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RESUMEN

La obesidad es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial y su
prevalencia va en aumento de manera sostenida a lo largo de las Ultimas décadas.
Numerosos estudios evidencian que la exposicion a desequilibrios nutricionales durante
periodos criticos del desarrollo, como la etapa neonatal, puede programar de forma
persistente los mecanismos que regulan la ingesta alimentaria, el metabolismo energético y
la conducta, incrementando el riesgo de desarrollar obesidad y trastornos asociados en
etapas posteriores de la vida. En particular, la sobrealimentacion temprana ha sido asociada
con alteraciones duraderas en los circuitos hipotalamicos que controlan la homeostasis
energeética, asi como en los sistemas de recompensa involucrados en la motivacion y el valor
hedonico de los alimentos. Sin embargo, mas estudios son necesarios para comprender
como estas alteraciones tempranas interactuan con un entorno obesogénico en la adultez y
cuales son los mecanismos neurobioldgicos y epigenéticos subyacentes.

En este contexto, el presente trabajo planted evaluar el impacto de la sobrealimentacion
neonatal sobre la regulacién de la ingesta alimentaria en la adultez, y analizar cémo la
exposicion a una dieta de cafeteria (CAF), como modelo de ambiente obesogénico, impacta
en las alteraciones inducidas tempranamente. Para ello, se utilizaron ratas Wistar de ambos
sexos. Se implementé un modelo experimental de sobrealimentaciéon neonatal en ratas,
basado en la reducciéon del nimero de crias por madre (4 crias/madre) durante el periodo de
lactancia (Small Litter, SL) y como grupo control, camadas normales (NL) de 10 crias/madre.
Luego del destete (DPN 21) hasta DPN 90, fueron alimentados con pellet como dieta control
(CON). En la adultez, se conformaron cuatro grupos experimentales: NL-CON, NL-CAF, SL-
CON y SL-CAF para dar inicio al segundo challenge hedénico por 11 semanas.

El disefio experimental incluyd la evaluacién de parametros morfométricos (peso y longitud
naso anal desde el nacimiento al sacrificio) con registros semanales, metabdlicos
(pardmetros bioquimicos, parches adiposos perirrenal y gonadal), conductuales, moleculares
(relacionados con la expresién génica de las principales moléculas de interés) y epigenético
(analisis de metilacion en genes alterados), para dar un enfoque amplio de la problematica
planteada. También, se analizaron variables relacionadas la ingesta alimentaria, asi como la
preferencia y eleccién de alimentos, registrando semanalmente los alimentos a lo largo de
todo el periodo experimental (desde DPN 21 a 167). Las evaluaciones conductuales
incluyeron el analisis de la saciedad sensorial especifica (SSS, por sus siglas en inglés) como
indicador de la regulacién hedédnica de la ingesta en DPN 140, y el laberinto elevado en cruz

(EPM, por sus siglas en inglés) para el estudio de comportamiento relacionado a la ansiedad,



en DPN 130. Tras el sacrificio en DPN 167, se aislaron los parches adiposos, sangre troncal
y cerebros para realizar posteriormente las pruebas antes mencionadas.

El analisis molecular se realizé en nucleos cerebrales clave, involucrados en el control de la
ingesta. Particularmente, en zonas del hipotdlamo como el Nucleo Arcuato (ARC) y regiones
del sistema de recompensa mesolimbico del sistema heddnico, como el Area tegmental
ventral (VTA), Nucleo Accumbens Core (NAcC) y Shell (NAcSh). Estas regiones cerebrales
antes mencionadas se aislaron individualmente utilizando un criéstato para la diseccion y la
técnica de micropuncion de Palkovits. Posteriormente, se extrajeron los acidos nucleicos para
la cuantificacion de la expresién génica por medio de RT-PCRq y los niveles de metilacion
del ADN utilizando PCRq mediada por Enzimas de Restriccion sensibles a la Metilacion
(MSRM, por sus siglas en inglés). Los estudios moleculares y epigenéticos se realizaron en
machos, mientras que los analisis de ingesta y conducta incluyeron animales de ambos
SEexos.

