la composicion de los alimentos palatables ingeridos puede afectar de

manera diferencial la conducta observada en los modelos animales.

1.8 Animales empleados para el estudio de la conducta de ingesta tipo atracon.

El estudio de la CITA se ha realizado en diferentes especies animales, siendo el modelo murino el
mas empleado, particularmente las ratas. Tanto en ratas como en ratones se ha reportado un
mayor consumo durante las sesiones de atracén en las hembras en comparacién a los machos
(Klump et al., 2013; Rehn et al., 2022). La diferencia en susceptibilidad entre machosy hembras de
la misma especie y cepa concuerda con la mayor prevalencia del BED en mujeres (Keski-

Rahkonen, 2021), evidenciando el papel clave del sexo en el desarrollo de este trastorno.

Las ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley (SD) han sido catalogadas como susceptibles al
desarrollo de la CITA, al presentar una elevada predilecciéon por el consumo de alimentos
palatables (Boggiano, 2013; Corwin & Wojnicki, 2013; Corwin & Wojnicki, 2006), motivo por el que

se ha posicionado como el modelo mas empleado para el estudio de la CITA (Rehn et al., 2022).

Si bien la cepa SD se ha identificado como susceptible al desarrollo de la CITA, no todos los
individuos de esta especie expresan la misma susceptibilidad. Se ha reportado que
aproximadamente el 30% de los animales SD sometidos a un protocolo de induccién de la CITA no
desarrollaran el patrén anormal de ingesta. La heterogénea susceptibilidad de esta cepa ha sido
aprovechada por algunos grupos de investigacion para el estudio tanto de sujetos susceptibles
como resistentes al desarrollo de la CITA (Boggiano, 2013). Si bien el empleo de esta cepa brinda la
posibilidad de estudiar dos subpoblaciones, esto puede resultar en una desventaja técnica al
requerir una mayor cantidad de animales experimentales para el estudio de una determinada

subpoblacién.
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Otra caracteristica de la cepa SD, es la ausencia de conductas tipo ansiedad asociadas a la CITA,
lo cual se puede considerar una limitante en la validez de apariencia de este modelo teniendo en
cuenta la elevada comorbilidad entre el BED y el trastorno por ansiedad (Bocarsly et al., 2011;
Calvez & Timofeeva, 2016; Chandler-Laney et al., 2007; Freund et al., 2015; Le et al., 2017; Satta et
al., 2016).

Por su parte, la cepa Wistar en comparacion a SD, se ha catalogado como una cepa resistente al
desarrollo de la CITA, al presentar un menor consumo de alimentos palatables (Hildebrandt et al.,
2014). No obstante, a diferencia de SD, se ha reportado la expresién de conductas tipo ansiedad
como resultado de la exposicién a un protocolo de induccién de la CITA (Cottone et al., 2008,

2009ay 2009b; Papacostas-Quintanilla et al., 2017).

En un esfuerzo por desarrollar un modelo animal con mayor validez de constructo y apariencia
Papacostas-Quintanilla et al. (2017) propusieron el empleo de la cepa Wistar- Kyoto (WKY),
caracterizada por ser susceptible al desarrollo de conductas tipo ansiedad y depresion (De La
Garza & Mahoney, 2004; Jiao et al., 2011), como modelo de estudio de la CITA. Para ello expusieron
aratas hembray macho de las cepas Wistar y WKY a un protocolo de acceso intermitente a una
solucidn de sacarosa, evaluando la distension gastricay el consumo de sacarosa a lo largo del
protocolo. Al finalizar, evaluaron la expresion de la conducta tipo ansiedad y la concentracién de
serotoninay noradrenalina en el tronco encefalico, hipotalamo, amigdala y nicleo accumbens.
Como resultado de sus experimentos, reportaron que las hembras de la cepa WKY fueron el grupo
experimental con mayor ingesta caldrica y distension gastrica durante los periodos de exposicion.
Adicionalmente reportaron la expresién de la conducta tipo ansiedad asociada a la CITA en todos
los animales expuestos a este protocolo, sin importar sexoy cepa. Con respecto a la
concentraciéon de neurotransmisores, reportaron una menor concentracion de serotoninay
noradrenalina como resultado de la ingesta tipo atracén de sacarosa en el tronco encefalico,

hipotalamo y amigdala de las hembras WKY.

Para fundamentar el interés expuesto en la WKY como un potencial modelo de estudio de la CITA, a

continuacion, se describen las caracteristicas de esta cepa.

1.9 Caracteristicas de la cepa Wistar Kyoto, potencial modelo de ingesta tipo atracén
La cepa WKY se ha propuesto como un modelo endégeno de conducta tipo depresion (Millard et

al., 2020), con elevada validez de apariencia y de constructo (Burke et al., 2016). Originalmente, la
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cepa WKY fue desarrollada como cepa de control normotenso para la cepa espontaneamente
hipertensa (SHR), ambas de origen endogamico derivadas de la cepa Wistar (Jiao et al., 2011). Sin
embargo, se observé que la cepa WKY expresaba una elevada susceptibilidad al desarrollo de
ulceras gastricas asociadas a estrés en comparacion a las cepas SHR y Wistar (Paré, 1989). A partir
de este hallazgo se profundizo en el estudio conductual de la cepa WKY, la cual se ha caracterizado
por su hiper reactividad al estrés, retraimiento conductual, conducta evitativa e hipervigilancia

(McAuley et al., 2009; Paré, 1989, 1992; Servatius et al., 2008).

El desemperfio de la cepa WKY en algunas pruebas conductuales ha evidenciado la susceptibilidad
de esta cepa al desarrollo de conductas tipo ansiedad y conductas tipo depresion. Al ser
comparada con otras cepas, particularmente con SD, la cepa WKY se caracteriza por presentar
mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado (Rittenhouse et al., 2002); tiempo de
permanencia reducido en las areas aversivas en las pruebas de laberinto elevado en cruz, campo
abiertoy caja luz-oscuridad (Nam et al., 2014; Paré, 1994); y la expresiéon de una conducta de
congelamiento en la prueba de enterramiento defensivo (Rogel-Salazar & Lépez-Rubalcava, 2011).
Adicionalmente, se ha descrito que la cepa WKY presenta alteraciones en el sistema colinérgico
(Gilad & Mccarty, 1981) asi como una exagerada respuesta endocrina del eje HHA en comparacion

con la cepa SD (Paré, 1992; Rittenhouse et al., 2002).

De forma basal, se ha descrito que las ratas WKY presentan niveles elevados de corticosteronay
de la hormona adrenocorticétropa, en comparacién con otras cepas. En respuesta a un estresor, la
cepa WKY exhibe un aumento sostenido de corticosterona lo que promueve una respuesta
exagerada al estrés y una excitacion elevada posterior al estimulo (Rittenhouse et al., 2002).
Algunos trabajos han sugerido que la hiperreactividad al estrés de esta cepa se debe a un sistema

de retroalimentacion negativo defectuoso del eje HHA (Jiao et al., 2011).

También se han descrito diferencias notables con respecto a otras cepas en los sistemas
serotoninérgico y catecolaminérgico, ambos sistemas alterados en los trastornos de depresiony
ansiedad. Por medio de estudios autorradiograficos se han reportado diferencias significativas en
la densidad del transportador de norepinefrina (NET), del transportador de serotonina (5-HTT), del
transportador de dopamina (DAT) y de los receptores a dopamina (D1-Like y D2-Like) en varias
regiones del cerebro en ratas WKY en comparacién con ratas SD y Wistar (Jiao et al., 2003; Paré &

Tejani-Butt, 1996).
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En estudios metabdlicos, se ha reportado que en comparacion a la cepa Wistar, la cepa WKY
presenta deficiencia en la tolerancia a glucosa e hiperinsulinemia en la prueba de tolerancia a
glucosa (lkeda et al., 1981; Katayama et al., 1997), por lo que se le ha identificado como una cepa
pre-diabetica que expresa una relacion entre los niveles de glucosay la funcionalidad del eje HHA
(Redei et al., 2022). Adicionalmente se ha reportado que WKY alberga alelos genéticos que la

predisponen al desarrollo de diabetes (Solberg Woods et al., 2009).

Como ya se expuso con anterioridad, se ha propuesto a la cepa WKY como modelo de estudio de la
CITA capaz de expresar una conducta tipo ansiedad asociada a la ingesta, comprobandose su
susceptibilidad al desarrollo de un consumo tipo atracon de sacarosay la expresion de una
conducta tipo ansiedad asociada (Papacostas-Quintanilla et al., 2017) . No obstante, las
evidencias no son suficientes para sustentar dicha propuesta, dado que se desconoce si esa

conducta es dependiente de la composicion del alimento palatable empleado.

Para comprobar que la cepa WKY puede brindar un modelo animal con mayor validez de apariencia
y constructo para el estudio de la CITA es necesario evaluar si el efecto reportado al emplear
sacarosa se reproduce al emplear un alimento rico en lipidos; y si su desempefo al modelar la
conducta es mejor en comparacion a la cepa comunmente empleada para este modelo, la cepa
SD. Adicionalmente, dadas las caracteristicas metabélicas y la hiper reactividad al estrés de la
cepa WKY, es posible que derivado del patrén anormal de ingesta también presente algunas
alteraciones metabdlicas similares a las expresadas por los pacientes con BED, brindando un

mayor nivel de apariencia al modelo.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la cepa WKY (hiper reactividad al estrés, susceptibilidad
al desarrollo de conducta tipo ansiedad, alteraciones en el metabolismo de glucosa,
predisposicion al desarrollo de la ingesta tipo atracén de sacarosa) se propone el empleo de esta

cepa como modelo animal para el estudio de la comorbilidad BED-ansiedad-sindrome metabdlico.

2. JUSTIFICACION.
A pesar de que la prevalencia del trastorno por atracén ha ido en aumento en los ultimos afos, es
poco el conocimiento que se tiene sobre sus causas y consecuencias fisiolégicas y neurolégicas.
El principal motivo deriva de la dificultad de su estudio en humanos, razén por la cual es
indispensable el desarrollo de modelos animales perfectamente caracterizados que logren emular

la sintomatologia conductual y metabdlica propias del padecimiento. El desarrollo de modelos
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animales con una mayor validez de constructo y apariencia es esencial para garantizar la

relevancia, precision y trasladabilidad de los resultados, lo que conducira a un mejor

entendimiento del trastorno, brindando informacion relevante para la busqueda de tratamientos

mas efectivos.

3. HIPOTESIS

Elfenotipo hiper reactivo al estrés caracteristico de la cepa WKY la hace mas susceptible al
desarrollo de la conducta de ingesta tipo atracdn en comparaciéon con la cepa SD, sin
importar la composicién macronutrimental del alimento palatable empleado para inducir
la conducta.

La conducta de ingesta tipo atracdn inducira la expresion de la conducta tipo ansiedad
Unicamente en la cepa WKY, lo cual se reflejara en la desregulacion del eje HHA.

La hiper reactividad del eje HHA de la cepa WKY la hace mas susceptible que la cepa SD al
desarrollo de alteraciones metabélicas similares a las presentadas en el sindrome

metabodlico como resultado del desarrollo de la conducta de ingesta tipo atracén.

4. OBIJETIVOS GENERALES

Con el objetivo principal de evaluar si la cepa WKY puede ofrecer un modelo de CITA con mayor

validez aparente y de constructo que la cepa SD, se plantearon los siguientes objetivos generales:

Caracterizar el desarrollo de la conducta de ingesta tipo atracon en ratas hembra de las
cepas WKY y SD, inducida por la intermitencia a alimentos palatables con diferente
composicién de macronutrientes, para comparar entre cepas la susceptibilidad al
desarrollo de dicha conducta.

Comparar entre ratas hembra de las cepas SD y WKY la susceptibilidad a desarrollar
conducta tipo ansiedad y la actividad del eje HHA como resultado de la ingesta tipo atracén
inducida por la intermitencia a alimentos palatables con diferente composiciéon de
macronutrientes.

Evaluary comparar la expresion de alteraciones metabolicas en ratas hembra de las cepas
WKY y SD, generadas por la ingesta tipo atracén de alimentos palatables con diferente

composicién de macronutrientes.

21



5. OBIJETIVOS PARTICULARES
1.- Evaluary comparar la susceptibilidad al desarrollo de la CITA entre las cepas WKY y SD
empleando un alimento alto en hidratos de carbono (sacarosa) y uno alto en lipidos (grasa vegetal).

Para ello se llevaron a cabo los siguientes experimentos:

a. Evaluacion de la ingesta calérica durante protocolo de induccion de la CITA.
b. Determinacidén del porcentaje de sujetos susceptibles al desarrollo de la CITA.
c. Evaluacién del tiempo requerido para el desarrollo de la CITA.

d. Evaluacién del patron de ingesta de sacarosa o grasa vegetal durante la ultima
sesion de aislamiento del PICITA.

e. Dado que se utilizaron ratas hembra, se considero evaluar el efecto de las
hormonas ovaricas en la CITA. Por tal propdsito, se realizaron las siguientes
evaluaciones

-Evaluacion del efecto del ciclo estral sobre la ingesta tipo atracon.
-Evaluaciéon de la CITA en ausencia de hormonas ovaricas.

2. Evaluar en ambas cepas la conducta tipo ansiedad asociada a la CITA a un alimento palatable

alto en hidratos de carbono (sacarosa) y a uno alto en lipidos (grasa vegetal).

3. Evaluar en ambas cepas la respuesta al estrés del eje HHA en sujetos con CITA a un alimento

palatable alto en hidratos de carbono (sacarosa) y a uno alto en lipidos (grasa vegetal).

4. Evaluar en ambas cepas el perfil metabdlico de sujetos con CITA a un alimento palatable alto en
hidratos de carbono (sacarosa) y a uno alto en lipidos (grasa vegetal). Para ello se llevaron a cabo

los siguientes experimentos:

a. Determinacion del indice de Masa Corporal (IMC) y porcentaje de grasa corporal.

b. Evaluacién de la respuesta en la curva de tolerancia a la glucosa antes y después
del desarrollo de la CITA.

c. Evaluacion del perfil lipidico: concentraciones séricas de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta
densidad (HDL), triglicéridos y colesterol.

d. Evaluacidn de los niveles séricos de las hormonas insulina, leptinay
adiponectina.

e. Evaluacidon de la morfologia celular del tejido adiposo visceral y subcutaneo.
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6. METODOLOGIA
6.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra de las cepas WKY y SD de 7 semanas de edad, proporcionadas por
nuestras instalaciones de crianza. Una vez recibidas, se alojaron de 5 a 8 ratas por caja hogar con
acceso ad libitum a aguay alimento estandar (LabDiet 5008, PMI Nutrition International, LLC), en
un ambiente controlado (22 * 2°C; 50% +10% humedad) y con ciclo de luz invertido (12 h/12 h ciclo
luz/oscuridad; encendido de luz 22:00 h). Todos los animales experimentaron una semana de

adecuacion a las condiciones de alojamiento previo a cualquier manipulacidon experimental.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité de ética del CINVESTAV
(Protocolo 0179-16) y siguieron las regulaciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana (NOM-

062-Z00-1999) para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

6.2 Protocolo para induccion de la conducta de ingesta tipo atracon (PICITA)

La CITA se indujo empleando el mismo protocolo empleado por Papacostas-Quintanilla et al.
(2017). Este protocolo induce la ingesta masiva de alimentos palatables por medio del acceso
intermitente a los mismos, sin someter al animal a restriccién caldrica ni a estresores, similar al

protocolo propuesto por el grupo Corwin (Corwin & Wojnicki, 2006).

Posterior a la semana de habituacion, las ratas fueron sometidas a tres sesiones de
entrenamiento, una por dia, para evitar que la manipulacién provocara estrés en los animales
durante las subsecuentes pruebas. Las sesiones de entrenamiento consistieron en pesar a los
animales y aislarlos en cajas individuales durante dos horas con acceso libre a agua y alimento

estandar, una vez concluido el tiempo fueron regresados a su caja hogar.

Después de la Ultima sesion de aislamiento, se formaron aleatoriamente tres grupos por cepa en

funcidén del alimento utilizado para inducir la CITA:

e Control: alimento estandar
e Sacarosa: alimento estandar + soluciéon de sacarosa al 30%
e Grasa: alimento estdndar + manteca vegetal (manteca vegetal Crisco®, J.M Smucker Co.,

Orrville, OH).
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Para evitar el desarrollo de neofobia en los grupos sacarosay grasa, se coloco el respectivo
alimento palatable a libre demanda en su caja hogar, adicional al alimento palatable, durante 24h.
Una vez concluida la presentacion del alimento palatable, se dejé descansar a los animales por

48h para dar inicio al PICITA.

ELPICITA consto en total de 12 sesiones de prueba, distribuidas a lo largo de 4 semanas, los dias
lunes, miércoles y viernes. Durante cada sesién se peso a los animales y se colocaron durante dos
horas en cajas individuales con libre acceso a agua y con cantidades conocida de alimento
estandary alimento palatable (en el caso de los grupos sacarosay grasa). Las sesiones se llevaron
a cabo después de las 3 primeras horas del periodo de oscuridad. Concluida la sesién de
aislamiento, los animales se regresaron a su respectiva caja hogary se evalué el consumo calérico
enrelacion el peso corporal del animal. En la Figura 3a se muestra una representacion

esquematica del PICITA.

6.3 Criterio de clasificacion

Para identificar a los sujetos que expresaron una ingesta de alimentos palatables anormalmente
alta, se procedio a evaluar la cantidad de calorias consumidas en una ingesta normal. Dado que el
principal criterio empleado en el PICITA para inducir la ingesta tipo atracén fue el acceso
intermitente al alimento palatable; el consumo expresado en condiciones experimentales

similares por animales con acceso continuo al mismo alimento equivaldria a un consumo normal.

El consumo normal se determiné empleando 12 ratas por cepa, divididas en dos grupos. Cada
grupo fue alojado en pares con libre acceso a alimento estary a solucién de sacarosa (30%) (grupo
1) o a grasa vegetal (grupo 2) durante cuatro semanas. Diariamente los animales fueron pesadosy
se determiné el consumo de calorias por caja, para evaluar la constancia de consumo. Durante la
ultima semana, los animales fueron sometidos a 6 sesiones de aislamiento de 2 h, una por dia, con
acceso a cantidades conocidas de alimento estandary alimento palatable (soluciéon de sacarosa
30% o grasa vegetal). Una vez concluida cada sesioén se evalud el consumo calérico en relacion el
peso corporal del animal. En la Figura 2b se muestra una representacion esquematica del

esquema de acceso continuo implementado.
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Utilizando una prueba t de Student, se compardé el consumo calérico durante las sesiones de
aislamiento de los grupos sacarosa y grasa sometidos al PICITA contra los grupos con acceso
continuo. Se considerd que un animal sometido al PICITA habia desarrollado una ingesta tipo
atracon si su consumo calérico expresado durante las Ultimas seis sesiones de aislamiento era
significativamente mayor que el consumo promedio expresado durante las sesiones de

aislamiento de los animales con acceso continuo al respectivo alimento palatable.

a) Protocolo de induccion de la conducta de ingesta tipo atracon (PICITA)

Sesiones de acceso al alimento palatable

. 24h 48h | 1°Semana | 2°Semana |3° Semana |4° Semana
Libre acceso al
alimento \ |

Entrenamiento

—0 00

O 2 h - sesion de aislamiento
© 2 h - sesién de aislamiento con acceso al alimento palatable

b) Esquema de acceso continuo al alimento palatable (Criterio de clasificacién)

1° Semana | 2° Semana | 3° Semana| 4° Semana

000000

5, Libre acceso al
alimento palatable

© 2h - sesion de aislamiento con acceso al alimento palatable

Figura 2. Representacion esquematica del protocolo de induccion de la conduta de ingesta tipo atracon
(PICITA) (a) y esquema de acceso continuo al alimento palatable (b).