También, en el marco de esta tesis se desarrollé y validé “RaTrack”, una herramienta
automatizada para el analisis del EPM, con el objetivo de optimizar el procesamiento de los
videos y reducir la variabilidad asociada al andlisis manual. La validacién del software se
realiz6 mediante la comparacién de los parametros obtenidos por analisis automatizado y
manual.

En cuanto a los resultados obtenidos en el presente trabajo, observamos que la
sobrealimentacion neonatal induce modificaciones persistentes en la regulacién de la ingesta
y en la conducta alimentaria, las cuales se manifiestan de manera diferencial segun el sexo
y el tipo de dieta consumida en la adultez.

La sobrealimentacion neonatal y/o la exposicién a una dieta CAF en la edad adulta provocan
el desarrollo de obesidad, adiposidad, hiperinsulinemia y alteracién del indice HOMA
indicando insulinoresistencia. La CAF promueve un aumento de la eficiencia calorica y
alimentaria, independientemente de la situacién en las primeras etapas de la vida. Las ratas
SL-CAF mostraron un comportamiento alimentario alterado (hipofagia), caracterizado por un
mayor consumo de CON frente a los alimentos palatables.

La sobrealimentacion temprana y/o la dieta CAF alteraron el SSS, en tanto que solamente
en la combinacién de ambos factores el comportamiento ansioso se vi6 incrementado.

A nivel transcripcional, la sobrealimentacion temprana se asocié con una reduccion a largo
plazo de la expresion de proopiomelanocortina (Pomc) en ARC, potencialmente relacionada
con la hipermetilacion del promotor y del enhancer. Por otro lado, la expresion del
neuropéptido Y (Npy) se encuentra disminuida en el grupo con la sobrealimentacion neonatal,



aparentemente en respuesta a estimulos periféricos, mediado por otras vias regulatorias
distintas a la hipermetilacién. La expresion del receptor de leptina se reduce con la dieta CAF,
lo que sugiere un mecanismo de resistencia a la leptina. Tanto el NL-CAF como el SL-CAF
mostraron efectos tendientes a reducir el tono dopaminérgico , pero a través de vias
diferentes: la produccién de dopamina (DA) en el VTA podria estar reducida mediante la
disminucién de la expresién de tirosina hidroxilasa (TH) en NL-CAF-M, mientras que el SL-
CAF-M mostr6 un aumento de la expresion del transportador activo de dopamina (DAT) en
el NAc, lo que podria generar una mayor eliminacién de dicho neurotransmisor del espacio
sinaptico. Por otra parte, en las hembras, la combinacién de sobrealimentacién neonatal y
dieta CAF se asocié con una disminucién progresiva del consumo de alimentos dulces y con
una conducta hipofégica a lo largo del periodo experimental, sugiriendo una alteracion en los
mecanismos que regulan la valoracion heddnica de los estimulos alimentarios.

RaTrack demostr6 una adecuada concordancia con el analisis manual para los brazos
abiertos, pero no para los brazos cerrados y zona central, por lo cual es preciso continuar
con tareas de programacion para convertirlo en un recurso metodolégico mas fiable.
Nuestra investigacion revela distintos fenotipos de obesidad, cada uno con caracteristicas
moleculares, epigenéticas y conductuales especificas. Estos hallazgos ponen de relieve la
necesidad de estrategias terapéuticas personalizadas que tengan en cuenta estas
diferencias mecanicas. Es importante destacar que la sobrenutricion temprana altera los
circuitos reguladores hipotalamicos con efectos duraderos. Estos hallazgos aportan
evidencia relevante sobre los mecanismos mediante los cuales las experiencias nutricionales
tempranas influyen en la susceptibilidad a desarrollar obesidad y trastornos asociados en la
adultez, y destacan la importancia de considerar los periodos criticos del desarrollo en el

diseno de estrategias preventivas frente a las enfermedades metabdlicas.



ABSTRACT

Obesity is one of the main public health problems worldwide, and its prevalence has steadily
increased over recent decades. Numerous studies have shown that exposure to nutritional
imbalances during critical periods of development, such as the neonatal stage, can
persistently program the mechanisms that regulate food intake, energy metabolism, and
behavior, thereby increasing the risk of developing obesity and associated disorders later in
life. In particular, early overnutrition has been associated with long-lasting alterations in
hypothalamic circuits that control energy homeostasis, as well as in reward systems involved
in motivation and the hedonic value of food. However, further studies are needed to
understand how these early alterations interact with an obesogenic environment in adulthood
and to elucidate the underlying neurobiological and epigenetic mechanisms.

In this context, the present study aimed to evaluate the impact of neonatal overnutrition on
the regulation of food intake in adulthood and to analyze how exposure to a cafeteria diet
(CAF), as a model of an obesogenic environment, affects early-induced alterations. For this
purpose, Wistar rats of both sexes were used. A neonatal overnutrition experimental model
was implemented based on litter size reduction during the lactation period (4 pups per dam;
Small Litter, SL), while normal litters (10 pups per dam; NL) were used as controls. After
weaning (postnatal day, PND 21) and until PND 90, animals were fed a standard chow diet
(CON). In adulthood, four experimental groups were established: NL-CON, NL-CAF, SL-
CON, and SL-CAF, initiating a second hedonic challenge for 11 weeks.

The experimental design included the evaluation of anthropometric parameters (body weight
and naso-anal length from birth to sacrifice), with weekly records; metabolic parameters
(biochemical variables and perirenal and gonadal adipose tissue depots); behavioral,
molecular (related to the gene expression of key molecules of interest), and epigenetic
parameters (DNA methylation analysis of altered genes), providing a comprehensive
approach to the proposed research question. Variables related to food intake, as well as food
preference and choice, were also analyzed, with weekly recording of food consumption
throughout the entire experimental period (from PND 21 to PND 167). Behavioral
assessments included the analysis of specific sensory satiety (SSS) as an indicator of hedonic
regulation of food intake at PND 140, and the elevated plus maze (EPM) to assess anxiety-
like behavior at PND 130. After sacrifice at PND 167, adipose tissue depots, trunk blood, and
brains were collected for subsequent analyses.

Molecular analyses were performed in key brain nuclei involved in the control of food intake,

particularly hypothalamic regions such as the arcuate nucleus (ARC) and regions of the
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mesolimbic reward system related to hedonic regulation, including the ventral tegmental area
(VTA), nucleus accumbens core (NAcC), and shell (NAcSh). These brain regions were
individually isolated using a cryostat and the Palkovits micropunch technique. Subsequently,
nucleic acids were extracted for gene expression quantification by RT-gPCR and for the
analysis of DNA methylation levels using methylation-sensitive restriction enzyme-mediated
gPCR (MSRM). Molecular and epigenetic analyses were performed in males, whereas food
intake and behavioral analyses included animals of both sexes.

Additionally, within the framework of this thesis, an automated tool named RaTrack was
developed and validated for EPM analysis, with the aim of optimizing video processing and
reducing variability associated with manual analysis. Software validation was conducted by
comparing parameters obtained through automated and manual analyses.

Regarding the results obtained in the present study, neonatal overnutrition was found to
induce persistent modifications in the regulation of food intake and feeding behavior, which
were differentially expressed depending on sex and the type of diet consumed in adulthood.
Neonatal overnutrition and/or exposure to a CAF diet in adulthood promoted the development
of obesity, increased adiposity, hyperinsulinemia, and alterations in the HOMA index,
indicating insulin resistance. CAF exposure promoted an increase in caloric and feeding
efficiency, regardless of early-life nutritional status. SL-CAF rats exhibited altered feeding
behavior characterized by hypophagia, with increased consumption of standard chow
compared to palatable foods.

Early overnutrition and/or CAF diet exposure impaired SSS, whereas anxiety-like behavior
was increased only when both factors were combined. At the transcriptional level, early
overnutrition was associated with a long-term reduction in proopiomelanocortin (Pomc)
expression in the ARC, potentially related to hypermethylation of its promoter and enhancer
regions. In contrast, neuropeptide Y (Npy) expression was reduced in neonatally overfed
animals, apparently in response to peripheral stimuli and mediated by regulatory pathways
other than hypermethylation. Leptin receptor expression was reduced by CAF exposure,
suggesting a mechanism of leptin resistance. Both NL-CAF and SL-CAF groups showed
effects that tended to reduce dopaminergic tone, but through different pathways: dopamine
(DA) production in the VTA may be reduced by decreased tyrosine hydroxylase (TH)
expression in NL-CAF-M, whereas SL-CAF showed increased expression of the dopamine
transporter (DAT) in the NAc , which could lead to greater clearance of this neurotransmitter
from the synaptic cleft. In females, the combination of neonatal overnutrition and CAF diet

was associated with a progressive reduction in sweet food consumption and sustained
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hypophagic behavior throughout the experimental period, suggesting alterations in
mechanisms regulating the hedonic valuation of food stimuli.