6.4 Seguimiento del ciclo estral

La etapa del ciclo estral se determiné mediante citologia vaginal directa segun lo descrito por
Estrada-Camarena et al. (2019). Después de cada sesién de aislamiento del PICITA, se le tomd
frotis vaginal a cada rata empleando solucioén salina (0,9%), y se procedid a identificar la etapa del
ciclo estral evaluando la morfologia de las células epiteliales vaginales empleando un
microscopio. El consumo calérico de cada sesion se clasificé con respecto a la etapa del ciclo
estral en que se encontraba la rata, permitiendo la comparacién de la ingesta expresada en cada

fase del ciclo estral para cada grupo experimental.
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6.5 Ovariectomia

Posterior a la semana de adecuacion, las ratas fueron sometidas a la cirugia de ovariectomia. A
continuacion, se describe brevemente el procedimiento, las ratas fueron anestesiadas empleando
tribromo etanol (10 ml/kg de peso corporal, i.p.); una vez anestesiado el animal, se colocé en
cubito dorsaly se retird el pelaje del area ventral. Se realiz6 una incision de forma horizontal con
una longitud aproximada de 0.5 cm, y se separo el tejido conectivo para proceder a cortar la pared
muscular. Usando unas pinzas de punta fina, se procedid a buscar los oviductos dentro de la
cavidad, jalando lentamente el tejido para exponer ambos oviductos junto con sus respectivos
ovarios. Una vez expuestos, los oviductos fueron ligados en conjunto a la altura de la bifurcacion
para evitar el sangrado, y fueron cortados. Posteriormente, los tejidos remanentes se
reintrodujeron a la cavidad ventral, procediendo a suturar el tejido musculary el tejido epitelial.

Después de 15 dias de recuperaciéon postoperatoria, las ratas fueron sometidas al PICITA.

6.6 Evaluacion de la conducta tipo ansiedad

6.6.1 Laberinto elevado en cruz

La prueba de laberinto elevado en cruz (LEC) es una prueba de enfrentamiento pasivo que evalua
la conducta tipo ansiedad de los roedores al ser expuestos a un conflicto de acercamiento-
evitacion. Esta prueba aprovecha la propensién de los roedores a explorar espacios oscurosy
cerrados (acercamiento) y el miedo incondicionado a las alturas/espacios abiertos (evitacion)(Walf

& Frye, 2007).

Brevemente, se coloc6 al animal en el centro de una arena elevada en forma de cruz con dos
brazos abiertos (sin paredes) y dos brazos cerrados (con paredes) como se muestra en la Figura 3,
en luz roja. Se dejé deambular libremente al animal durante 5 minutos y se cuantifico el tiempo
que el animal pasoé en los brazos abiertos, y el nimero de entradas a los brazos abiertos y cerrados
(Walf & Frye, 2007). Los resultados se muestran como el porcentaje del tiempo total de la prueba
que el animal permanecio en los brazos abiertos, y el porcentaje de entradas realizadas a brazos
abiertos. Un bajo porcentaje de permanenciay de entradas a brazos abiertos se interpreta como

una conducta tipo ansiedad.
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La evaluacion de la conducta tipo ansiedad se realizé en el dia subsecuente a la dltima sesién de

acceso del PICITA.

| 50 cm | 50 cm

50cm

Figura 3. Representacion esquematica del laberinto elevado en cruz (LEC).

6.6.2 Prueba modificada de enterramiento de canicas

Se realizé una prueba similar a la prueba de enterramiento de canicas descrita por Thomas et al.,
(2009); sin embargo, no se considerd al numero de canicas enterradas como parametro para
evaluar la conducta tipo ansiedad. En su lugar, se midi6 el tiempo dedicado por los animales a
enterrary a realizar un acicalamiento rostral compulsivo. El cambio en los criterios de evaluacion
se debid a la ausencia de aversion de las ratas hacia las canicas y la observacién de un
comportamiento de enterramiento dirigido a buscar una via de escape en lugar de enterrar las

canicas.

Dado que los comportamientos de acicalamiento rostral y enterramiento se han descrito como
estrategias de afrontamiento activas para disminuir el impacto del estrés y la ansiedad asociada
(Kalueff & Tuohimaa, 2005; Koolhaas et al., 1999), un mayor tiempo realizando estas conductas

puede interpretarse como un aumento en la conducta tipo ansiedad.

Brevemente, las ratas se colocaron individualmente en una jaula acrilica transparente (43x53x21
cm) con viruta como sustrato (5 cm de profundidad) y veinte canicas de vidrio (1,5 cm de didametro)
en una disposicién de 4x5 sobre el lecho del sustrato. La prueba se videograbd, tuvo una duracién
de 5 minutos y se realizd bajo luz roja. Posteriormente, se cuantifico el tiempo acumulado que

cada animal pasé enterrando y realizando un acicalamiento rostral compulsivo.
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6.7 Determinacion de la respuesta de la corticosterona a un estresor

Como indice de activacion del eje HHA, se evalu6 el nivel de corticosterona sérica en presenciay
ausencia de estrés. Como estresor, los animales fueron colocados individualmente, durante 10
minutos, en una caja acrilica (16x18x29) con un electrodo ubicado en una de las paredes de la
caja, el cual producia una descarga de 0,3 mA al tacto (LaFayette Instruments Co., modelo 5806,

Lafayette, Indiana, Estados Unidos).

Se utilizé un lote de 10 animales por grupo, por cepa, sometidos al PICITA. Después de identificar a
los individuos que desarrollaron la CITA en los grupos de sacarosay grasa, se dividieron todos los
grupos en dos partes iguales. La mitad de cada grupo fue sacrificada por decapitacién el dia
posterior a la Ultima sesidn de acceso al alimento palatable, y se recolectaron muestras de sangre
troncal. El grupo restante experimentd una sesidn adicional de acceso al alimento palatabley, 24
horas después, el grupo fue sometido al factor estresante. Una vez concluida la sesion de estrés,
los animales se sacrificaron de forma inmediata por decapitaciéon y se recolectaron muestra de
sangre troncal. Todos los animales fueron sacrificados 3 h después de haber empezado la fase de

oscuridad.

Las muestras de sangre se centrifugaron (3000 g, 20 min, 4 °C) para obtener las muestras de suero,
las cuales se recogieron y se almacenaron a -80 °C hasta que se realizé la determinacién de
corticosterona utilizando un kit de ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) (Enzo,

ADI-9009097), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.8 Determinacion de marcadores metabdlicos

6.8.1 Curva de tolerancia glucosa

Para realizar la prueba de tolerancia a glucosa los animales fueron sometidos a 12 h de ayuno. La
prueba comenzod con la medicidn en ayuno de la concentracion de glucosa en sangre (tiempo 0).
Posteriormente se administré via intraperitoneal una solucién al 20% de glucosa (2 g/kg peso
corporal), y se evalud la concentracion de glucosa en sangre a los 15, 30, 45, 60 y 90 minutos

posteriores a la administracion.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante una puncién en la punta de la cola, y la medicion
de la concentracion de glucosa se realizd empleando un glucometro de la marca FreeStyle Optium.
Se graficaron los parametros, concentraciéon de glucosa en sangre —tiempo y se determiné el area

bajo la curva empleando el sofware GraphPad Prism 8.
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6.8.2 Calculo del indice de masa corporal (IMC)

Elindice de masa corporal (IMC) se calculd con base en la siguiente formula:

peso corporal (g)

IMC =
longitud corporal (cm)?

La longitud corporal se midié de la punta de la nariz a la base de la cola (Diaz et al., 2018; Novelli et
al., 2007; Rabiu et al., 2017). Las mediciones se realizaron en las ratas anestesiadas empleando

tribromo etanol (10 ml/kg de peso corporal, i.p.).

6.8.3 Determinacion del porcentaje de tejido adiposo corporal y obtencion de muestras
Séricas y de tejido adiposo.

Posterior a la toma de las medidas antropométricas para el calculo del IMC, los animales fueron
sometidos a eutanasia por decapitacion, se tomaron muestras de sangre troncal para

evaluaciones posteriores y el cuerpo fue disectado.

Se extrajo y peso en su totalidad el tejido adiposo subcutaneo, localizado entre la piel y el tejido
muscular, y el tejido adiposo visceral, localizado en el area perigonadal, perirrenal y mesentérica.
Para calcular el porcentaje de grasa corporal se determiné que el porcentaje del peso corporal con
respecto al peso de la grasa total (grasa subcutanea + grasa visceral). También se estimo el
porcentaje del peso correspondiente al peso de grasa subcutaneay al de grasa visceral de forma

independiente.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas (3000 g, 20 min, 4 °C). El suero fue separadoy
almacenado a -80 °C hasta su analisis. Parte del tejido adiposo subcutaneo y visceral extraido fue
almacenado en solucion de formalina bufferada al 4% a 4°C hasta su procesamiento por técnicas

histoldgicas.

6.8.4 Medicion en sangre de marcadores metabolicos

La cuantificacion de colesterol total y triglicéridos se realizé espectrofotométricamente de forma
automatizada en el equipo A-15 de BioSystems con reactivos de la marca Spinreact. Mientras que
la determinacion de las fracciones de las lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL y LDL) se
analizaron con el equipo BTS-350, con reactivos de la marca Spinreact y BioSystems,

respectivamente.

La concentracion del colesterol en la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) fue obtenida por la

siguiente ecuacion (Warnick, 1990):
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VLDL = Colesterol Total — [HDL + LDL]

La concentracion de acidos grasos libres se determiné siguiendo el método descrito por Brunky
Swanson en 1981, utilizando un espectrofotometro UV/Vis Jenway 6405 a una longitud de onda de

620 nm.

En lo que respecta a la medicidon hormonal: insulina, leptina y adiponectina, se realizé la
cuantificacion con el uso de kits comerciales de la marca Diagndstica Internacional. Las distintas

hormonas se analizaron de manera automatizada con un equipo StatFax 4700.

Estos experimentos se realizaron en colaboraciéon con el Dr. Samuel Trevifio de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla.

6.9 Histologia del tejido adiposo subcutaneo y visceral

Las muestras de tejido adiposo fueron sometidas al procedimiento de deshidratacién estdndar con
soluciones de concentraciones crecientes de etanol-xilol y posterior inclusidn en parafina. Los
blogues obtenidos fueron cortados en un micrétomo Leica RM2125, obteniéndose cortes con un
grosor de 5 ym que fueron colocados en portaobjetos previamente embebidos en poli-L-lisina al

0.1%.

Las laminillas obtenidas fueron rehidratadas en un tren de soluciones de xilol-etanol de
concentraciones decrecientes, y posteriormente fueron sumergidas en una solucién de
hematoxilina de Harris durante 15 minutos. La oxidacion (viraje) se llevd a cabo con una solucién
de carbonato de litio al 0.1% y el contraste se realizé con eosina amarillenta durante 10 segundos.
Las fotomicrografias del tejido adiposo fueron tomadas en un microscopio Optisum de campo

claro con el objetivo de 40X. Se tomaron y analizaron 7 fotografias por muestra.

El analisis de las fotografias se realiz6 empleando el software Imagel. Se cuantificé el niUmero de

células por campo, y se evaluo el dareay longitud de las células.

6.10 Procedimiento experimental por objetivo

6.70.1 Caracterizacion del desarrollo de la conducta de ingesta tipo atracon
La caracterizacion del desarrollo de la conduta de ingesta tipo atracén en ambas cepas se realizd

mediante cuatro aproximaciones experimentales:
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a. Seevaluo ladispersion del consumo del alimento palatable entre las ratas de la misma
cepa, comparando la magnitud de la dispersidon de consumo entre cepas;y se evaluo la
susceptibilidad de cada cepa al desarrollo de la CITA.

b. Seanaliz6 el patrén de consumo expresado durante una sesién de aislamiento, evaluando
la cantidad de alimento palatable ingerido y el tiempo empleado para su ingesta.

c. Seevalud el efecto de las hormonas ovaricas en la ingesta caldrica durante las sesiones del

PICITA.

A continuacion, se describen con detalle las 3 aproximaciones experimentales implementadas en

este objetivo.

6.70.1.1 Evaluacion de la dispersion en el consumo de alimentos palatables y la susceptibilidad
al desarrollo de la CITA de cada cepa.

Para la evaluacion de la dispersion de consumo en cada cepa y la susceptibilidad al desarrollo de
la conducta de CITA, se consideraron los pesos y consumos caldricos registrados durante el PICITA
de todos los animales experimentales empleados a lo largo del proyecto (Control, SD n= 43, WKY

n= 37; Sacarosa, SD n= 49, WKY n=43; Grasa, SD n=52, WKY n=42).

Para evaluar la dispersion en el consumo se analizé el consumo promedio de calorias de cada rata
alo largo de las 12 sesiones del PICITA de los grupos control, sacarosa y grasa de ambas cepas.

Identificando el consumo promedio de cada grupo y su dispersidn estandar.

Posteriormente, se aplicd el criterio de clasificacién descrito en la seccidn 6.3 para identificar a los
animales que desarrollaron una CITA de los grupos sacarosay grasa, y se determind la proporcién

de sujetos propensos y resistentes al desarrollo de CITA de cada cepa.

Una vez identificados los animales con CITA, se evalué el tiempo que estos animales requirieron
para desarrollar esta conducta. Para ello, se volvio a aplicar el criterio de clasificacion, pero esta
vez se comparo el consumo de alimento palatable expresado en las primeras seis sesiones de
aislamiento del PICITA. De esta manera, se identificé la proporcién de animales que expresaron la
CITA con solo dos semanas de exposiciéon al PICITAy la proporcién de animales que requirieron las

4 semanas del protocolo de induccién para expresar la conducta.

La susceptibilidad para desarrollar la CITA se evalué comparando entre cepas, la proporcion de
ratas clasificadas con CITAy la proporcidon de animales con CITA que requirieron solo dos semanas

para expresar la conducta de ingesta anormal.

31



6.70.1.2 Caracterizacion del patron de ingesta de alimentos palatables durante una sesion
de aislamiento (Duracion del episodio de atracdn)

Para caracterizar el patron de ingesta se video grabo en luz roja la Ultima sesidn de aislamiento de
animales clasificados con CITA, 9 del grupo sacarosay 7 del grupo grasa, de cada cepa. Unavez
concluida la sesidn, se cuantificé el consumo de alimento palatable y posteriormente se evaluo el
tiempo acumulado que el animal empled para su consumo, asi como la distribucién del tiempo de
consumo a lo largo de la sesién de aislamiento. Los datos se muestran como el consumo calérico
de alimento palatable, el tiempo total de consumo y la distribucién porcentual del tiempo de

consumo durante las 2 horas de la sesidn divididas en lapsos de 15 minutos.

6.70.1.3 Evaluacion del efecto de las hormonas ovaricas en la ingesta caldrica durante las
sesiones de aislamiento del PICITA

Para determinar el efecto de las hormonas ovaricas en el PICITA, se evalud el efecto del ciclo estral
y el efecto de la ausencia de las hormonas ovaricas en la cantidad de alimento ingerido durante las

12 sesiones de aislamiento del PICITA.

6.10.1.3.1 Evaluacion del efecto del ciclo estral en el PICITA

Para evaluar el efecto del ciclo estral en la ingesta de alimento durante el PICITA, la fase del ciclo
estral de las ratas se determiné por medio de citologia vaginal al finalizar cada sesién de
aislamiento. Se monitored a 36 animales por cepa, distribuidos en los 3 grupos experimentales
control, sacarosay grasa (12 animales por grupo). El seguimiento del ciclo estral se inicié durante
la semana de entrenamiento, para evitar que el estrés por manipulacion fuera una variable

adicional durante el desarrollo del protocolo.

Una vez concluido el PICITA se procedio a clasificar los consumos registrados de los tres grupos de
estudio con base en la fase del ciclo estral en que el animal se encontraba durante las sesiones de
aislamiento. En los grupos de sacarosay grasa solo se consideré el consumo de los animales
clasificados con CITA. Se compard en cada cepa el consumo registrado en las en las fases de

estro, proestro, diestro y metaestro de cada grupo.

6.70.1.3.2 Evaluacidn del efecto de las hormonas ovaricas en la conducta ingesta tipo
atracon.

Para determinar la influencia de las hormonas ovaricas en la CITA, se sometieron al PICITA a 9 ratas
ovariectomizadas (OVX) por grupo experimental (control, sacarosay grasa) de ambas cepas. Una

vez concluido el PICITA se comparé el consumo durante las sesiones de aislamiento de los grupos
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OVX contra el consumo de 9 hembras intactas por grupo. En el caso de los grupos sacarosay grasa

de las ratas intactas, se considerd el consumo de animales clasificados con CITA.

6.70.2 Evaluacidn de la conducta tipo ansiedad y actividad del eje HHA.
La conducta tipo ansiedad asociada a la CITA se evalud utilizando la prueba de laberinto elevado
en cruzy la prueba modificada de enterramiento de canicas. Ambas pruebas se realizaron en

grupos experimentales independientes.

La prueba de LEC se aplico a un grupo experimental de 42 animales por cepa distribuidos en los
grupos control, sacarosay grasa (14 animales por grupo) expuestos al PICITA. La prueba
modificada de enterramiento de canicas se aplicd a un grupo experimental de 30 ratas por cepa

expuestas al PICITA, distribuidas en los grupos control, sacarosay grasa (10 animales por grupo).

Ambas pruebas se realizaron 24 horas después de la uUltima sesidon de aislamiento del PICITA. En
ambos casos, solo se consideraron los resultados de los grupos controly de los animales

identificados con CITA de los grupos sacarosay grasa.

La evaluacioén de la activacion del eje HHA en respuesta a un estresor se realizé en un grupo
experimental de 30 animales por cepa expuestos al PICITA, distribuidos en los tres grupos
experimentales (10 animales por grupo). La evaluacion se realizé una vez concluido el PICITA tal
como se describe en la seccién 6.7. Para el analisis de datos, solo se consideraron las muestras de

los grupos control y de los animales identificados con CITA de los grupos sacarosay grasa.

6.70.3 Evaluacion de marcadores metabdlicos y analisis histologico del tejido adiposo
subcutaneo.

Para evaluar el efecto del PICITA en la respuesta metabdlica, se determind el IMC, se realizé la
prueba de tolerancia a glucosa, se evalué el perfil lipidico, perfil hormonal (niveles de insulina,
leptina y adiponectina), se determind el porcentaje de tejido adiposo total, visceral y subcutaneo, y

se realizé un analisis histolégico de los tejidos adiposos visceral y subcutaneo.