RaTrack showed adequate agreement with manual analysis for open arm parameters but not
for closed arms or the central zone, indicating that further software development is required
to establish it as a more reliable methodological resource.

Overall, our research reveals distinct obesity phenotypes, each characterized by specific
molecular, epigenetic, and behavioral features. These findings highlight the need for
personalized therapeutic strategies that consider these mechanistic differences. Importantly,
early overnutrition induces long-lasting alterations in hypothalamic regulatory circuits.
Together, these results provide relevant evidence on the mechanisms by which early
nutritional experiences influence susceptibility to obesity and associated disorders in
adulthood and underscore the importance of considering critical developmental periods in the
design of preventive strategies against metabolic diseases.
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1 INTRODUCCION

1.1 OBESIDAD: DEFINICION E IMPLICANCIAS
La obesidad es un problema de salud publica grave y creciente en todo el mundo, ya que

constituye una de las causas de morbilidad y mortalidad con mayor impacto global. Esta
epidemia, también es conocida como “globesidad” (Rendina et al., 2019; World Health
Organization, 2025).

En los ultimos anos, el nimero de personas obesas ha alcanzado cifras alarmantes,
afectando tanto a adultos como a nifios. En 2022, una de cada ocho personas en todo el
mundo padecia obesidad, afeccion que aumenta las enfermedades metabdlicas como la
diabetes tipo 2, las enfermedades cardiovasculares y el cancer, incrementando asi el gasto
en salud en todo el mundo (Hildebrand & Pfeifer, 2025; World Health Organization, 2025).
La obesidad es una enfermedad cronica, multifactorial y recidivante, caracterizada por una
alteracion del balance energético entre ingesta y gasto que resulta en acumulacion excesiva
y/o disfuncional de tejido adiposo y se relaciona con comorbilidades metabdlicas (Figura 1)
(Lecube et al., 2025; Ministerio de Salud, 2023; World Health Organization, 2025).
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Figura 1. Esquema de la definicién actual de obesidad que integra los principales factores involucrados en el
desarrollo y la progresién de la obesidad. Elaboracién propia utilizando elementos graficos de BioRender.com.
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Este exceso de masa grasa se relaciona con un mayor consumo de alimentos ricos en
calorias, caracteristico de la dieta occidental actual, asociado a una menor actividad fisica
debido al estilo de vida sedentario de la poblacién actual, asi como también a niveles de
estrés aumentados que favorecen el desarrollo del cuadro (World Health Organization, 2025).
A este contexto se lo conoce como entorno o ambiente obesogénico, definido como un
entorno de vida que favorece una elevada ingesta energética y un estilo de vida sedentario,
contribuye de manera significativa a la génesis y la difusion de la obesidad (Rendina et al.,
2019).

Esta enfermedad implica factores genéticos, ambientales, metabdlicos y conductuales, como
los habitos alimenticios desordenados y los estilos de vida sedentarios (Piché et al., 2020),
permitiendo inferir que esta patologia puede dar lugar a diferentes fenotipos de obesidad.
Los factores que influyen en la obesidad pueden clasificarse como “no modificables”
(condicionamiento genético, epigenética, programacién fetal, perturbadores endocrinos y
diversos determinantes sociales) y “modificables” (patrén alimentario, sedentarismo,
cronodisrupcion y deprivacion de suefio, estrés, la microbiota intestinal, habito tabaquico,
etc.) (Lecube et al., 2025).