La prueba de tolerancia a la glucosa se realizé en un grupo experimental de 15 animales por cepa
distribuidos en los tres grupos experimentales, control, sacarosay grasa (5 animales por grupo).
Esta prueba se realizé en dos tiempos, un dia antes de empezar el PICITAy 2 dias después de la
ultima sesion de acceso del PICITA. Para el analisis de resultados solo se consideraron los
resultados de los grupos control y los animales clasificados con CITA de los grupos sacarosay

grasa.
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La evaluacion del IMC y la obtencidon de muestras para la evaluacion del panel lipidico, perfil
hormonal (leptina, insulina y adiponectina), porcentaje de tejido adiposo corporaly la toma de
muestra para realizar histologia, se realizd 24 horas posterior a la ultima sesion de acceso del
PICITA de los grupos control (n= 6), sacarosa (n=9) y grasa (n=9) de cada cepa. La evaluacién del
IMC se realizd segun lo descrito en la seccidn 6.8.2. Posterior a la toma de medidas
antropomeétricas, se procedio a sacrificar al animal, se tomaron muestras de sangre troncal, se
disecciond el tejido adiposo y se conservaron muestras del tejido tal como se describe en la

seccidén 6.8.3.

Posteriormente, se procesaron las muestras de suero y tejido por las técnicas ya descritas en la
seccioén 6.8.4y 6.9 para determinar el panel lipidico, el perfilhormonaly la obtencién y analisis de
los cortes histoldgicos de los tejidos adiposos. De los grupos sacarosay grasa, solo se

consideraron los resultados de los animales clasificados con CITA de ambas cepas.

6.11 Analisis de datos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0.1. Antes de
cualquier anélisis estadistico, se aplicd una prueba de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-
Wilk para determinar si los datos de la muestra se habian extraido de una poblacién con

distribuciéon normal. Los analisis especificos realizados fueron:

e Prueba tde Student para la comparacion del consumo medio entre cepasy la clasificacién
de los individuos susceptibles y resistentes a la CITA. En la prueba de tolerancia a glucosa
se empled una prueba t Student pareada para comparar el drea bajo la curva antes 'y
después de implementar el PICITA.

e Prueba de Fisher para comparar entre cepas las diferentes proporciones de animales
susceptibles a la CITAy la proporcidon de sujetos susceptibles a la CITA que presentaron el
comportamiento anormal desde la segunda semana del PICITA.

e Prueba ANOVA de una via para comparar la ingesta calérica entre las diferentes fases del
ciclo estral de cada grupo experimental, empleando como prueba post hoc la prueba de
Tukey.

e Prueba ANOVA de dos vias de medidas repetidas, empleando como prueba post hoc la
prueba Sidak para evaluar: la variacién del peso corporal durante el PICITA, considerando

la cepay la sesion de aislamiento como los posibles fuentes de variacion; y las curvas de

34



tolerancia a glucosa evaluadas por grupo experimental de cada cepa, considerando el
tiempo de evaluaciény el PICITA (antes y después) como posibles fuentes de variacion.

e Prueba ANOVA de dos vias, empleando como prueba post hoc la prueba Sidak para
evaluar: la distribucién temporal del consumo de alimentos palatables durante una sesion
de acceso, considerando la cepay el lapso como posibles factores de variacion; la ingesta
caldricas durante las sesiones de aislamiento entre ratas OVXy ratas intactas,
considerando la presencia de hormonas ovaricas y la dieta como factores de variacion; los
niveles séricos de corticosterona en condiciones estresantes y sin estrés, considerando la
presencia de estrés y la cepa como factores de variacion; el IMC, el porcentaje de tejido
adiposo (total, subcutaneo y visceral), el anélisis morfolégico de los adipocitos
(subcutaneos y viscerales), el panel lipidico y panel hormonal, considerando la cepay la
dieta como factores de variacion. La prueba de Tukey se empled como prueba post hoc
para analizar la conducta tipo ansiedad (LEC y prueba modificada de enterramiento de

canicas) considerando la cepay la dieta como posibles factores de variacion.

7. RESULTADOS

Los resultados al igual que la metodologia se mostraran con base en los objetivos generales
planteados.

7.1 Objetivo 1: Evaluaciéon y comparacion de la susceptibilidad al desarrollo de la conducta de
ingesta tipo atracon

7.1.1 Analisis y comparacion de la dispersion del consumo de alimentos palatables entre
las dos cepas de rata

En un primer acercamiento para evaluar la respuesta de las cepas al PICITA, se evalud el aumento
de peso a lo largo de las 12 sesiones de aislamiento, asi como la ingesta calérica promedio por rata
a lo largo del protocolo. Para dar mayor peso al andlisis estadistico se incorporaron los datos de

todos los lotes experimentales empleados a lo largo del proyecto.

Aunque ambas cepas aumentaron de peso de manera similar a lo largo del PICITA, la cepa WKY
presentd un peso significativamente menor al de SD. En la prueba Sidak de comparacion multiple
se evidenci¢ la diferencia significativa de pesos entre las cepas a partir de la sesién 4 en los grupos

control, de la sesién 6 en los grupos de sacarosa y de la sesién 3 en los grupos de grasa (Figura 4).
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Figura 4. Seguimiento del peso corporal a lo largo de las 12 sesiones del PICITA de los grupos Control (a),
Sacarosa (b) y Grasa (c) de las cepas Sprague Dawley (SD) y Wistar Kyoto (WKY). *vs SD, 'P<0.05, "P<0.01,

“'P<0.001.

Considerando la diferencia significativa del peso corporal entre cepas, se optd por normalizar el

consumo calérico con base en el peso corporal del animal registrado antes de cada sesion de

aislamiento.

El consumo promedio por rata a lo largo de las 12 sesiones del PICITA se analiz6 comparando el

P<0.0001***

P<0.0001***

P<0.0001***

consumo entre cepas en los grupos control, sacarosay grasa. De los tres grupos estudiados solo

se observo diferencia entre cepas en el consumo de los grupos con acceso a grasa, expresando un

consumo significativamente mayor la cepa WKY en comparacién con SD (P=0.026) (Figura 5).

Adicionalmente, se observé una mayor dispersiéon en el consumo promedio en todos los grupos

experimentales de las ratas SD en comparaciéon con WKY, particularmente en el grupo de Grasa, en

el que se encontraron sujetos con un consumo de grasa bajo o incluso nulo a lo largo del PICITA

(Media = DE; Control: SD-0.05 £ 0.019 vs. WKY-0.05 = 0.007; Sacarosa: SD-0.13 £ 0.023 vs. WKY-

0.12+0.017; Grasa: SD-0.21 = 0.06 vs. WKY-0.26 = 0.05***).
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Figura 5. Consumo caldrico promedio por rata registrado durante las 12 sesiones del PICITA de los
grupos Control (a), Sacarosa (b) y Grasa (c) de las cepas Sprague Dawley (SD) y Wistar Kyoto (WKY).
Media = SD; Control: SD n= 39, WKY n=37; Sacarosa: SD n=49, WKY n=43; Grasa: SD n=52, WKY n=42;
t Student **P<0.01.

7.1.2 Determinacion de la proporcidon de sujetos susceptibles y resistentes al desarrollo de
la CITA

Para identificar a los sujetos que desarrollaron la CITA inducida por la intermitencia del alimento
palatable, postulamos como criterio de clasificacion el consumo de alimento palatable en
sesiones de aislamiento de animales con acceso continuo. En la Tabla 1 se muestran los
consumos registrados en las sesiones de aislamiento de los animales con acceso continuo a

sacarosa o grasa vegetal de las cepas SD y WKY.

Tabla 1. Ingesta caldrica promedio durante las seis sesiones de aislamiento de 2 h de los grupos
Sprague Dawley (SD) y Wistar Kyoto (WKY) con acceso continuo a sacarosa o grasa vegetal. Criterios de
clasificacion para determinar el consumo tipo atracon (CITA).

Cepa Grupo Consumo
(kcal/g peso corporal)
sD Sacarosa 0.1045 £ 0.003
Grasa 0.0899 £ 0.007
Sacarosa 0.0888 £ 0.005
WKY Grasa 0.0989 +0.008

Media = SED, n=6.

Mediante una prueba t-Student se identificé a los animales con CITA de los grupos sacarosay
grasa como aquellos animales con un consumo significativamente mayor al de sus homoélogos con
acceso continuo. De la totalidad de animales sometidos al PICITA empleando sacarosa como

alimento intermitente, el 51% de las ratas SD y 62.8% de las ratas WKY desarrollaron la CITA. En el
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caso de los animales con acceso a grasa vegetal, el porcentaje de individuos que desarrollaron la

CITA fue mayor en ambas cepas, 88.5% en SD y 100% en WKY (Figura 6).

a) Sacarosa b) Grasa

k%

100+ 1004

50+ 50

% de Individuos
% de Individuos

sD WKY
n=49 n=43 n=52 n=42
mu CITA Bl Resistentes

Figura 6. Porcentaje de ratas Sprague Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) que desarrollaron la conducta de
ingesta tipo atracon (CITA) y animales resistentes al desarrollo de dicha conducta (Resistentes) al ser
sometidas al protocolo de induccion de la conducta de ingesta tipo atracon (PICITA) empleando sacarosa
(a) o grasa vegetal (b) como alimento intermitente. Porcentaje. Prueba exacta de Fisher, ***P<0.001.

Al comparar entre cepas la proporcién de individuos resistente y con CITA mediante una prueba
exacta de Fisher, observamos una proporcion significativamente mayor de individuos con CITA en la
cepa WKY en comparacién con la cepa SD al emplear grasa vegetal como alimento intermitente

(P<0.0001).
7.1.3 Evaluacion del tiempo requerido para el desarrollo de la CITA

Una vez identificados los sujetos con CITA, se evalu6 el tiempo que requirieron para desarrollar la
conducta de ingesta anormal. En las ratas de la cepa SD con CITA inducida por la intermitencia de
sacarosa el 60.7% expreso la conducta a las 2 semanas del PICITA, y en el caso de la cepa WKY el
77.8%. Alemplear grasa vegetal como alimento intermitente, el porcentaje de animales que solo
requirieron dos semanas del PICITA para expresar la conducta fue del 71.7% en la cepa SD y del

88.1% en la cepa WKY (Figura 7).

Al comparar entre cepas las proporciones de animales que requirieron dos o cuatro semanas para
desarrollar la CITA, no se observé diferencia estadistica; no obstante, la cepa WKY presento 17%
mas animales con CITA a las 2 semanas que la cepa SD, independientemente del alimento

palatable empleado.
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Figura 7. Porcentaje de ratas Sprague Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) que expresaron la conducta
de ingesta tipo atracon (CITA) a las dos o cuatro semanas de ser sometidas al PICITA de los grupos
sacarosa (a) y grasa (b). Porcentaje. Prueba exacta de Fisher.

7.1.4 Caracterizacion del episodio de atracon durante una sesion de aislamiento

Ademas de la ingesta de grandes cantidades de alimento, los episodios de atracdn se caracterizan
también por ser de corta duracién. Para caracterizar el episodio de atracén expresado por las ratas
identificadas con CITA, se evalud el consumo caldrico, el tiempo efectivo que las ratas invirtieron
en consumir el alimento palatable y la distribucién porcentual del tiempo de consumo a lo largo de

la ultima sesidn de aislamiento del PICITA.

En los grupos con CITA inducida por sacarosa, el consumo caldrico, el tiempo total de consumo'y
su distribucién porcentual fue semejante entre cepas, expresando aproximadamente el 60% del
tiempo de consumo durante los primeros 15 minutos de la sesién (Figura 8a). En el analisis
estadistico de la distribucidon del tiempo de consumo, solo se identificé el lapso como fuente de

variacion (F (7,112) = 6915, P<00001)

En los grupos con CITA inducida por la intermitencia de grasa, la cepa WKY presenté un consumo
caldrico significativamente mayor que la cepa SD (P<0.0093) a pesar de presentar un tiempo
efectivo de consumo similar. La distribucién porcentual del tiempo de consumo también difirié
entre cepas, siendo la fuente de variacion el lapso (F (7,77 = 16.79, P<0.0001) y la interaccion lapso-
cepa (F 7,77=2.938, P=0.0088). En la prueba Sidak de comparacién mdultiple entre cepas, se

identificé diferencia en dos lapsos, el primero de 0-15 minutos donde la cepa WKY expresé un
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porcentaje de tiempo de consumo significativamente mayor que la cepa SD, y el segundo de los
60-75 minutos donde la cepa SD es quien expresoé el mayor porcentaje de tiempo de consumo
(Figura 8b).
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Figura 8. Consumo caldrico, tiempo efectivo de consumo y distribucion porcentual del tiempo de consumo a
lo largo de la ultima sesidn de aislamiento del protocolo de induccion de la conducta de ingesta tipo atracon
(PICITA), de animales de las cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) con conducta de ingesta tipo
atracon inducida por sacarosa (a) y grasa vegetal (b). Los datos se muestran como la distribucidon porcentual
del tiempo total invertido en el consumo del alimento palatable a lo largo de las 2 horas de sesidn divididas
en lapsos de 15 minutos. Tiempo total de consumo y Consumo: Media + SEM; t student. Distribucién
porcentual: Media + SEM; ANOVA de dos vias usando como factores de variacion: Cepa y Lapso. Post-hoc:
Sidak. *vs SD, *P<0.05, **P<0.01. Sacarosa n = 9; Grasa vegetal n=6-7.
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Aligual que los animales con CITA inducida por sacarosa, al emplearse grasa vegetal como
alimento intermitente, la cepa WKY expreso el mayor porcentaje de tiempo de consumo (aprox.
63% del tiempo total de consumo) durante los primeros 15 minutos de la sesidn de aislamiento. A
diferencia de la cepa SD, que presenté dos episodios de consumo, el primero durante los primeros
15 minutos de la sesion (aprox. 39% del tiempo total de consumo) y el segundo del minuto 60 al 75

(aprox. 21% del tiempo total de consumo).

7.1.5 Efecto del ciclo estral en la CITA

Considerando el efecto que el ciclo estral tiene sobre el consumo normal de los alimentos, se
clasifico la ingesta caldrica expresada en cada sesidn de aislamiento se clasificd con base en la
fase del ciclo estral en que el animal se encontraba. En la Tabla 2 se muestra el promedio del
consumo caldrico clasificado por fase del ciclo estral de las 12 sesiones del PICITA de los tres

grupos de estudio de ambas cepas.

Al comparar el consumo registrado entre las fases del ciclo estral de los grupos sacarosay grasa
de ambas cepas no se observd diferencia, aligual que en el grupo control de la cepa SD. La unica
diferencia significativa que se encontré fue en el grupo control de WKY, que presenté un mayor

consumo durante la fase diestro en comparacién con las fases proestro y estro (P<0.01).

Tabla 2. Ingesta promedio de kilocalorias durante las doce sesiones de aislamiento del
PICITA, clasificadas por fase del ciclo estral en que el animal se encontraba, de los grupos
control, sacarosay grasa de las cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY).

Ingesta de kilocalorias

Cepa Grupo (kcal/g peso corporal)
Proestro Estro Metestro Diestro

Control 0.042 +£0.004 0.054 = 0.004 0.039+0.004 0.048 £ 0.005
SD Sacarosa 0.112+0.003 0.11+£0.004 0.121 +0.004 0.124 £ 0.003
Grasa 0.197 +£0.02 0.174+0.017 0.229+0.016 0.1995% 0.009
Control 0.039+0.0032 0.033+0.0042 0.048 = 0.004 0.051 £0.002
WKY Sacarosa 0.095%+0.013 0.1 £0.005 0.108 = 0.009 0.109+0.003
Grasa 0.229+0.021 0.235=0.01 0.237+0.012 0.241 £ 0.009

Media + SEM. ANOVA de una via. Post hoc: Tukey. @ vs diestro, °P<0.01. Control n= 12 (SD y WKY);
Sacarosa, SD n =6, WKY n = 7; Grasa, SD n=9, WKY n=12.
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7.1.6 Efecto de las hormonas ovaricas en la CITA

El consumo calérico promedio registrado en las 12 sesiones del PICITA de ratas intactas y OVX se
muestra en la Tabla 3. En ambas cepas no se encontré diferencia en el consumo entre ambas
condiciones hormonales, siendo la dieta el Unico factor de variacion (SD, F (2, 48y = 94.23, P<0.0001;

WKY, F (2,49)= 147.0, P<0.0001).

Tabla 3. Ingesta promedio de kilocalorias durante las 12 sesiones de aislamiento del PICITA, de
ratas intactas y ratas ovariectomizadas (OVX) de los grupos control, sacarosay grasa de las
cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY).

Cepa Grupo Intactas OovX
Control 0.039+0.004 0.0477+0.004
SD Sacarosa 0.139+0.003 0.118+0.005
Grasa 0.248+0.018 0.269+0.034
Control 0.046+0.002 0.041+0.003
WKY Sacarosa 0.133+0.004 0.127+0.018
Grasa 0.277+0.021 0.256+0.016

Media + SEM. ANOVA de dos vias, considerando la dieta y la condicidon hormonal como factores de
variacion. Post hoc: Sidak. n=9

7.2 Objetivo 2: Evaluacion de la conducta tipo ansiedad en los animales sometidos al PICITA

7.2.1 Prueba de laberinto elevado en cruz

Como un primer acercamiento para evaluar la conducta tipo ansiedad asociada al desarrollo de la
CITA, serealizé la prueba de LEC. Los parametros evaluados fueron el porcentaje de tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y el porcentaje de las entradas realizada a los brazos abiertos,

ante mayor porcentaje de ambos parametros, menor la conducta tipo ansiedad observada.

En ambos parametros la dieta y la interaccidn dieta-cepa se identificaron como fuente de variacién
(porcentaje de tiempo en brazos abiertos: dieta (F (2,65)=4.192, P=0.0191), dieta — cepa (F 2,69 =
4.607, P=0.0132); porcentaje de entradas a brazos abiertos: dieta (F (2,69) = 6.376, P=0.0029), dieta -
cepa (F 2,690 = 7.185 P=0.0015)).

En la prueba de Tukey para comparar los parametros entre dietas de cada cepa, se evidencié que
solo en la cepa WKY los grupos con CITA inducida por la intermitencia de sacarosa o grasa
presentaron un porcentaje significativamente menor de tiempo de permanencia en los brazos
abiertos (Control vs. Sacarosa P=0.0399, vs. Grasa P=0.0003) y de entradas a los brazos abiertos

(Control vs. Sacarosa P=0.014, vs. Grasa P <0.0001) que su respectivo grupo control (Figura 9).

42



a) Porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos

* %k
100 i *
! —_—
3 :
£ |
2 !
w |}
'° |}
) :
1
Control Sacarosa Grasa Control Sacarosa Grasa
SD WKY
b) Porcentaje de entradas a brazos abiertos
*okk
*
100 ' (o]
" I 0a00
< [ | i o0
o A A
s - e
- ° A n ' AA m]
g 50 A ' °0° o A A oo
o ' o nB
° ! o
® :

Control Sacarosa Grasa Control Sacarosa Grasa
SD WKY

Figura 9. Porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos (a) y porcentaje de entradas a brazos
abiertos (b) en la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC) del grupo control y de los animales con
conducta de ingesta tipo atracon (CITA) inducida por sacarosa y grasa vegetal de las cepas Sprage-
Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY). Media + SEM. ANOVA de dos vias. Post-hoc: Tukey, *P<0.05,
***P<0.007. n=9 -14.

7.2.2 Comportamiento de afrontamiento activo en la prueba de enterramiento de canicas
modificado

Adicional a la prueba de LEC para evaluar la conducta tipo ansiedad, se evaluaron las conductas
de afrontamiento activo realizadas por el animal ante la exposicion a una situacion novedosa, en
este caso, a la arena empleada en la prueba de enterramiento de canicas. Los parametros

evaluados fueron el tiempo acumulado de enterramiento y de acicalamiento rostral compulsivo,

una mayor expresion de dichos parametros se interpreta como una mayor conducta tipo ansiedad.

En el tiempo de enterramiento, se identificd a la cepa, la dieta y la interaccién de ambos factores

como la fuente de variacion (Cepa, F(1,49)= 9.530, P = 0.0033; Dieta, F (2, 49)= 3.556, P = 0.0361;
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Interaccion, F (2, 49)= 8,123, P = 0,0009). En el caso del tiempo acicalamiento rostral compulsivo, la
cepay ladieta de forma individual fueron la fuente de variacién (Cepa, F (1,499 = 16.07, p=0.0002;

Dieta, F (2,49) = 9.451 s P= 0,0003)

La conducta de afrontamiento predominante fue diferente para cada cepa; mientras la cepa SD
expreso principalmente una conducta de enterramiento, la cepa WKY expresoé de forma
predominante un acicalamiento rostral compulsivo. De manera independiente a la conducta de
afrontamiento expresada, el efecto de la dieta sobre la conducta fue el mismo en ambas cepas. En
la prueba Tukey para comparar los parametros entre dietas de cada cepa, el grupo con CITA
inducida por sacarosa en amabas cepas, expreso un tiempo significativamente mayor a sus
respectivos grupos control y grasa en la realizacién de una conducta de afrontamiento activa,
enterramiento en el caso de la cepa SD (P=0.0152) y acicalamiento rostral compulsivo en caso de

la cepa WKY (P=0.0102) (Figura 10).
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Figura 10. Tiempo de enterramiento (a) y acicalamiento rostral compulsivo (b) en la prueba
modificada de enterramiento de canicas de ratas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY)
sometidas al protocolo de induccién de conducta alimentaria tipo atracon (PICITA) de los grupos
control, sacarosa y grasa. Media + SEM. ANOVA de dos vias. Post-hoc: Tukey *vs Control, *P<0,05; * vs
Sacarosa, * P<0,001. n=7-10.
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7.2.3 Variacion de los niveles de corticosterona en respuesta a un estresor.

Como una aproximacion para evaluar el efecto de la CITA sobre la activacion del eje HHA, se

evalu¢ la respuesta de los niveles de corticosterona ante un estresor.

Los grupos controly con CITA inducida por la intermitencia de grasa presentaron una respuesta

similar ante la exposicién al estresor. En ambos grupos la cepay la presencia de estrés fueron

identificados como la fuente de variacion. Al realizar la prueba de comparacién multiple Sidak de

los niveles de corticosterona en presencia o ausencia de estrés, se observé que solo en la cepa

WKY los niveles de corticosterona en presencia de estrés fueron significativamente mayores que

en condiciones basales (Control, P=0.0091; Grasa, P=0.05) (Figura 11).

En los grupos con CITA inducida por la intermitencia de sacarosa, la presencia de estrés y la

interaccidn entre presencia de estrés-cepa se identificaron como la fuente de variacion; en la

prueba de comparacién multiple Sidak entre condiciones de estrés se observo que solo la cepa SD

presento niveles significativamente mayores en presencia de estrés que en condiciones basales

(P=0.0058), en el caso de WKY, los niveles de corticosterona estaban elevados tanto en ausencia

como en presencia de estrés.
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Figura 11. Niveles séricos de corticosterona en grupos control, sacarosa y grasa de ratas Sprague-Dawley
(SD) y Wistar-Kyoto (WKY) en ausencia (SE) y presencia (E) de estrés. Media + SEM. ANOVA de dos vias.
Post-hoc: Sidak, *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001; n= 3-5.
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En general, la exposicion a estrés en la cepa WKY elevo los niveles de corticosterona, a excepcion
del grupo con CITA inducida por la intermitencia de sacarosa, el cual presentd niveles elevados de
corticosterona en condiciones basales, es decir sin ser expuesto a un estresor. Para la cepa SD,
solo el grupo con CITA inducida por la intermitencia a sacarosa fue susceptible al efecto de la

exposicion a estrés sobre los niveles de corticosterona en sangre.

7.3 Objetivo 3: Valoracion metaboélica en los grupos experimentales

7.3.1 Indice de Masa Corporal (IMC) y porcentaje de tejido adiposo total

Como primer acercamiento para evaluar el estado nutricional de los animales sometidos al PICITA
se calculd el IMC Yy el porcentaje de tejido adiposo total. El analisis de ambos parametros brinda

mas informacion sobre el estado nutricional que la sola comparacion de los pesos entre grupos.

ELIMC no se vié afectado por la dieta en ninguna de las dos cepas, siendo la cepa la Unica fuente
de variacion observada (F 1,35 = 63.18; P<0.0001). En la prueba Sidak de comparacién multiple
entre cepas se observa que WKY presenta un IMC significativamente menor a SD en los tres grupos
de estudio (Control P<0.001; Sacarosa P<0.01; Grasa P<0.001) (Figura 12). Estos resultados

concuerdan con lo observado de forma empirica al comparar las dimensiones de ambas cepas.
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Figura 12. Indice de masa corporal (IMC) de ratas sometidas al PICITA de las cepas Sprague-Dawley
(SD) y Wistar-Kyoto (WKY) control, sacarosa y grasa vegetal (Grasa). Media + SEM. ANOVA dos vias
usando como factores de variacion: Cepa y Dieta. Post hoc: Sidak. **P<0,01, ***P<0,001. n=5-9.
A diferencia del IMC, tanto la dieta como la cepa fueron factores de variacion para el porcentaje de
tejido adiposo total (Dieta: F (2,36 = 14.79, P<0.0001; Cepa: F (1,36 = 12.51, P=0.0011). Al realizar la
prueba Sidak de comparaciéon multiple entre las dietas se observé una acumulacién

significativamente mayor de tejido adiposo en los grupos con CITA inducida por la intermitencia a
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grasa en comparacion con su respectivo grupo control en ambas cepas, y en el caso de SD
también con respecto al grupo con CITA inducida por la intermitencia a sacarosa. Al realizar la
prueba de comparacién multiple entre cepas, se observa Unicamente diferencia entre los grupos
con CITA inducida por grasa, presentando una acumulacion de tejido adiposo significativamente

mayor la cepa SD en comparacion con su homologo de la cepa WKY (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje corporal de tejido adiposo de ratas sometidas al PICITA de las cepas Sprague-
Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) control, sacarosa y grasa vegetal (Grasa). Media + SEM. ANOVA dos
vias usando como factores de variacion: Cepa y Dieta. Post hoc: Sidak; *vs Control, *P<0,05, **P<0.01;
#vs Sacarosa, ** P<0.01; *vs SD, ** P<0.01. n=5-9.

7.3.2 Porcentaje de tejido adiposo visceral y subcutaneo.

El porcentaje de tejido adiposo total comprende tanto el tejido adiposo visceral como el tejido
adiposo subcutaneo. El conocer las proporciones de manera individual de ambos depdésitos brinda
informacién importante sobre el estado metabdlico del animal, debido a que presentan

caracteristicas metabdlicas diferentes entre si.

En el porcentaje de tejido adiposo visceral se identificaron como factores de variacion, la dietay la
cepa (Dieta, F (2,36 = 12.63, P<0.0001; Cepa, F 1,36 = 15.47, P=0.0004). Al realizar la prueba Sidak de
comparacion multiple entre las dietas se observé una acumulacion significativamente mayor en
los grupos con CITA inducida por la intermitencia de grasa en comparacién con su respectivo
grupo control en ambas cepas (SD P<0.001; WKY P<0,05); y en el caso de la cepa SD, también con
respecto al grupo con CITA inducida por la intermitencia a sacarosa(P<0.01). Al realizar la

comparacion entre cepas se observé una acumulacién significativamente mayor en el grupo con
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CITA inducida por la intermitencia a grasa de la cepa SD en comparacion con su homadlogo de la

cepa WKY (P<0.001) (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje corporal de tejido adiposo visceral de ratas sometidas al PICITA de las cepas
Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) control, sacarosa y grasa vegetal (Grasa). Media + SEM.
ANOVA dos vias usando como factores de variacion: Cepa y Dieta. Post hoc: Sidak: *vs Control,
*P<0,05, ***P<0.001; *vs Sacarosa, *P<0.01; *vs SD, ***P<0.001. n=5-9.

En el caso del porcentaje de tejido adiposo subcutaneo, solo se identificé a la dieta como factor de
variacion (,se = 4.401, P=0.0195). Al realizar la prueba Sidak de comparacion multiple entre las
dietas, la Unica diferencia observada fue en la cepa SD, expresando el grupo con CITA inducida por
la intermitencia a grasa una acumulacién significativamente mayor en comparacion a su

respectivo grupo control (P< 0.05) (Figura 15).

Al comparar la variacion en los porcentajes del tejido adiposo total, visceral y subcutaneo, se
puede apreciar que tanto el porcentaje del tejido adiposo total como el porcentaje de tejido
adiposo visceral presentaron el mismo comportamiento. Por su parte, el tejido adiposo
subcutaneo fue el que menor variacion presentd, por lo que deducimos que la acumulacion

metabdlica de lipidos en nuestro protocolo se realiza en el tejido adiposo visceral.
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Figura 15. Porcentaje corporal de tejido adiposo subcutaneo de ratas sometidas al PICITA de las
cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) control, sacarosa y grasa vegetal (Grasa). Media +
SEM. ANOVA dos vias usando como factores de variacion: Cepa y Dieta. Post hoc: Sidak; *vs Control,
*P<0.05. n=5-9.

7.3.3 Morfologia de tejido adiposo visceral y subcutaneo.

El analisis de la morfologia celular de los adipocitos brinda informacién sobre la funcionalidad
metabdlica del tejido adiposo estudiado. Los parametros de interés fueron el drea de la célulay el
numero total de células por campo. En la Figura 16 se muestran fotografias representativas de
cortes histolégicos de tejido adiposo visceral de un animal representativo por cada grupo

experimental.

Al evaluar el area promedio del adipocito y el nimero de adipocitos por campo de los cortes
histolégicos del tejido adiposo visceral se identifico a la dieta como el Unico factor de variacién
(Area, F 2,260= 10.59, P=0.0004; Numero de adipocitos, F 2,26y = 4.755, P=0.0174). En la prueba Sidak
de comparacién multiple entre dietas se observo, en el caso de la cepa SD un drea promedio de los
adipocitos significativamente mayor en las ratas con CITA inducida por la intermitencia a grasa en
comparacién con las ratas con CITA inducida por sacarosa (P<0.05). En el caso de la cepa WKY, se
observé un nimero de adipocitos significativamente menor (P<0.05) y un area promedio
significativamente mayor (P<0.05) en el grupo con CITA inducida por grasa vegetal en comparacién

con su respectivo grupo control (Figura 17).
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Tejido adiposo visceral

SD

Control

Sacaros

Grasa

Figura 16. Cortes histoldogicos representativos de muestras de tejido adiposo visceral de ratas
sometidas al PICITA de las cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) de los grupos control y
animales clasificados con CITA de los grupos sacarosa y grasa. Tincion hematoxilina-eosina. 40x.
Campo: 140um x 105 um.
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a) Area promedio de los adipocitos
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Figura 17. Area promedio de los adipocitos y nimero de adipocitos por campo evaluado en cortes
histologicos de tejido adiposo visceral de ratas sometidas al PICITA de las cepas Sprague-Dawley (SD)
y Wistar-Kyoto (WKY) de los grupos control, y animales clasificados con CITA de los grupos sacarosa y
grasa. Media + SEM. ANOVA dos vias usando como factores de variacion: Cepa y Dieta. Post hoc: Sidak
comparacion multiple entre grupos de la misma cepa; * vs Control, *P<0.05, *vs Sacarosa, *P<0.05.

En la Figura 18 se muestran fotos representativas de cortes histolégicos del tejido adiposo

subcutaneo de un animal representativo por cada grupo experimental. En este tejido, el drea de los

adipocitos y el nimero de adipocitos por campo presentaron variacion por efecto de la cepa (Area,

F (.32 = 15.16, P=0.0005; NUmero, F (1,s= 10.72, P=0.0025), la dieta (Area, F (s = 26.27, P<0.0001;

NUmero, F 32 = 31.52, P<0.0001) y la interaccién de ambos factores (Area, F 5, 32= 10.22,

P=0.0004; NUmero, F 5,3 = 12.16, P=0.0001).
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Tejido adiposo subcutaneo

Control

Sacaros

Grasa

Figura 18. Cortes histoldgicos representativos de muestras de tejido adiposo subcutaneo de ratas
sometidas al PICITA de las cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) control y animales
clasificados con CITA de los grupos sacarosa y grasa. Tincion hematoxilina-eosina. 40x. Campo:
140um x 105 um.
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En la prueba Sidak de comparacion multiple entre las dietas, se observo en el caso de la cepa SD

un area promedio de los adipocitos significativamente mayor en las ratas con CITA inducida por la

intermitencia a grasa en comparacion con las ratas con CITA inducida por sacarosa (P<0.05). En la

cuantificacion de adipocitos por campo, se observé un numero significativamente mayor en las
ratas con CITA inducida por la intermitencia a sacarosa en comparacién con las ratas con CITA

inducida por grasa (P<0.001), asi como de su respectivo grupo control (P<0.01) (Figura 19).
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Figura 19. Area promedio de los adipocitos y nidmero de adipocitos por campo evaluado en cortes
histolégicos de tejido adiposo subcutaneo de ratas sometidas al PICITA de las cepas Sprague-Dawley
(SD) y Wistar-Kyoto (WKY) de los grupos control, y animales clasificados con CITA de los grupos
sacarosay grasa. Media + SEM. ANOVA dos vias usando como factores de variacion: Cepa y Dieta. Post
hoc: Sidak comparacién multiple entre grupos de la misma cepa; *vs Control, **P<0,01, ***P<0.001; *vs
Sacarosa, *P<0.05, ##P<0.001; *vs SD, **P<0.01, ***P<0.001.
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En los grupos de la cepa WKY, al realizar la prueba Sidak de comparacion multiple entre las dietas
se observa que las ratas con CITA del grupo de grasa presentan un area celular significativamente
mayor y un numero de adipocitos significativamente menor en comparacion con las ratas con CITA
inducida por sacarosa (Area P<0.001; niimero P<0.001) y con su respectivo grupo control (Area

P<0.001; numero P<0.001) (Figura 19).

Al comparar entre cepas ambos parametros se observo que, en los grupos con CITA inducida por
sacarosa, la cepa SD presentd un numero de adipocitos significativamente mayor a su homoélogo
de la cepa WKY (P<0.001). En el caso de los grupos con CITA inducida por la intermitencia a grasa,
la cepa WKY presenté un area celular significativamente mayor (P<0.001) y un numero de

adipocitos significativamente menor (P<0.001) a su homologo de la cepa SD (Figura 19).

7.3.4 Prueba de tolerancia glucosa

Para evaluar el efecto de la CITA sobre la capacidad del organismo a metabolizar la glucosa, se
efectud la prueba de tolerancia a glucosa en dos etapas, antes de iniciar el PICITA (basal) y al
finalizar el protocolo. Las mediciones secuenciadas de los niveles de glucosa en sangre posterior
ala administracion i.p. de glucosa se graficaron con respecto al tiempo de toma de muestra para
construir la denominada curva de tolerancia a la glucosa, a partir de ella se calculé el area bajo la
curva que representa la media geométrica del incremento total de glucosa en sangre durante la

prueba.

En la cepa SD no se observo efecto del PICITA en el area bajo la curva de ninguno de los grupos
experimentales. Al analizar las curvas de tolerancia a glucosa en esta cepa el Unico factor de
variacion identificado fue el tiempo de medicion. No obstante, en el grupo con CITA inducida por la
intermitencia a grasa se logra apreciar la tendencia de un posible efecto de PICITA (F 1,4 = 6.886,
P=0.0585); al realizar la prueba Sidak de comparacion multiple se logra identificar una
concentracién de glucosa sérica significativamente mayor como efecto del PICITA en comparacion

a la condicion basal a los 30 minutos de haber administrado la glucosa (Figura 20).

En la cepa WKY las ratas con CITA inducida por sacarosa fueron las Unicas en presentar un area
bajo la curva significativamente mayor posterior al PICITA que en condiciones basales (P=0.03). En
el andlisis de la curva de tolerancia a glucosa del grupo controly de las ratas con CITA del grupo de

grasa se identificé como factores de variacion en los niveles de glucosa sérica al tiempo de
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medicion (Control: Fs,10)= 40.48, P<0.0001; Grasa: F 5,20 = 29.65, P<0.0001) y a la interaccion

tiempo de medicién-PICITA (Control: Fs,10)= 3.963, P=0.0305; F (5,20 = 2.938, P=0.0379). En el caso

del grupo con CITA inducida por sacarosa se identifico al tiempo de medicion (F (s, 20 = 95.05,

P<0.0001), al PICITA (F 1,4=10.59, P=0.0313) y a la interaccién de ambos (F (s,20)= 4.614, P=0.0058)

como factores de variacion.
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Figura 20. Curva de tolerancia a la glucosa y drea bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa de
ratas antes (Basal) y después (PICITA) de ser sometidas al PICITA de las cepas Sprague-Dawley (SD) de los
grupos control, y animales clasificados con CITA de los grupos sacarosa y grasa. Media + SEM. n=5

Curva de tolerancia. - ANOVA de dos vias de medidas repetidas usando como factores de variacion: Tiempo
y PICITA. Post hoc: Sidak comparacion multiple, * vs Basal, * P<0.05.

Area bajo la curva. - Prueba t-Student pareada,
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Alrealizar la prueba Sidak de comparacion multiple se logré identificar una concentracion de

glucosa sérica significativamente mayor como efecto del PICITA en comparacién a la condicion

basal a los 30, 45y 60 minutos posteriores a la administracion de glucosa en las ratas con CITA del

grupo de sacarosa (P<0.01, P<0.001 y P<0.01, respectivamente) indicando intolerancia a glucosa

(Figura 21).
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Figura 21. Curva de tolerancia a la glucosa y drea bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa
de ratas antes (Basal) y después (PICITA) de ser sometidas al PICITA de las cepas Wistar Kyoto (WKY)
de los grupos control, y animales clasificados con CITA de los grupos sacarosa y grasa. Media + SEM.
Curva de tolerancia. - ANOVA de dos vias de medidas repetidas usando como factores de variacion:
Tiempo y PICITA. Post hoc: Sidak comparacion multiple.