Dentro de los factores no modificables, numerosos estudios han demostrado que el entorno
posnatal temprano tiene un impacto significativo en la homeostasis energética en la adultez.
Los primeros anos de vida son muy importantes, ya que los niflos con sobrepeso tienden a
convertirse en adolescentes con sobrepeso y, finalmente, en adultos con sobrepeso, con una
mayor incidencia de comorbilidades como hipertensién, diabetes tipo 2 e incluso un mayor
riesgo de desarrollar problemas de salud mental, incluida la depresion. Esto conlleva una
peor calidad de vida y un mayor gasto en salud en el futuro (Khoury et al., 2013; Ouakinin
et al., 2018)

Este concepto esta relacionado con el paradigma de los origenes del Desarrollo Temprano
de la Salud y la Enfermedad (del inglés Developmental Origins of Health and Disease,
DOHaD), que destaca como la exposicién durante los periodos criticos del desarrollo puede
predisponer enfermedades en la adultez (Rodrigues et al., 2022; Souza et al., 2022).

En humanos, los primeros 1000 dias de vida, desde la concepcion hasta los dos anos,
constituyen la fase critica para el desarrollo, dado que en este periodo ocurre la mayor tasa
de crecimiento y programacion celular Souza et al., 2022.

En este sentido, se ha demostrado que realidades adversas a nivel nutricional, hormonal y
ambiental durante estas ventanas de plasticidad aumentan la predisposicion a enfermedades

no transmisibles en la adultez, como la obesidad y la diabetes. Si bien los mecanismos
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epigenéticos parecen ser determinantes en este proceso, evidencia reciente extiende estas
ventanas de vulnerabilidad a los periodos de preconcepcién y adolescencia (Lisboa et al.,
2021).

A pesar de los numerosos intentos por profundizar en la comprension de los mecanismos
implicados en la obesidad, su patogenia aun no esta del todo clara. La investigacion
experimental es una herramienta esencial para el disefo de terapias eficaces, especialmente
en edades tempranas (Hoey & Roche, 2024).

Respecto a los factores modificables, esta ampliamente reportado que el entorno alimentario
moderno facilita la ingesta excesiva de calorias, uno de los principales factores que
contribuyen a la obesidad. Se estima que 1 de cada 5 muertes a nivel global son atribuibles
a una alimentacion inadecuada relacionada al aumento de consumo de alimentos
ultraprocesados acompanada de la disminucion de alimentos caseros y naturales. Esto se
asocia con una mayor prevalencia de sobrepeso, obesidad, sindrome metabdlico, aumento
de adiposidad abdominal y visceral, y menor salud cardiovascular (Steele et al., 2023). Los
alimentos ultraprocesados son formulaciones industriales de sustancias alimenticias
procesadas (aceites, grasas, azucares, almidon, aislados de proteinas) acompafnadas de
saborizantes, colorantes, emulsionantes y otros aditivos cosméticos (Steele et al., 2023).

En linea con lo expuesto anteriormente, las recientes Guias Alimentarias de Estados Unidos
2025-2030 plantean un cambio de paradigma en las recomendaciones nutricionales, al
desplazar el foco hacia los alimentos minimamente procesados, priorizar proteinas de calidad
y desalentar el consumo de productos ultraprocesados (USDA, 2025).

1.2 REGULACION DE LA INGESTA DE ALIMENTOS

El Sistema Nervioso Central (SNC) integra la informacién procedente de las reservas de
energia (por ejemplo, la leptina) y de la ingesta de alimentos (nutrientes y senales de
saciedad derivadas del intestino, por ejemplo) para regular la ingesta de alimentos y el gasto
energético de manera que se mantengan estables las reservas del organismo en el tiempo.
La sobrealimentacion induce un balance energético positivo, inhibe las propiedades
gratificantes (o recompensa) de los alimentos, mientras que estimula la saciedad, reduciendo
la ingesta. Por otra parte, la disminucion de energia disponible en el organismo activa
respuestas adaptativas del SNC que aumentan la recompensa de los alimentos y reduce la
respuesta a las sefales de saciedad, estimulando la ingesta hasta reponer las reservas
(Figura 2) (Morton et al., 2014).
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Este equilibrio energético es un proceso complejo, que a nivel cerebral implica dos sistemas
estrechamente entrelazados: el sistema homeostatico, estado metabdlico que regula el
equilibrio energético y el sistema hedédnico, relacionado con la recompensa/placer (Berthoud,
2012; Pandit et al., 2012).