Area bajo la curva. - Prueba t-Student pareada. * vs Basal, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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7.3.5 Panel lipidico

Para evaluar el efecto del PICITA en el metabolismo de los lipidos, se realizé un panel lipidico

analizando la concentracion sérica de triglicéridos, colesterol, VLDL, LDL, HDL y AGL, de animales

controly animales con CITA de los grupos sacarosa y grasa de ambas cepas.

En el analisis estadistico de los valores séricos de triglicéridos y VLDL se identificé ala dietay a la

interaccion dieta-cepa como factores de variacion (Tabla 4). Al realizar la prueba Sidak de

comparacion multiple entre dietas se observo, en la cepa SD valores significativamente mayores

de triglicéridos y VLDL en los animales con CITA del grupo de sacarosa en comparacion con su

respectivo grupo control (Triglicéridos P=0.005; VLDL P=0.0058). En el caso de la cepa WKY, los

animales con CITA del grupo de grasa fueron los que presentaron un valor significativamente mayor

de ambos pardmetros en comparacion con su grupo control (Triglicéridos: P=0.0090; VLDL

P=0.0109). Al realizar la prueba de comparaciéon multiple entre cepas se identificaron valores

significativamente mayores de triglicéridos y VLDL en los animales con CITA del grupo de grasa de

la cepa WKY en comparacion con su homoélogo de la cepa SD (Triglicéridos P=0.0058, VLDL

P=0.0064) (Tabla 3).

Tabla 3. Panel lipidico de las cepas Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) sometidas al PICITA con dieta
control (chow), sacarosay grasa vegetal.

SD WKY
Control Sacarosa Grasa Control Sacarosa Grasa
n=6 n=6 n=7 n=6 n=5 n=5
Triglicéridos (mg/dL) 108.7£7.9 | 179.0+1.8* | 114.9+17.5 | 116.2¢15.9 134.0£24.7 185.0+7.3°S
Colesterol total (mg/dL) | 68+2.9 89%5.1 75%4.2 96.3+11.6° 95.6+2.9 136.8+8.2°5
VLDL (mg/dL) 15+1.2 24.7+0.33* | 15.7+2.4 16x2.3 18.423.4 25.4+0.9%%
LDL (mg/dL) 33.3+1.9 | 36%3.8 35.6=1.9 48.3:5.8° 44.2+1.6 66.6+5.9%%
HDL (mg/dL) 19.7+2.1 | 28.32.6 24.6+2.5 32+3.95 33%2.6 44.8+1.9%5
AGL (mg/dL) 11.321.6 | 22.524.1 16.922.5 21.67+3.8 19.86+4.5 23.62+4.1

Media = SEM. ANOVA de dos vias, post hoc: Sidak’s *vs Control SD, 2 vs Control WKY, Svs SD (mismo grupo), n= 5-6

En el caso de los niveles séricos de colesterol total, LDL y HDL, se identificaron como factores de

variacion a la cepa, la dieta y la interaccion dieta-cepa (Tabla 4). En la prueba Sidak de

comparacion multiple entre dietas solo se identificaron diferencias entre los grupos de la cepa

WKY, especificamente en los animales con CITA inducida por la intermitencia de grasa que

presentaron valores significativamente mayores de colesterol, LDLy HDL en comparacion con su

respectivo grupo control (Colesterol P=0.0006, LDL P=0.0087, HDL P=0.0102). Al realizar la

comparacioén entre cepas se observd que de manera basal (entre grupos control) la cepa WKY
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expresa niveles séricos de colesterol, LDL y HDL significativamente mayores que SD (colesterol P=
0.0130, LDL P=0.0268, HDL P=0.0094), el mismo comportamiento de los datos se observa al
comparar los animales con CITA de los grupos de grasa entre cepas (Colesterol P <0.0001, LDL P

<0.000, HDL P <0.0001).

En el caso de AGL, no se observé diferencia entre cepas ni entre grupos experimentales.

Tabla 4. ANOVA 2 vias de los parametros del panel lipidico de las cepas
Sprague-Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) sometidas al PICITA con
dieta control (chow), sacarosay grasa vegetal
Cepa Dieta Interaccion
Lo L. F (1,290=0.8285 F (2,29= 5.358 F (2,29)=7.615
Triglicéridos | _, 3702 P=0.0105* P=0.0022**
Colesterol F (1,290 = 35.01 F (2,29 = 6.904 F (2,200 = 8.422
P<0.0001*** P=0.0035** P=0.0013**
VLDL F (1,209 =0.7767 F (2,29)=5.079 F (2,290=7.477
P=0.3854 P=0.0129* P=0.0024**
LDL F (1,209 =32.73 F (2,290 = 5.060 F (2,209) = 4.547
P<0.0001*** P=0.0130* P=0.0192*
HDL F (1,29)= 30.22 F (2,29 = 5.290 F (2,29)= 3.884
P<0.0001*** P=0.0110* P=0.0320*
AGL F (1,29)=2.900 F (2,209 =1.043 F (2,209)=1.836
P=0.0993 P=0.3654 P=0.1776

7.3.6 Concentracion sérica de Adiponectina, Insulina y Leptina

Al evaluar los niveles séricos de adiponectina, insulinay leptina en los grupos de estudio solo se
observaron diferencias en los niveles de adiponectina e insulina. En el caso de adiponectina se
identific6 a la interaccion cepa-dieta como el Unico factor de variacion (F o, 29)= 4.575, P=0.0187,) y
en el caso de insulina la cepa (F (1,29)= 7.053, P=0.0127) y la interaccién cepa-dieta (F (2,29 = 4.639,

P=0.0179) se identificaron como fuente de variacién (Tabla 6).

Alrealizar la prueba Sidak de comparacion multiple de los niveles de adiponectina entre los grupos
de cada cepa, solo se identificé diferencia entre los grupos de la cepa SD, especificamente los
animales con CITA del grupo de sacarosa que presentaron niveles de adiponectina
significativamente menor a los de su respectivo grupo control (P=0.0018). Al realizar la
comparacion entre cepas no se observod ninguna diferencia. En el caso de los niveles de insulina,
no se observaron diferencias entre los grupos experimentales de cada cepa. Alcomparar entre
cepas se observo que en condiciones basales (grupos control) la cepa WKY presenta niveles

significativamente mayores de insulina que la cepa SD (P=0.0210), de igual manera en animales
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con CITA inducida por acceso intermitente a grasa de la cepa WKY presentan niveles

significativamente mayores a los de su homodlogo de la cepa SD (P=0.0291) (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones séricas de las hormonas insulina, leptina y adiponectina de las cepas Sprague-
Dawley (SD) y Wistar-Kyoto (WKY) sometidas al PICITA con dieta control, sacarosa y grasa vegetal.

SD WKY
Control Sacarosa Grasa Control Sacarosa Grasa
n=6 n=6 n=7 n=6 n=5 n=5
Adiponectina (ulU/mL) 1.2+0.14 0.7+0.02* 1.04+0.07+ | 0.92+0.08 0.96+0.08 0.86+0.08
Insulina (ng/ml) 13x1.4 21.2+3 15.1%1 22.5%2.48 17.9+3.8 24.3£2%
Leptina (ng/ml) 4.2+0.3 5.6+0.4 4.1+0.4 5.3+0.7 5.3+0.4 5.268+0.3

Media * SEM. ANOVA de dos vias, post hoc: Sidak’s *vs Control SD, Svs SD (mismo grupo), n=5-6

Tabla 6. ANOVA de dos vias de las concentraciones séricas de las hormonas
insulina, leptina y adiponectina adiponectina de las cepas Sprague-Dawley (SD)
y Wistar-Kyoto (WKY) sometidas al PICITA con dieta control, sacarosa y grasa

vegetal.
Cepa Dieta Interaccion
Adiponectina F (1,290=1.385 F (2,200 =2.929 F (2,209)=4.575
P=0.2488 P=0.0694 P=0.0187*
Insulina F (1,29)=7.053 F (2,290=0.4520 F (2,20 =4.639
P=0.0127* P=0.6407 P=0.0179*
Leptina F (1,200 = 3.042 F 2,290=1.623 F (2,299 = 1.378
P=0.0917 P=0.2147 P=0.2682

7.4 Resumen de resultados

A continuacioén, se muestran el resumen de resultados clasificados por objetivo general de

investigacion.

Objetivo 1.- Evaluaciény comparacion de la susceptibilidad al desarrollo de la conducta de ingesta

tipo atracdn

Sacarosa Grasa

Ingestg promedlq exprgsada durante SD = WKY SD < WKY
las sesiones de aislamiento (kcal/kg)
% de individuos con CITA SD = WKY SD < WKY
Tlempg ptar'a el desarrollo de la CITA SD > WKY SD > WKY
(% de individuos que expresaron la e e
CITA en 4 semanas)

SD WKY SD WKY
Pa'Fron 'de ingesta ,semejante aun v y « v
episodio de atracon
Efectg fasico dg las hormonas ovaricas Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
en la ingesta (ciclo estral)
Efecto tonico de las hormonas ovaricas Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto

en la ingesta (OVX)
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Objetivo 2: Evaluacion de la conducta tipo ansiedad en los animales sometidos al PICITA

SD WKY
Sacarosa Grasa Sacarosa Grasa
Laberinto elevado en cruz (LEC)
% tiempo en brazos abiertos - - N v
% entradas a brazos abiertos - - N N
Prueba modificada de canicas
Tiempo enterramiento 0 - - -
Tiempo acicalamiento - - D =
Actividad del eje HHA SE<CE SE=CE SE=CE SE<CE
Sin estrés (SE) - - D =
Con estrés (CE) 0 - » N
-sin cambio referente al grupo control; ™ mayor vs grupo control; ¥ menor vs grupo control
Objetivo 3: Valoracion metabdlica en los grupos experimentales
SD WKY
Sacarosa Grasa Sacarosa Grasa
IMC - - - -
% de tejido adiposo total - D - 0
% de tejido adiposo visceral - 0 - 0
Area celular (tejido adiposo visceral) - - - Q)
Numero de adipocitos (tejido adiposo i ) ) 9
visceral)
% de tejido adiposo subcutaneo - D = =
Area celular (tejido adiposo subcuténeo) - - - 0
Numero de adipocitos (tejido adiposo " i i .
subcutaneo)
Intolerancia a glucosa (area bajo la curva) - - 0 -
Triglicéridos (mg/dL) 0 - - Q)
Colesterol total (mg/dL) - - - N
VLDL (mg/dL) 0 = = 0
LDL (mg/dL) - - - N
HDL (mg/dL) - - = 0y
AGL (mg/dL) - - - -
Adiponectina (plU/mL) v = = =

Insulina (ng/ml)
Leptina (ng/ml)

-sin cambio referente al grupo control; ™ mayor vs grupo control; ¥ menor vs grupo control
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8. DISCUSION

8.1 Comparacion de la predisposicion al desarrollo de la CITA entre cepas
La implementacion de un modelo de acceso intermitente a un alimento palatable indujo tanto en
la cepa SD como en la cepa WKY una CITA. No obstante, se pudieron observar diferencias

significativas entre cepas tanto en la conducta como en la respuesta metabdlica.

Dentro de las diferencias observadas entre cepas destaca la diferencia de peso. A lo largo del
protocolo, la cepa WKY mostré un fenotipo de menor peso que la cepa SD en los tres grupos
experimentales, esto a pesar de presentar un consumo de grasa significativamente mayor al de SD.
Adicionalmente, el consumo calérico durante la sesiones de aislamiento entre los animales de la
cepa SD presenté una mayor dispersion a comparacion del consumo de los animales de la cepa

WKY.

Teniendo en cuenta la diferencia calérica entre alimentos y la dispersiéon de consumo caldrico
entre los individuos de cada cepa, se optd por implementar un criterio de clasificacion basado en
la ingesta “normal” de sacarosay grasa vegetal que expresa cada cepa. Considerando que la
intermitencia del alimento palatable fue el unico factor involucrado para inducir la ingesta anormal
de alimento, se considerd que el consumo “normal” seria aquel expresado por los animales con

acceso continuo al alimento palatable.

Con laimplementacién del criterio de clasificacion se identificé a los animales con CITAy a los
animales resistentes al desarrollo de esta conducta en ambas cepas. Se identificd un mayor
porcentaje de individuos resistentes en los grupos con acceso a sacarosay grasa de la cepa SD;y
en el caso de la cepa WKY, solo se identificaron individuos resistentes al emplear sacarosa como
alimento intermitente. Al evaluar el tiempo requerido para el desarrollo de la CITA, se observé que
un porcentaje mayor de ratas de la cepa WKY en comparacién a la cepa SD desarrollaron la CITA
con solo dos semanas de exposicién al protocolo de induccién. Considerando el mayor porcentaje
de individuos con CITAy el desarrollo mas rapido de la misma se puede inferir que la cepa WKY es
mas susceptible al desarrollo de la CITA en comparacion a la cepa SD, particularmente al emplear

grasa vegetal como alimento intermitente.

La duracién promedio de un protocolo de induccion de la CITA es de 28 dias (Rehn et al., 2022). No
obstante, hasta el momento ninguin trabajo ha reportado evidencia sobre el curso temporal en el

desarrollo de la CITA. La duracion del protocolo depende de diferentes factores, tales como el
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criterio de induccién de la conducta implementado y la definicién operacional del consumo tipo
atracon que cada trabajo considere. Adicionalmente, este es uno de los pocos trabajos que
compara el desarrollo de la CITA en dos cepas, siendo importante evaluar el tiempo que cada cepa
requirio para desarrollar la CITA con el protocolo implementado (Hildebrandt et al., 2014;

Papacostas-Quintanilla et al., 2017).

Eluso de una cepa con mayor susceptibilidad al desarrollo de la CITA, como lo es la cepa WKY en
comparacion a la cepa SD, se traduce en mejoras técnicas al momento de implementar el modelo
de CITA, tales como la disminucion del tiempo requerido para inducir la CITA, asi como la
reduccion del niumero de animales experimentales empleado. Esto es valido siempre y cuando el

objetivo experimental sea el estudio de animales susceptibles al desarrollo de la CITA.

Si bien una de las caracteristicas de los episodios de atracon es la ingesta excesiva de alimento, la
corta duracién del evento es otra de sus caracteristicas principales. En la clinica, se ha reportado
que un episodio de atracén en humanos presenta una duracidn aproximada de 2 horas (American
Psychiatric Association, 2013); sin embargo, teniendo en cuenta la diferencia de tamano entre una
rata y un humano, es de esperarse que el episodio de atracdn en una rata presente una duracién
significativamente menor. Siguiendo esta idea, se planted el caracterizar un episodio de atracén en
los modelos estudiados, cuantificando el tiempo efectivo de consumo del alimento, su
distribucion a lo largo de las 2 horas de la sesion de acceso analizada, y el consumo calérico

registrado en dicha sesion.

El episodio de atracén con sacarosa fue similar entre ambas cepas, presentando el mismo
consumo caldrico, en el mismo tiempo efectivo de consumo y expresando el mayor porcentaje del
tiempo de consumo (% 60%) durante los primeros 15 minutos de la sesién de acceso. Sin embargo,
al emplear grasa vegetal como alimento palatable, se observaron diferencias significativas entre
cepas, partiendo de un consumo caldrico significativamente mayor de la cepa WKY en
comparacioén con la cepa SD, a pesar de presentar el mismo tiempo efectivo de consumo. En
cuanto a la distribucién porcentual del tiempo de consumo a lo largo de la sesion, la cepa WKY
expreso el mayor porcentaje del tiempo de consumo (% 60%) durante los primeros 15 minutos de la
sesién de acceso, mientras que la cepa SD distribuyé el mayor porcentaje de su tiempo de
consumo en dos eventos con 45 minutos de intervalo entre ello, difiriendo del criterio de “alto

consumo en corto tiempo” caracteristico de un episodio de atracén.
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Al analizar el patrén de consumo durante las sesiones de acceso en ambas cepas, se observd que
la cepa WKY emulod el consumo caracteristico de un episodio de atracon, independientemente del
alimento palatable empleado. A diferencia de la cepa SD que solo expreso un patron de ingesta

similar al atracdn al emplear sacarosa como alimento palatable. Esto se traduce en un modelo de

CITA con mayor validez de apariencia por parte de la cepa WKY en comparacioén a la cepa SD.

Si bien los animales de la cepa SD clasificados con CITA inducida por la intermitencia a grasa
presentan un consumo caldrico elevado, su patron de consumo no emula un episodio de atracoén,
esto evidencia la importancia del tiempo de consumo como un criterio a considerar al modelar la
CITA en animales. En la mayoria de los protocolos reportados, el tiempo asignado a las sesiones de
acceso al alimento palatable se han basado en la evidencia clinica sobre la duracion de los
episodios de atracon (Rehn et al., 2022). Hasta el momento, este es el primer trabajo que ha
evaluado el patron de consumo durante una sesién de acceso, pudiendo determinar la duracién de
un episodio de atracén en ratas. Con base en los resultados obtenidos, se propone que el tiempo
de acceso al alimento palatable debe ajustarse a la duracién del episodio de atracén del modelo
animal empleado, que en el caso de la rata es de aproximadamente 15 minutos. La inclusion de

este criterio al momento de modelar la CITA brinda mayo validez de apariencia al modelo.

A pesar de haber empleado dos alimentos palatables con diferente composicién de
macronutrientes, no se compard su consumo debido a la significativa diferencia en la densidad de
kilocalorias (solucion de sacarosa 30% = 1.3kcal/g; grasa vegetal = 9kcal/g). Sin embargo, en ambos
casos, se confirmd, que independientemente de la composicién de macronutrientes del alimento
palatable, WKY es susceptible a desarrollar una conducta de atracon al expresar una ingesta
caldrica elevada en un episodio de alimentacién breve. Esto sugiere que la incorporacién de
alimentos mas complejos y atractivos semejantes a los consumidos por pacientes con BED
durante sus episodios de atracones puede inducir patrones alimentarios similares en WKY.
Adicionalmente, teniendo en cuenta el efecto de potenciacion de la mezcla de hidratos de carbono
y lipidos sobre la recompensa alimentaria (DiFeliceantonio et al., 2018), es posible que este tipo de
alimentos pueda facilitar el desarrollo de la CITA en la cepa WKY y, aligual que con la manteca

vegetal, exprese un consumo mayor que la cepa SD.

8.2 Efecto de las hormonas ovaricas en la CITA
Dado que empleamos hembras como modelo experimental para estudiar una conducta asociada a

la ingesta de alimentos y teniendo en cuenta la amplia documentacién sobre el efecto
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anorexigénico de las hormonas ovaricas (Eckel, 2011; Hirschberg, 2012; Rivera & Stincic, 2018),
nos planteamos evaluar el efecto de estas hormonas sobre la CITA estudiada. De esta manera se
evaluo el efecto del ciclo estral y la ausencia de hormonas ovaricas sobre la ingesta caldrica
durante las sesiones de aislamiento. En ambas determinaciones no se observaron diferencias en
el consumo de los individuos clasificados con CITA ni por efecto del ciclo estral, ni por la ausencia

de las hormonas ovaricas (ratas OVX) en ninguna de las dos cepas.

La falta de efecto del ciclo estral sobre la ingesta caldrica en modelos de CITA ha sido previamente
reportada por otros grupos experimentales empleando a la cepa SD como modelo animal (Calvez
& Timofeeva, 2016; Suarez-Ortiz et al., 2018; Yu et al., 2008). No obstante, la ausencia del efecto
ténico de las hormonas ovaricas sobre la CITA observada en este trabajo difiere de lo reportado
hasta ahora en los modelos de CITA en la cepa SD, en los cuales se ha documentado una mayor
ingesta caldrica en los grupos OVX en comparacion con los grupos intactos (Klump et al., 2011; Yu
et al., 2008). La diferencia en resultados puede deberse en gran medida al tiempo de acceso al
alimento palatable que emplean los demas estudios, siendo de 2 a 12 veces mayor que el tiempo

de acceso implementado en este trabajo (2 horas).

A pesar de que en nuestro modelo de CITA descartamos el efecto de las hormonas ovaricas sobre
la ingesta caldrica evaluada en la CITA, estos resultados no descartan categéricamente su
participacion en la sintomatologia del BED. En estudios clinicos, se ha reportado una fuerte
asociacion entre la variacion de las hormonas ovaricas durante el ciclo menstrualy la frecuencia
de los episodios de atracon, aumentando la frecuencia en las fases lutea media y premenstrual en

comparacién con las fases folicular y ovulatoria (Klump et al., 2008).

8.3 Desarrollo de la conducta tipo ansiedad

Considerando la elevada comorbilidad entre el BED y el trastorno por ansiedad generalizada, se
evalud si los animales clasificados con CITA inducida por la intermitencia a sacarosa o a grasa
vegetal expresaban una conducta tipo ansiedad. Se aplicé la prueba de LEC y la evaluacién de
conductas de afrontamiento en la prueba modificada de enterramiento de canicas una vez

concluido el PICITA.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los animales de la cepa WKY con CITA inducida por la
intermitencia a sacarosa expresaron conduta tipo ansiedad en ambas pruebas, estos resultados

coinciden con lo reportado previamente por nuestro grupo de estudio en la prueba de LEC
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(Papacostas-Quintanilla et al., 2017). En el caso de los animales de la cepa WKY con CITA inducida
por la intermitencia a grasa vegetal también presentaron la conducta tipo ansiedad, sin embargo,

esta solo se vio reflejada en la prueba de LEC.

En la cepa SD solo se expresod la conducta tipo ansiedad en la prueba modificada de enterramiento
de canicas asociada a la CITA inducida por sacarosa. La expresion de la conducta tipo ansiedad en
la cepa SD es algo nuevo, dado que hasta el momento se ha reportado que esta cepa no expresaba
ninguna conducta tipo ansiedad asociada a la CITA (Chandler-Laney et al., 2007; Satta et al., 2016).
No obstante, los protocolos que se han dado a la tarea de evaluar la expresion de la conducta tipo
ansiedad la han evaluado empleando la prueba de LEC (Chandler-Laney et al., 2007; Satta et al.,

2016), prueba donde también nosotros observamos la ausencia de esta conducta.

Ambas pruebas pueden clasificarse como modelos de estimulos exteroceptivos-interoceptivos,
que se basan en paradigmas etolégicos, involucrando las reacciones espontaneas que el animal
expresaria ante un estimulo estresante que no implican explicitamente dolor o malestar (Kumar et
al., 2013). ELLEC utiliza el conflicto entre la conducta exploratoria natural de los roedores y su
aversion a los lugares abiertos elevados; las conductas evocadas en este modelo incluyen
neofobia, exploracion y conflicto de acercamiento/evitacion (Kumar et al., 2013; Walf & Frye, 2007).
En la prueba modificada de enterramiento de canicas, se evalua la expresion de una conducta de
afrontamiento (enterramiento o acicalamiento), definida como cualquier accidn realizada para
calmarse durante o después de una situacioén estresante (De Boer & Koolhaas, 2003; Estanislau et
al., 2019). Considerando las conductas evocadas por ambas pruebas podemos inferir que la
prueba de LEC emula un estado de ansiedad generalizada, mientras la prueba de modificada de

enterramiento de canicas evaluUa la reactividad ante un estimulo estresante.

Teniendo en cuenta el comportamiento de ambas cepas observado en la prueba modificada de
enterramiento de canicasy el LEC, consideramos que la CITA, independientemente del alimento
palatable utilizado, promueve la expresion de un estado de ansiedad generalizada en la cepa WKY.
En cambio, en la cepa SD, solo la ingesta tipo atracdn de sacarosa aumenta su reactividad ante un

estimulo estresante, sin llegar a inducir un estado de ansiedad generalizada.

La predominancia del acicalamiento rostral compulsivo como conducta de afrontamiento ante una
situacion estresante es un comportamiento caracteristico de la cepa WKY (Rogel-Salazar & Lépez-

Rubalcava, 2011), a diferencia de la cepa SD cuya conducta de afrontamiento predominante es el

65



enterramiento (De Boer & Koolhaas, 2003). Esta diferencia en las conductas de afrontamiento
expresadas por cada cepa se vio reflejada en la prueba modificada de enterramiento de canicas,
en la cual, si bien cada cepa expresé una conducta diferente, el efecto de la dieta sobre la

conducta tipo ansiedad fue el mismo en ambas cepas.

De forma complementaria a la evaluacién de la conduta tipo ansiedad, se evalué el efecto de la
CITA sobre la activacion del eje HHA, para ello se evaluaron los niveles séricos de corticosterona
en condiciones basales y posterior a la exposicion a un estresor. En el grupo controly en los
animales con CITA inducida por la intermitencia de grasa de la cepa SD no se observé diferencia en
los niveles séricos de corticosterona como respuesta a la exposicion a un estresor. Es posible que
la falta de efecto en estos grupos se deba a la naturaleza del estrés utilizado. Se ha descrito que
animales sometidos a condiciones similares a nuestras sesiones de estrés muestran un aumento
minimo de corticosterona sérica debido a la posibilidad de realizar una conducta de afrontamiento
durante el evento (De Boer & Koolhaas, 2003; Koolhaas et al., 1999). Sin embargo, en el grupo
controly en los animales con CITA inducida por la intermitencia grasa de la cepa WKY, los niveles
de corticosterona aumentaron significativamente en respuesta al estresor empleado, este efecto
puede ser resultado de la hiperreactividad del eje HHA, caracteristica de esta cepa (Rittenhouse et

al. 2002).

Por su parte, la CITA inducida por sacarosa presenté un efecto sensibilizador del eje HHA en ambas
cepas. En SD facilité el aumento en los niveles séricos de corticosterona en respuesta a un
estresor que no tuvo efecto en su grupo control ni en los animales con CITA inducida por grasa
vegetal. Mientras que en WKY, la sola intermitencia de sacarosa produjo niveles elevados de
corticosterona en condiciones basales, sin observarse un incremento en ello en respuesta a la
exposicion a estrés. Este resultado puede interpretarse como un aplanamiento de la respuesta del
eje HHA, resultado de la posible hiperactivacion crénica del eje, tal como se ha descrito en

pacientes con BED (Rosenberg et al., 2013).

El efecto de la CITA inducida por sacarosa sobre los niveles séricos de corticosterona coincide con
elaumento en las conductas de afrontamiento expresadas por los grupos con CITA inducida por
sacarosa en la prueba modificada de enterramiento de canicas. Esto refuerza la idea de que la
ingesta excesiva de sacarosa altera el funcionamiento del eje HHA. Algunos estudios han descrito
una respuesta reducida de corticosterona al estrés como un efecto de la CITA inducida por

sacarosa en ratas SD; sin embargo, el PICITA utilizado en esos trabajos difiere del empleado por
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nosotros, particularmente en la implementacién de estresores como factores para inducir la CITA
(Calvez and Timofeeva 2016; Calvez et al. 2016), y el alojamiento individual que también afecta la
respuesta del eje HHA en modelos de CITA (Jahng et al. 2012). De esta manera, se puede
considerar que la respuesta reducida de corticosterona a la exposicion a estrés en los modelos de
CITA inducida por sacarosa en la cepa SD se debe a la exposicion a factores estresantes y al

aislamiento continuo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las dos pruebas para evaluar la conducta tipo
ansiedad aplicadas y el resultado de la respuesta de los niveles séricos de corticosterona a un
estresor, concluimos que el fenotipo susceptible al estrés que expresa la cepa WKY la hace mas

susceptible que la cepa SD al desarrollo de la conducta tipo ansiedad asociada a la CITA.

8.4 Caracterizacion metabélica del modelo de CITA

La primera aproximacion para evaluar el perfil metabdélico de ambas cepas en respuesta a la CITA
fue la evaluacién del peso corporal a lo largo del PICITA, observandose un peso significativamente
menor en la cepa WKY en comparacioén a SD a pesar de presentar consumos caldéricos similares.
De igual manera, el IMC registrado al final del protocolo fue significativamente menor en la cepa
WKY en comparacion a SD. La diferencia observada en la ganancia de peso frente a un consumo
caldrico similar nos brindd una primera evidencia sobre la disparidad en la respuesta metabdlica a

la ingesta tipo atracén entre ambas cepas.

Tanto la diferencia en el tamafo como la evidencia de la disparidad metabdlica entre estas cepas
coincide con lo reportado por Gordon et al. (2016), quienes evaluaron la respuesta metabdlica de
diferentes cepas, entre ellas las cepas SD y WKY, al ejercicio créonico. Ademas de un menor peso
corporal, la cepa WKY mostré un mayor nivel de actividad fisica, mayor consumo de alimentoy

menor pérdida de tejido adiposo en respuesta a la actividad fisica, en comparacién con la cepa SD.

A pesar de la diferencia en el tamanfo entre cepas, la CITA no indujo alteraciones ni en el peso ni el
IMC en ninguna de las dos cepas con ninguno de los alimentos palatables, este efecto coincide
con lo reportado en otros trabajos (Buda-Levin et al., 2005; Corwin et al., 1998; Dimitriou et al.,
2000; Papacostas-Quintanilla et al., 2017). Elaumento de peso solo ha sido reportado en
protocolos con acceso continuo y en algunos protocolos de acceso de baja restriccion a los
alimentos palatables (acceso durante 2 horas diarias) (Rospond et al. 2019; Bake, Morgan, and

Mercer 2014).
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Al evaluar el porcentaje de tejido adiposo total, la CITA inducida por grasa vegetal en ambas cepas
provoco una mayor acumulacion de tejido adiposo en comparacion con sus respectivos grupos
control, expresando una mayor acumulacién de tejido adiposo la cepa SD en comparacion con la
cepa WKY. El efecto observado en la acumulacion de tejido adiposo como resultado de la CITA
inducida por grasa difiere de lo reportado en otros trabajos, en los que se ha descrito la
acumulacion de tejido adiposo solo en grupos con acceso continuo a alimentos ricos en lipidos
(Bello et al., 2011; Dimitriou et al.,2000; Corwin et al., 1998; Bake et al., 2013). Es posible que, en
estos trabajos, el aumento de tejido adiposo en los grupos con acceso intermitente no sea
estadisticamente significativo debido a la inclusién de un grupo con mayor acceso al alimento

palatable y por ende mayor acumulacién de tejido adiposo.

Al evaluar de forma independiente los depdsitos de tejido adiposo visceral y subcutaneo, se
observé que el aumento en el porcentaje de tejido adiposo total en el grupo de la cepa SD con CITA
inducida por grasa vegetal, fue resultado del aumento en la cantidad de ambos depdsitos. A
diferencia del grupo de la cepa WKY con CITA inducida por grasa, en el cual el aumento del
porcentaje del tejido adiposo total fue resultado de la acumulacion en el depdsito visceral, sin
observarse diferencias en el porcentaje de tejido subcutaneo entre los grupos experimentales de la
misma cepa. El patrdn de distribuciéon del tejido adiposo observado en la cepa WKY se asemeja al
descrito en sujetos incapaces de adaptarse al estrés crénico. Se ha sefialado que estos sujetos
presentan alteraciones neuroenergéticas que promueven la acumulacion de tejido adiposo
visceral, la pérdida de grasa subcutdanea y aumentan el riesgo de sufrir accidentes

cerebrovasculares (Peters & McEwen, 2015).

La distribucién regional del tejido adiposo se ha asociado a importantes implicaciones
metabdlicas. Mientras el tejido adiposos subcutaneo ha sido descrito como un importante
amortiguador energético (Tandon et al., 2018), el tejido adiposo visceral se ha asociado a un mayor
riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas (Bays & Ballantyne, 2006; Bays et al., 2008;
Tandon et al., 2018). En el anexo 3 se describe como mayor profundidad las implicaciones

metabdlicas del tejido adiposo.

Adicional a la distribucién del tejido adiposo, se ha descrito a la morfologia de los adipocitos como
un factor determinante en las implicaciones metabdlicas de este tejido (Bays & Ballantyne, 2006;
Choe et al., 2016; Tandon et al., 2018), razdn por la cual procedimos a realizar el analisis

histoldgico de los tejidos adiposos subcutaneo y visceral de nuestros grupos experimentales.
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El analisis de la morfologia celular de ambos depdsitos de tejido adiposo evidencié el aumento del
area celular, teniendo como referencia al grupo control, tanto del tejido adiposo subcutaneo como
visceral inducida por la ingesta tipo atracdn de grasa en los animales de la cepa WKY. Esta
morfologia, caracterizada por la presencia de un nimero reducido de adipocitos de gran tamano,
se denomina morfologia hipertrofica ( Bays et al., 2008; Tandon et al., 2018). En el caso de la cepa
SD, solo se observaron alteraciones en la morfologia celular del tejido adiposo subcutaneo de los
animales con CITA inducida por sacarosa, quienes, en comparacion con el grupo control,
mostraron un aumento en el numero de adipocitos. Esta morfologia, caracterizada por la presencia
de un gran numero de adipocitos pequenos se denomina morfologia hiperplasica (Tandon et al.,

2018).

Se ha descrito que el almacenamiento energético en el tejido adiposo se efectia por medio del
balance en los procesos de hiperplasia (generacién de nuevos adipocitos) e hipertrofia (aumento
de tamano de los adipocitos), lo que resulta en un aumento de la masa del tejido adiposo (Bays et
al., 2008). Sin embargo, cuando el tejido adiposo expresa un almacenamiento energético por
medio de una predominante hipertrofia de los adipocitos, estos experimentan una pérdida de sus
funciones endocrinas, favoreciendo el desarrollo de resistencia a la insulina de este tejido y

dislipidemia (Fischer-Posovszky et al., 2007; Tandon et al., 2018).

En ambas cepas, solo la ingesta tipo atracon de grasa generd un superavit calérico suficiente para
inducir el aumento del tejido adiposo. Con base en el analisis morfolégico celular, se puede inferir
la falta de capacidad de almacenamiento energético del tejido adiposo subcutaneo de la cepa
WKY. El tejido adiposo subcutaneo de esta cepa almacena los lipidos expandiendo los adipocitos
ya existentes sin producir nuevos; esto provoca la hipertrofia del tejido existente alcanzando su
umbral de almacenamiento sin lograr incrementar su tamafio. Una vez rebasado el umbral de
almacenamiento del tejido adiposo subcutaneo, el superavit energético comienza a almacenarse
en el tejido adiposo visceral, el cual, a diferencia del tejido adiposo subcutaneo, si aumenta de
tamafo, indicando la generacién de nuevos adipocitos. No obstante, el potencial para generar
nuevos adipocitos eventualmente se ve sobrepasado, provocando la expansién de lo adipocitos

existentes y en consecuencia la hipertrofia de este tejido.

Por su parte, el tejido adiposo de la cepa SD expresd una mayor capacidad de almacenamiento
lipidico que la cepa WKY, al presentar un mayor porcentaje de tejido adiposo subcutdneo y visceral

sin presentar alteraciones en su morfologia celular. Estos resultados indican el balance entre los

69



procesos de hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos en ambos depdsitos. En este balance se
generan nuevos adipocitos (hiperplasia) que eventualmente se expandiran (hipertrofia),
aumentando la cantidad de tejido adiposo sin alterar la morfologia y funcionalidad de estos
(Santoro et al., 2021). Si bien este efecto se observa en el grupo de la cepa SD con mayor superavit
caldrico (animales con CITA inducida por grasa), también se logra apreciar en una etapa temprana
en los animales de la cepa SD con CITA inducida por sacarosa. Aunque no presentan un mayor
porcentaje de tejido adiposo subcutaneo, si presentan un tejido hiperplasico, lo cual se traduce en

una mayor capacidad de almacenamiento energético.

Se ha descrito que el almacenamiento predominantemente hipertréfico es consecuencia de la
incapacidad del tejido adiposo para generar nuevos adipocitos, lo cual depende de factores
genéticos, estilo de viday entorno ambiental. Un factor asociado a este tipo de almacenamiento
son los glucocorticoides, como la corticosterona, liberada durante etapas de estrés. Los
glucocorticoides inducen la diferenciacion del tejido adiposo visceral y disminuyen la proliferacién
del tejido adiposo subcutaneo, lo que provoca la hipertrofia y disfuncién de los adipocitos (Bays et
al., 2008; Lee et al., 2014). Con base en lo descrito, inferimos que la hipertrofia del tejido adiposo
observado en la cepa WKY puede ser resultado tanto de factores genéticos caracteristicos de la

cepa, como de la hiperactividad del eje HHA.

Hasta el momento, este es el primer trabajo reportado que evalua la morfologia del tejido adiposo
en un modelo de CITA. Debido a que la morfologia hipertréfica del tejido adiposo, y el aumento de
los depdsitos de tejido adiposo visceral han sido fuertemente asociada al desarrollo de resistencia
ainsulina y/o dislipidemia (Fernandez-Travieso, 2016; Fischer-Posovszky et al., 2007; Tandon et al.,
2018), decidimos evaluar estos pardmetros con el objetivo de detectar los primeros indicios de

alteraciones metabdlicas inducidas por la ingesta tipo atracon.

Como se ha descrito previamente, la morfologia hipertréfica del tejido adiposo se ha asociado al
desarrollo de dislipidemia, condicién caracterizada por la reduccién de los niveles de HDL y el
aumento en los niveles de triglicéridos, colesterol total, VLDL y LDL (Choe et al., 2016; Tandon et
al., 2018). La asociacién entre la morfologia hipertréfica del tejido adiposo y el desarrollo de
dislipidemia se pudo apreciar parcialmente en los animales de la cepa WKY con CITA inducida por
grasa vegetal. Este grupo fue el Unico en presentar una morfologia hipertréfica en el tejido adiposo
visceraly subcutdneo, y el Unico grupo cuyo panel lipidico evidencié un estado de hiperlipidemia

generalizada, al presentar niveles significativamente mayores, de triglicéridos, colesterol total,
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VLDL, LDL y HDL, con respecto a su grupo control. No obstante, no presento alteraciones en la

prueba de tolerancia a glucosa.

El desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa, en particular el desarrollo de
resistencia a insulina ha sido estrechamente asociado a alteraciones en el metabolismo de lipidos,
siendo una precursora de la otra. En particular, se ha descrito el efecto de los lipidos como
promotores de un estado proinflamatorio, el cual repercute de forma directa e indirecta en la
actividad de la insulina en los tejidos (Berthezene, 1992; Sears & Perry, 2015). Con base en esta
evidencia, es posible que al aumentar la duracion del PICITA empleando grasa vegetal como
alimento palatable, la cepa WKY también desarrolle resistencia a la insulina. De esta manera, los
animales de la cepa WKY con ingesta tipo atracdn de grasa vegetal, podrian emular un estado

metabdlico similar al del sindrome metabdlico.

Esta hipdtesis, se respalda con el efecto observado en los animales la cepa WKY con CITA inducida
por sacarosa, los cuales fueron el Unico grupo experimental en presentar intolerancia a glucosa
como resultado del PICITA, a pesar de no presentar alteraciones en su panel lipidico nien la
morfologia celular de su tejido adiposo. Este perfil metabdlico puede ser resultado de una
resistencia sistémica a insulina la cual interfiere en la absorcidon y en el almacenamiento de la
glucosa postprandial, provocando una menor tolerancia a glucosay evitando el crecimiento del
tejido adiposo. Este resultado concuerda con lo previamente reportado por otros grupos de
trabajo, quienes han descrito una menor tolerancia a glucosa en la cepa WKY en comparacion a la
cepa Wistar (Katayama et al. 1997; Redei et al. 2022). Sin embargo, para poder confirmar la
alteracién propuesta en el metabolismo de la glucosa, es necesario evaluar la sensibilidad a
insulina de este grupo experimental, evaluacién que fue omitida en el presente trabajo por

restricciones de tiempo.

En el caso de la cepa SD, solo se observaron alteraciones metabdlicas en el grupo con CITA
inducida por sacarosa, los cuales presentaron niveles elevados de triglicéridos y VLDL, efecto
descrito en dietas altas en hidratos de carbono (Alves-Bezerra & Cohen, 2018). En estas dietas, el
excedente energético consumido en forma de hidratos de carbono es metabolizado por el higado,
aumentando la produccién de triglicéridos, los cuales se esterificany se unen a las
apolipoproteinas Apo B-100, originando las VLDL. Estas a su vez, son secretadas a circulacién para

transportan los lipidos procedentes del higado hacia los tejidos periféricos para ser empleados
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como fuente energética o para su almacenamiento (Alves-Bezerra & Cohen, 2018; Chadt & Al-

Hasani, 2020; Hussain, 2014; Xue et al., 2001).

Elaumento en los niveles de triglicéridos y VLDL, junto con la expresion de una morfologia
hiperplasica en el tejido adiposo subcutaneo de la cepa SD, sugiere una etapa temprana del
almacenamiento energético. En esta etapa los nuevos adipocitos generados comenzaran su etapa
de diferenciacion expandiendo su tamafio al captar tanto los triglicéridos provenientes del higado
en las VLDL, como la glucosa en sangre para inducir la lipogénesis en el adipocito. ELaumento en
eltamafo celular, eventualmente se vera reflejado en un incremento en la cantidad del tejido

adiposo subcutaneo (Santoro et al. 2021).

Hasta el momento, los Unicos trabajos que han reportado aumento en triglicéridos y colesterol
corresponden a protocolos en los que se implementa un acceso continuo (Bake et al. 2014) o un
acceso de baja restriccion (2 horas de acceso diario) a un alimento rico en lipidos (Rospond et al.
2019). Este es el primer trabajo en reportar el analisis del panel lipidico en modelo de intermitencia

a un alimento palatable.

En la evaluacién de los niveles de leptina, adiponectina e insulina, el PICITA solo indujo
alteraciones en los niveles de adiponectina en los animales de la cepa SD con ingesta tipo atracén
de sacarosa, quienes presentaron niveles significativamente menores en comparacién con su
respectivo grupo control. La disminucién en los niveles de adiponectina se ha relacionado con el
aumento en la cantidad de tejido adiposo, asi como con la perdida de funcionalidad metabdlica
derivada de la hipertrofia de este. No obstante, no se observo la reduccién en los niveles de
adiponectina en los animales SD con mayor acumulacion de tejido adiposo (aquellos con ingesta
tipo atracdn de grasa vegetal), posiblemente porque su tejido adiposo alin es metabdlicamente
funcional. Una posibilidad es que la disminucién en la concentracion de adiponectina sea un
efecto transitorio relacionado con el proceso de hiperplasia observado en el tejido adiposo
subcutaneo, considerando que este depdsito es el principal secretor de adiponectina (Meyer et al.

2013).

Pocos son los estudios que han evaluado los niveles hormonales en los modelos de CITA,
reportando la evaluacién de leptina e insulina principalmente. Aligual que en nuestros resultados,
los trabajos que implementan un protocolo de intermitencia no reportan variacion en los niveles de

leptina ni insulina (Bello et al. 2011; Satta et al. 2018). Solo se reporta el aumento en los niveles de
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ambas hormonas en los protocolos de acceso continuo o de bajo acceso restringido (2 horas
diarias) a un alimento palatable rico en lipidos (Bake et al., 2014; Rospond et al., 2019). Hasta el

momento, este el primer trabajo que evalua los niveles adiponectina en un modelo de CITA.

Los estudios clinicos en pacientes con BED han reportado resultados contradictorios en los niveles
séricos de leptina, adiponectina e insulina. A pesar de la contradiccién, se especula que las
variaciones en los niveles de estas hormonas estan mas relacionadas con el desarrollo de
obesidad en los pacientes con BED que con el patrén anormal de ingesta propio del trastorno. No
obstante, es importante considerar que gran parte de los estudios metabolicos se han realizado en

pacientes con BED y obesidad (Baenas et al. 2023).

Adicional a las alteraciones metabdlicas inducidas por el PICITA, también se observaron
diferencias basales entre cepas en el panel lipidico y en la concentracidon de insulina. A pesar de
que la cepa WKY expresa un fenotipo mas delgado que la cepa SD (menor IMC), sus niveles
basales de colesterol, HDL, LDL e insulina fueron significativamente mayores en comparacioén a la
cepa SD. Estos resultados concuerdan con lo reportado en un estudio previo en el que también se
observaron niveles elevados de colesterol en la cepa WKY en comparacién a la cepa SD. Los
niveles de colesterol en la cepa WKY se atribuyeron a posibles alteraciones en la regulacién de las
reservas de acidos biliares, y en las rutas de sintesis de acidos grasos y colesterol (Dalziel et al.
2017). Esta propuesta podria explicar, la diferencia entre cepas en el efecto metabdlico inducido
por la ingesta tipo atracén de grasa vegetal. De igual manera, esta podria ser la causa detras de los

niveles elevados de HDL en los animales de la cepa WKY con ingesta tipo atracén de grasa.

Los niveles elevados de insulina en la cepa WKY también se han reportados previamente en otros
trabajos, en los cuales se ha propuesto a la cepa WKY como un modelo de prediabetes (Katayama
et al. 1997). Sin embargo, no observamos niveles elevados de glucosa en sangre en ayuno ni
alteraciones en la prueba de tolerancia a glucosa en condiciones basales. Considerando los
resultados de este trabajo, es posible que, mas que un modelo de prediabetes, la cepa WKY sea un
modelo susceptible al desarrollo de trastornos metabdlicos no asociados con la obesidad, sino a
una incapacidad para adaptarse a un estado de estrés crénico, fenotipo semejante al descrito por

Peters & McEwen (2015).
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9. CONCLUSIONES
En conclusidn, la intermitencia de alimentos palatables por si sola induce la CITA, conducta tipo
ansiedad y alteraciones metabdlicas en ratas con hiperreactividad al estrés sin la implementacion
de ningun estimulo estresante o restriccion calérica. De esta manera, las hembras de la cepa WKY
ofrecen un buen modelo animal para estudiar la comorbilidad BED-trastorno por ansiedad-

sindrome metabdlico.

Sin embargo, como ocurre con otros modelos animales psiquiatricos, existen algunas limitaciones
basadas en la transladabilidad del comportamiento humano-animal, que llevan a dejar de lado
algunos sintomas caracteristicos del trastorno o factores sociales involucrados que son
imposibles de evaluar o emular en el modelo animal, tales como el malestar animico y fisico tras
los episodios de atracones, la ausencia de hambre al realizar los atracones, el aumento en la
frecuencia de los episodios de atracon, entre otros. No obstante, el desarrollo de modelos
animales brinda la oportunidad de identificar nuevas hipétesis sobre los mecanismos
neurobioldgicos y bioquimicos que subyacen a la etiologia de algunos comportamientos

anormales asociados con la enfermedad psiquiatrica.

10. PERSPECTIVAS
Considerando el efecto documentado de la potenciacion en la respuesta recompensante de la
combinacidn de hidratos de carbono y lipidos, proponemos evaluar el impacto de un alimento
palatable mixto (rico en hidratos de carbono y lipidos) sobre la CITA, la conducta tipo ansiedad y el

perfilmetabdlico en el modelo de acceso intermitente empleando la cepa WKY.

En este mis modelo y teniendo en cuenta el efecto diferencial en la respuesta metabdlicay la
actividad el eje HHA de los dos alimentos palatables empleados en el presente trabajo,

proponemos evaluar en alimentos con diferente composicién macronutrimental:

e Elefecto de la CITA sobre la sensibilidad a insulina.

e La participacion del sistema dopaminérgico y glutamatérgico en el desarrollo y
mantenimiento de la CITA.

e La participacion del receptor a orexina 1 (OX1R) en el desarrollo y mantenimiento de la
CITA.

e Lafuncionalidad mitocondrial en el tejido cerebral asociada al desarrollo y mantenimiento

de la CITA.
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e Lafuncionalidad mitocondrial en hipotalamo, amigdala, nucleo accumbensy area ventral

tegmental al desarrollo y mantenimiento de la CITA.
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ANEXO 1

La conducta alimentaria y sus trastornos

Conducta alimentaria

La conducta alimentaria es un concepto complejo que hace referencia a todos aquellos
comportamientos expresados en relacion con la ingesta de alimentos. Es resultado de la
interaccion de factores intraindividuales y medioambientales que influyen en el horario de las
comidas, los motivos de ingesta, las practicas alimentarias, la cantidad de alimentos ingeridos, la
dieta, asi como los problemas relacionados con la alimentaciéon como obesidad y los trastornos

alimentarios (“Encyclopedia of Behavioral Medicine,” 2020; Grimm & Steinle, 2011).

Los factores intraindividuales de la conducta alimentaria incluyen procesos fisioldgicos, como los
mecanismos bioldgicos involucrados en el control de la alimentacion; y psicolégicos como las
preferencias alimentarias aprendidas, conocimientos, motivaciones, autorregulacion, etc.
(“Encyclopedia of Behavioral Medicine,” 2020). Entre los factores medioambientales destacan los
factores culturales, sociales, econdémicos y medioambiente, estos ultimos determinan en el tipo y

cantidad de alimento disponible (“Encyclopedia of Behavioral Medicine,” 2020).

Control fisiologico de la alimentacion

Con base en los factores fisioldgicos, el consumo de alimentos esta mediado por dos sistemas
principales: el sistema homeostatico, que modula tanto el estado de nutricién del individuo como
la disponibilidad de nutrimentos; y el control heddnico, que responde a la capacidad de los
alimentos de producir placer. Estos sistemas trabajan de forma integral, modulandose entre si a
través de senales mixtas y centros de integracién (Munzberg et al., 2016; Rossi & Stuber, 2018). Se
ha propuesto que la alteracién del funcionamiento de ambos sistemas puede ser la causa

subyacente de las patologias asociadas a la hipofagia y a la hiperfagia (Rossi & Stuber, 2018).
Control homeostatico de la alimentacion

El control homeostatico de la alimentacion es regulado en gran medida por el hipotalamo, area
cerebral considerada el punto de convergencia de sefales hormonales y neuronales que
contribuyen a la regulacion del balance energético, entre otras funciones (Sohn et al., 2013). Entre

los varios nucleos y areas que constituyen al hipotalamo, el ndcleo arcuato (ARC) es el que mayor
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efecto ejerce sobre el control de la alimentaciodn. Este se localiza cerca del tercer ventriculo, area
donde la barrera hematoencefalica presenta una ligera permeabilidad, permitiendo que entre en
contacto con sefales hormonales periféricas que controlan la cantidad de alimento ingerida, el
umbral de saciedad, y la regulacion de las reservas energéticas (Rossetti & Boutrel, 2019; Sohn et

al., 2013; Tulloch et al., 2015).

ELARC esta integrado por dos grupos neuronales principales que ejercen efectos opuestos en la
ingesta de alimentos. El primer grupo de neuronas expresan al péptido relacionado a agouti (AgRP)
y al neuropéptido Y (NPY), ambos neuropéptidos ejercen un efecto orexigénico, promotor de la
alimentacion. El segundo grupo de neuronas expresan proopiomelanocortina (POMC)y el
transcrito regulado por anfetaminay cocaina (CART), ambos ejercen un efecto anorexigénico,

inhibidor de la alimentacion (Lutter & Nestler, 2009; Rossi & Stuber, 2018).

Las sefiales hormonales que recibe el ARC son producidas y vertidas en el torrente sanguineo por
tejidos periféricos. Segun el efecto que ejerzan sobre la alimentacién y la regulacidon del balance
energético, las sefales periféricas pueden clasificarse como sefnales de corto plazo, que controlan
la cantidad de alimento ingerida y el umbral de saciedad, o sefiales de largo plazo, que fluctian

segun los cambios de las reservas energéticas(Rossetti & Boutrel, 2019).

Dentro de las sefiales de corto plazo estan las conocidas como “sefales de saciedad” con efecto
anorexigénico. Las sefiales de saciedad mas importantes son: la colecistoquinina (CCK), la
bombesina, el glucagdn, el péptido similar al glucagén-1 (GLP-1), la GLP-2, apolipoproteina A-1V, la
amilina, la somatostatina, la enterostatinay el péptido YY (PYY). Estas senales son producidasy

secretadas por el tracto gastrointestinal durante la ingesta de alimentos(Valassi et al., 2008).

Las principales sefnales de regulacion periférica a largo plazo son: la grelina, la leptina y la insulina.
Estas dos ultimas también son conocidas como senales o factores de adiposidad, debido que son
secretadas en proporcién a la cantidad de grasa corporal (Bruijnzeel et al., 2011; Konner et al.,

2009; Rossetti & Boutrel, 2019).
Control heddnico de la alimentacion

Por su parte, la ingesta heddnica de los alimentos es mediada por el circuito mesolimbico
dopaminérgico, involucrado en el procesamiento y reconocimiento de sensaciones de placery

gratificacion. La parte medular de este circuito comprende proyecciones dopaminérgicas
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provenientes del area ventral tegmental (VTA) hacia el ndcleo Accumbens (NAc), que forma parte

del estriado ventral (Russo & Nestler, 2013).

Adicionalmente, el VTA también envia proyecciones dopaminérgicas a otras regiones como la
corteza prefrontal, la amigdala central, la amigdala basolateraly el hipocampo. Todas estas
regiones se interconectan entre si formando un circuito complejo (Nestler & Carlezon, 2006; Russo

& Nestler, 2013).

ELNAc, es considerado como el centro del circuito de recompensa al funcionar como una interfaz
emocional, motivacional y de accién. Este nucleo se subdivide en dos regiones, el ndcleo o region
central (NAcC)y la corteza (NAcS), cada una participando de manera distinta en el desarrollo de la
conducta de ingesta al presentar diferencias morfolégicas y proyecciones neuronales distintas (Di
Chiara, 2002; Macedo et al., 2016). ELNAcC forma parte de los ganglios basales y esta involucrado
en la integracidon motora-sensorial, y el NAcS participa en la modulacion de la recompensay la

motivacién (Di Chiara, 2002).
Efecto de las hormas sexuales en la regulacion de la alimentacion

La ingesta de alimentos en los mamiferos también es regulada por las hormonas sexuales; éstas
interactuan directamente con las sefiales homeostaticas periféricas y los neurotransmisores para

lograr un control central del apetito y del gasto energético (Hirschberg, 2012).

Los estrégenos, son las hormonas sexuales que mayor efecto ejercen sobre la ingestay la
adiposidad, siendo el 17B-estradiol (E2) el principal efector de la sefializacidn estrogénica. En
varias especies de animales se ha descrito el efecto inhibidor de la alimentacién del E2 (Rivera &
Stincic, 2018), mediado en parte por receptores a estrogenos (ER), particularmente el ERq, en el
hipotalamo, donde estimula la actividad de las neuronas POM/CART (inhibidoras de la
alimentacion) e inhibe a las NPY/AgRP (promotoras de la alimentacién) en el ARC (Eckel, 2011;
Hirschberg, 2012; Majuri et al., 2017; Rivera & Stincic, 2018). Ademas del efecto a nivel central, el
E2 atenua el potencial estimulante del apetito de la hormona gastrica grelina y potencia el efecto
saciante del péptido CCK liberado en el intestino delgado en respuesta a la ingesta de alimentos

(Hirschberg, 2012).

El efecto anorexigénico de los estréogenos se efectla de forma ténica y fasica. La inhibicién ténica
de la alimentacidn se pone de manifiesto en hembras ovariectomizadas que experimentan

aumento de su ingesta caldrica diariay aumento de peso posterior a la cirugia. La inhibicidn fasica
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es resultado de la variacién hormonal durante el ciclo reproductivo, presentando una menor
ingesta de alimentos durante las fases de mayor concentracién de E2 (Baker et al., 2012; Eckel,

2011; Rivera & Stincic, 2018).

A diferencia de los estrégenos, la progesterona no afecta por si sola la ingesta de alimentos,
Unicamente en presencia de estrogenos es capaz de estimular el apetito y promover la ganancia de
peso(Hirschberg, 2012). Por tal motivo, se ha propuesto que la progesterona es un antagonista

neutral de los efectos del E2 (Baker et al., 2012).

Por su parte, la testosterona, principal hormona masculina, estimula la ingesta de alimento al
aumentar el numero de comidas a lo largo del dia. En el caso particular de las hembras, la
testosterona promueve la acumulacién de grasa abdominaly el aumento de peso (Baker et al.,

2012).

El efecto de las hormonas sexuales sobre la alimentacion recae en gran medida en el sistema
homeostatico, relacionando la demanda energética del organismo con la conducta sexual del
mismo. Sin embargo, la relacion entre las hormonas sexuales y la regulacién heddnica de la
ingesta parece tener un rumbo opuesto, considerando el aumento en la sensibilidad del circuito

mesolimbico de recompensa inducido por E2 (Diekhof, 2018; Rivera & Stincic, 2018).

Trastornos de la conducta alimentaria

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son enfermedades psiquiatricas que se
caracterizan por la perturbacioén persistente de la alimentacién o de los comportamientos
relacionados a la misma, resultando en la alteracion del consumo o absorcion de los alimentos
que repercute seriamente en la salud fisica y el funcionamiento psicosocial de quienes los
padecen (American Psychiatric Association, 2013). Estos trastornos suelen desarrollarse con
mayor frecuencia durante la pubertad y la adolescencia, presentando mayor incidencia en la
poblacién femenina (American Psychiatric Association, 2013; Lewis & Nicholls, 2016; Treasure,

2016; Treasure et al., 2010).

Los TCA tienen un origen multifactorial, englobando aspectos bioldgicos, psicolégicosy
socioculturales, que incluyen factores de predisposicion o riesgo, factores desencadenantesy
factores de mantenimiento (Davis et al., 2020; Lewis & Nicholls, 2016). Una caracteristica comun

entre los TCA es la presencia de comorbilidad con otros trastornos psiquiatricos como: depresién,
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bipolaridad, ansiedad, abuso de sustancia, entre otros (American Psychiatric Association, 2013;

Treasure et al., 2010).

En la quinta versién del Manual Diagndstico y Estadistico para las Enfermedades Mentales (DSM-V
por sus siglas en inglés) se identifican 6 trastornos principales: la pica, la rumiacion, el trastorno de
evitacion/restriccion de la ingestion de alimentos, la anorexia nerviosa, la bulimia nerviosa y el

trastorno por atracén (BED por sus siglas en inglés) (American Psychiatric Association, 2013).

Se estima que cerca de 70 mil personas alrededor del mundo padecen algun tipo de TCA
(Anderson & Nicolay, 2016). Actualmente se estima una prevalecia de los TCA que oscila entre 3.7
a 32.9% en mujeres y entre 0.5 a12.8% en hombres (Silén & Keski-Rahkonen, 2022). En México se
ha reportado una prevalencia de conductas alimentarias de riesgo en adolescentes del 2% en

mujeres y del 1.2% en hombres (Villalobos-Hernandez et al., 2023).

A pesar de ser relativamente infrecuentes, menos del 20% de los casos existentes de TCA reciben
tratamiento, generando un impacto significativo en la salud publica debido a las graves

consecuencias fisicas y sociales que experimentan quienes los padecen (Treasure, 2016).
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ANEXO 2

Eltejido adiposo como amortiguador metabédlico

Tejido Adiposo

Eltejido adiposo es un érgano endocrino con gran actividad metabdlica, dentro de sus principales
funciones destaca el almacenamiento de reservas energéticas en forma de lipidos. Este tejido se
compone principalmente por adipocitos (constituyendo un 50% del tejido), pre-adipocitos, células
del sistema inmune, del sistema nervioso, matriz extracelular y vasos sanguineos (constituyendo
en conjunto el 50% restante del tejido) (Fischer-Posovszky et al., 2007) . Durante los periodos con
excedente caldrico, el tejido adiposo secuestra los lipidos circulantes y los acumula
principalmente como triglicéridos dentro de gotas lipidicas en el citoplasma de los adipocitos

(Marcela, 2012; Tandon et al., 2018).

El tejido adiposo como tejido endocrino expresay secreta una variedad de péptidos bioactivos,
conocidos como adipocinas, las cuales actuan tanto a nivel local como sistémico. La primera
adipocina identificada fue la leptina, la cual es secretada en proporcién directa a la cantidad de
tejido adiposo existente y al estado nutricional; expresando una mayor secrecion el tejido adiposo
subcutaneo. El principal papel de la leptina es ejercer como sefiar de suficiencia energética,
expresando un efecto inhibidor del apetito, promoviendo la lipolisis en el tejido adiposo e

inhibiendo la secrecién de insulina (Marcela, 2012).

Otras adipocinas segregadas por el tejido adiposo son la adiponectina, la resistina, el TNFaq, la
interleucina-6 (IL-6), proteinas del sistema renina-angiotensina, la adipsina, la proteina
estimulante de la acilacion (ASP) y la proteina quimiotrayente de monocitos y macrofagos-1 (MCP-

1) (Fischer-Posovszky et al., 2007; Marcela, 2012).

La adiponectina es la adipocina més secretada, ejerce un efecto antiinflamatorio, cardioprotector
y antiaterogénicos; adicionalmente promueve la sensibilidad a insulina en diferentes tejidos y se
ha descrito ejerce un efecto inhibidor del apetito. Su secrecién es inversamente proporcional a la
cantidad de tejido adiposo existe, por lo que la adiponectina circulante suele estar disminuida en

condiciones de obesidad (Reyes, 2007).
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Eltejido adiposo se distribuye a lo largo del cuerpo, dependiendo del area en que se aloje se
clasifica en dos tipos principales, el tejido adiposo subcutaneo y el tejido adiposo visceral (Fischer-

Posovszky et al., 2007; Tandon et al., 2018).

La distribucién regional del tejido adiposo se ha asociado a importantes implicaciones
metabdlicas. El tejido adiposo subcutdneo en comparacion al tejido adiposo visceral presenta
mayor sensibilidad a la insulinay mayor capacidad para absorber acidos grasos libresy
triglicéridos; se ha descrito que, una vez alcanzado el umbral de almacenamiento en el tejido
adiposo subcutaneo, se induce el almacenamiento en el tejido adiposo visceral. Por su parte, el
tejido adiposo visceral presenta una menor sensibilidad a la insulina, mayor niumero de receptores
a glucocorticoides y andrégenos, mayor produccion de citocinas pro-inflamatorias y radicales
libres, y mayor actividad lipolitica que provoca una mayor liberacién de acidos grasos a circulacién
(Tandon et al., 2018). Por ende, la acumulacién de tejido adiposo visceral se ha asociado a un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades metabélicas (H. E. Bays, Gonzalez-Campoy, Bray, et al.,

2008).

En general, el tejido adiposo funciona como un amortiguador energético y metabodlico que protege
al organismo ante situaciones fisioldgicas adversas. La masa del tejido adiposo fluctia
dependiendo del balance energético del organismo; esta se expande a través del aumento de
tamano de los adipocitos, proceso denominado hipertrofia, y de la generaciéon de nuevos
adipocitos, proceso denominado hiperplasia; la reducciéon en su tamano se produce por medio de
la diminucioén en el tamafio del adipocito, proceso conocido como hipotrofia (Marcela, 2012;

Tandon et al., 2018).

La generacién de nuevos adipocitos se denomina adipogénesis, y consta de dos etapas: la etapa
de proliferacién que consiste en la creacion de nuevos adipocitos a partir de pre-adipocitos, y la
etapa de diferenciacidon que consiste en la maduracion de los nuevos adipocitos, capaces de
secretar adipocinasy con capacidad lipogénicaYy lipolitica (H. E. Bays, Gonzalez-Campoy, Bray, et
al., 2008). La adipogénesis suele estar precedida por la hipertrofia del tejido adiposo preexistente
para almacenar el excedente energético, la expansién del tamanfo de la célula funciona como
estimulo para la generacion de nuevos adipocitos y la consecuente hiperplasia del tejido. Los
nuevos adipocitos, incrementan la capacidad del tejido para almacenar energia, manteniendo la

funcionalidad metabdlica del tejido (Marcela, 2012; Tandon et al., 2018).
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El balance entre los procesos de hipertrofia e hiperplasia mantiene la morfologia celular,
garantizando la funcionalidad metabdlica del adipocito lo cual se traduce en un estado metabdlico
estable en el organismo. No obstante, si el depdsito energético se realiza predominantemente por
medio de la hipertrofia de los adipocitos existentes, estos experimentan una sobrecarga
metabodlica que repercute en su funcionalidad. Un tejido adiposo con pocos adipocitos de gran
tamano se identifica como un tejido hipertréfico, mientras un tejido adiposo con una gran cantidad
de adipocitos de tamano reducido se identifica como un tejido hiperplasico (Figura 1) (H. E. Bays,

Gonzalez-Campoy, Bray, et al., 2008; Fischer-Posovszky et al., 2007).

Durante periodos de superavit caldrico, el desarrollo de enfermedades metabdlicas depende mas
de la forma en que se almacena el excedente energético en el tejido adiposo (hipertrofia vs
hiperplasia) que de la cantidad de lipidos almacenados (H. E. Bays, Gonzalez-Campoy, Bray, et al.,
2008). A pesar de la relacion descrita entre la distribucion regional del tejido adiposo y las posibles
alteraciones metabdlicas, diversos estudios han asociado la hipertrofia tanto del tejido adiposo
subcutaneo como del tejido adiposo visceral al desarrollo de resistencia a lainsulinay
dislipidemia, ambas disfunciones metabdlicas caracteristicas del sindrome metabdlico (Tandon et

al., 2018).
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Figura 1. Expansién del tejido adiposo. La masa del tejido adiposo fluctua dependiendo del
balance energético del organismo. EL aumento del tejido adiposo se produce a través del
aumento de tamano de los adipocitos, proceso denominado hipertrofia, y de la generacion de
nuevos adipocitos, proceso denominado hiperplasia, el balance de ambos procesos mantiene la
funcionalidad endocrina del tejido. La interaccion de factores genéticos y ambientales influyen
en el balance entre ambos procesos. Cuando el almacenamiento energético se realiza
predominantemente por medio de la hipertrofia de los adipocitos existentes, el tejido pierde su
funcionalidad endocrina, provocando una serie de alteraciones metabdlicas que derivan en el
desarrollo de padecimientos como la hipertension, dislipidemiay diabetes tipo 2. Imagen
adaptada de Choe et al., 2016, realizada en BioReder.

La hipertrofia del tejido adiposo produce la pérdida de sus funciones endocrinas 'y
conduce a la resistencia la insulina de este tejido. La hipertrofia se caracteriza por: inducir
la activacion de una respuesta inflamatoria intracelular al promover la sintesis de
adipocinas proinflamatorias, inducir un estado local de hipoxia debido a una deficiencia

relativa de la vasculatura, promover un estado de estrés oxidativo, reducir la sintesis de
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adiponectina, y afectar la captaciéon de glucosa dependiente de insulina debido a un
defecto en el trafico de GLUT4 (H. E. Bays, Gonzalez-Campoy, Bray, et al., 2008; Fischer-
Posovszky et al., 2007). Como resultado de todas las alteraciones antes descritas, la
lipdlisis basal de los adipocitos se ve aumentada en un tejido hipertréfico, promoviendo la
fuga de acidos grasos libres a circulacion, los cuales pueden ser absorbidos por otros
tejidos, como higado y musculos, propiciando la acumulacidon ectépica de lipidos 'y

lipotoxicidad (Choe et al., 2016).

El potencial patogénico del tejido adiposo depende tanto de factores genéticos, estilo de viday
entorno ambiental. Cualquier factor que impida la hiperplasia del tejido adiposo, generara
hipertrofia como mecanismo de almacenamiento energético (H. E. Bays, Gonzalez-Campoy, Bray,
etal., 2008). Un ejemplo de estos factores son los glucocorticoides, como el cortisol liberado
durando etapas de estrés. Los glucocorticoides inducen la diferenciacién del tejido adiposo
visceraly disminuyen la proliferacion del tejido adiposo subcutaneo, estos cambios inducen la
hipertrofia y disfuncién de los adipocitos, provocando la aparicidon de hipertension, dislipidemiay

diabetes tipo 2 (H. E. Bays, Gonzalez-Campoy, Bray, et al., 2008; Lee et al., 2014).

La dislipidemia se puede traducir como una elevada concentracién de lipidos en sangre, en forma
de acidos grasos libres, triglicéridos, colesterol, y lipoproteinas de bajay muy baja densidad (LDLy
VLDL) (Fernandez-Travieso, 2016). EL aumento de lipidos en sangre aumenta las probabilidades de
desarrollar aterosclerosis, que se define como una obstruccion arterial a consecuencia de la
formacioén de una placa compuesta de lipidos, células sanguineas y otras sustancias de la sangre
en la pared interna de las arterias. La acumulacién de esta placa produce el estrechamiento
arterial y consecuente reduccion del suministro de sangre oxigenada a los 6érganos o musculos

irrigados (Fernandez Travieso, 2008) .

Adicional al aumento de lipidos en sangre, la dislipidemia se caracteriza por la reduccién de los
niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL), encargadas de movilizar el colesterol excedente,
distribuido por las LDL, de los tejidos periféricos de vuelta al higado para su posterior excrecion.
Existe une estrecha relacién entre la dislipidemiay la resistencia a la insulina, mediada en gran
medida por el aumento del tejido adiposo visceral (Berberich & Hegele, 2022; Fernandez-Travieso,

2016; Rochlani et al., 2017).
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La insulina es una hormona secretada por las células beta pancreaticas, su principal funcion es
mantener los niveles de glucosa en sangre al facilitar la captacion celular de glucosa, regula el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, e induce el almacenamiento de glucosa como
reserva energética en los tejidos hepatico, muscular y adiposo, entre otras funciones(Dimitriadis et
al., 2011; Wilcox, 2005). La resistencia a la insulina se define como una respuesta bioldgica
atenuada a niveles normales o elevados de insulina, lo que provoca que la captacién celular de
glucosa se vea comprometida produciendo niveles elevados de glucosa en sangre (Dimitriadis et
al., 2011; Fu et al., 2012; Wilcox, 2005). La resistencia a la insulina en el tejido adiposo afecta la
inhibicion de la lipolisis inducida por la insulina, lo que produce el aumento de acidos grasos libres

en sangre, que a su vez inhibe aun mas el efecto antilipolitico de la insulina (Rochlani et al., 2017).

Se han descrito a la obesidad y la resistencia a la insulina como principales factores de riesgo
asociados en la patogenia y morbilidad del sindrome metabélico (Fernandez-Travieso, 2016). No
obstante, la obesidad no es sinénimo de disfuncién metabdlica, en estudios recientes se ha
descrito el papel fundamental de la morfologia y funcionalidad del tejido adiposo como factor de

riesgo en el desarrollo de enfermedades metabdlicas (Tandon et al., 2018).
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ANEXO 3

Trastornos por ansiedad

La Asociacion Americana de Psicologia (APA por sus siglas en inglés) define a la ansiedad como
una “emocion caracterizada por sentimientos de aprension y sintomas somaticos de tension en los
que un individuo anticipa un peligro, catastrofe o desgracia inminente”. La ansiedad es una
emocion normal que surge como una respuesta anticipatoria ante estimulos generales percibidos
como potencialmente daninos, evocando un estado de inquietud, agitacion, preocupacion e

hipervigilancia (Gross & Hen, 2004).

Tanto la ansiedad como el miedo son respuestas emocionales involucradas en la reaccidon de
lucha-huida como respuesta a la exposicién a algun estresor. Esta reaccién es un mecanismo
automatico de supervivencia, la cual mediante adaptaciones fisiolégicas y conductuales prepara
al organismo para enfrentar cualquier estimulo percibido como un riesgo de ataque, dafio o
amenaza. La ansiedad es considerada una respuesta de accidn prolongada orientada al futuro,
desencadenada por una amenaza imprecisa o desconocida; mientras que el miedo es una
respuesta orientada al presente y de corta duracién a una amenaza especificay claramente

identificable (Stein & Steckler, 2010).

Desde un punto de vista evolutivo, el miedo y la ansiedad se ha considerado como una respuesta
adaptativa que promueve la sobrevivencia del organismo, alejandolo de situaciones o lugares que
implican un riesgo para el individuo (Macias-Carballo et al., 2019). Las respuestas relacionadas
con la ansiedad han sido descritas en animales superiores y parecen ser parte de un mecanismo

universal por el cual los organismos se adaptan a condiciones adversas (Gross & Hen, 2004).

A pesar de ser una respuesta natural, la ansiedad puede volverse patolégica cuando esta emocion
surge de manera recurrente como una respuesta innecesaria y desproporcionada ante estimulos
percibidos como una amenaza potencial, siendo esta real o supuesta, o inclusive en ausencia de
algun estimulo (Cia, 2007; Stein & Steckler, 2010). En condicién patolégica la respuesta ansiosa es
persistente e incontrolable, interfiriendo negativamente en la vida cotidiana de la persona llegando

a serincapacitante (Cia, 2007; Macias-Carballo et al., 2019).

La ansiedad patolégica no se expresa siempre de la misma forma bajo las mismas circunstancias,

por lo tanto, existen varias manifestaciones clinicas las cuales se han clasificado en diferentes
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trastornos de ansiedad (Javaid et al., 2023). Actualmente el DSM-5 ha clasificado a los trastornos
de ansiedad en 11 categorias: trastorno por separaciéon, mutismo selectivo, fobia especifica, fobia
social, trastorno de panico agorafobia, trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de ansiedad
inducido por sustancias, trastorno de ansiedad inducido por otra afeccion médica, trastorno de
ansiedad especificado y trastorno de ansiedad no especificado (American Psychiatric Association,

2013).

En general, los trastornos de ansiedad se caracterizan por la presencia de sintomas psicoldgicos
como: ansiedad, miedo, irritabilidad y preocupacidn; asi como sintomas fisicos como:
palpitaciones, dificultad para respirar, mareos y tension muscular (Cia, 2007; Szuhany & Simon,
2022). Eldiagndstico de cada uno de los trastornos de ansiedad se basa en la gravedad, la
frecuenciay la persistencia de un conjunto especifico de sintomas que ocurren simultdaneamente y
estan asociados con malestar psicolégico significativo y/o deterioro en areas sociales,
ocupacionales u otras areas importantes del funcionamiento de la persona (Delgado et al., 2021;

Szuhany & Simon, 2022).

Los trastornos por ansiedad se encuentran entre los trastornos psiquiatricos con mayor
prevalencia a nivel mundial, se estima que aproximadamente el 4.05% de la poblacién mundial
padece algun trastorno de ansiedad, siendo mas frecuente en la poblacién femenina, la cual
presenta el doble de probabilidad que los hombres a desarrollar algun trastorno por ansiedad

(Craske & Stein, 2016; Javaid et al., 2023).

La etiologia de los trastornos por ansiedad es multifactorial, involucrando factores biolégicos,
psicodinamicos, sociales y ambientales (Navas & Baldares, 2012). Estudios epidemioldgicos
genéticos muestran una agregacion familiar moderada de los trastornos de ansiedad, con
estimaciones de heredabilidad en el rango del 30 al 50% (Craske & Stein, 2016). En estudios
clinicos y preclinicos se ha demostrado una correlacién entre el estrés crénico y los trastornos de
ansiedad, especificamente se han descrito alteraciones en el funcionamiento del eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HHA) responsable de la respuesta fisioldgica ante la exposicidn

a un estresor (Navas & Baldares, 2012; Stein & Steckler, 2010).

Los pacientes con trastornos de ansiedad muestran un amplio espectro de patrones de actividad
del HHA, asi como diferentes mecanismos neurales subyacentes a la sintomatologia ansiosa, esta

variabilidad se debe a la heterogeneidad de las patologias identificadas como trastornos por
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ansiedad (Duval et al., 2015; Stein & Steckler, 2010). Estudios clinicos y preclinicos han descrito la
hiper reactividad del eje HHA como un factor que predispone al desarrollo de conductas ansiosas

patoldgicas (Kiecolt-Glaser et al., 2020).

Los trastornos de ansiedad presentan una elevada comorbilidad entre siy con otros trastornos
psiquiatricos como trastornos del estado de animo y uso de sustancias (Craske & Stein, 2016).
También se ha descrito que los trastorno por ansiedad pueden predisponer al desarrollo e inclusive
agravar algunas afecciones médicas como las enfermedades cardiovasculares, enfermedades
gastrointestinales, enfermedades pulmonares, cancer, dolor crénico y migrafias (Szuhany & Simon,

2022)
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