Las vias homeostaticas incluyen el hipotalamo y el tronco encefalico, y se encargan de
integrar la ingesta adecuada de alimentos en respuesta a las reservas de energia y un ajuste
en el gasto energético. Las vias hedbnicas se encuentran principalmente en las areas
corticolimbicas, y la principal funcién es promover el comportamiento alimentario (Van Galen
et al., 2021).

Originalmente, se pensaba que la regulacion de ambos sistemas funcionaba de forma
independiente. Sin embargo, hoy en dia se sabe que la condicion metabdlica puede verse
facilmente influenciada por los mecanismos de recompensa y motivacion del sistema
heddnico. En este contexto, el sistema heddnico ha sido particularmente vulnerable al
entorno alimentario moderno, cargado de estimulos con elevada palatabilidad, a la par de
que el sistema homeostatico no ha logrado compensar este fenébmeno (Barsh & Schwartz,
2002; Berthoud, 2012). Recientemente se ha propuesto que el NPY (neuropéptido Y),
relacionado clasicamente con el sistema homeostatico por sus propiedades orexigénicas,
tiene un papel clave en el sistema heddnico de regulacion de la ingesta de alimentos
(Marinescu & Labouesse, 2024). Ademas de regular el control homeostatico de la
alimentacion y tener efecto ansiolitico, el NPY también parece influir tanto en el consumo, en
la motivacion y en el restablecimiento de las recompensas, incluidas las drogas de abuso y

los alimentos apetecibles, tal y como lo refiere (Rezitis et al., 2022).
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Figura 2. Regulacion central de la ingesta en funcién del estado energético. El SNC integra sefales hormonales
y nutricionales para ajustar la ingesta y el gasto energético. El exceso de energia reduce la recompensa
alimentaria y potencia la saciedad, mientras que el déficit energético incrementa la recompensa de los alimentos
y disminuye la respuesta a sefales de saciedad, favoreciendo la ingesta. Elaboracion propia utilizando elementos

graficos de BioRender.com.

1.2.1 Regulacion homeostatica
El tronco encefélico y en particular el hipotdlamo, pertenecientes al SNC, se consideran las

principales regiones cerebrales de la regulacion homeostética de la ingesta de alimentos
(Cifuentes & Acosta, 2022).

Ambas regiones pueden subdividirse en varios nucleos, de los cuales los mas importantes
para la regulacién de la ingesta de alimentos son los nucleos del rafe, el nucleo del tractus
solitarius (NTS) y el nucleo parabranquial (PBN) del tronco encefalico (Figura 3). Mientras
que en el hipotalamo, el ARC, el nacleo paraventricular (PVN), medial ventral (VMN) y el
hipotalamo lateral (LH) son los mas relevantes (Figura 3) (Van Galen et al., 2021).

Todos ellos estan fuertemente interconectados y reciben informacién central y periférica, con
el fin de adaptar adecuadamente el comportamiento alimentario posterior al estado
nutricional actual (Van Galen et al., 2021). En particular, ARC es el punto de entrada, situado
en la base del hipotalamo (cerca del tercer ventriculo) cercano a la barrera hematoencefalica,

una posicion estratégica para recibir sefiales periféricas e integrarlas con las sefales de otras
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regiones del cerebro, comunicandose a través de proyecciones descendentes a los nucleos
hipotalamicos vecinos y a las areas mesolimbicas relacionadas con la recompensa (Rossi &
Stuber, 2018; Schumacher et al., 2021; Van Galen et al., 2021; Vohra et al., 2022).

En el ARC, hay dos poblaciones neuronales que median esta regulacion. Por un lado, se
encuentran las neuronas orexigénicas, que estimulan el apetito, coexpresan el neuropéptido
Y (NPY) y el péptido relacionado con el agouti (AgRP) y se activan durante los estados de
déficit energético. Por otro lado, las neuronas anorexigénicas (que suprimen la ingesta de
alimentos) se caracterizan por la coexpresiéon de proopiomelanocortina (POMC) y transcrito
regulado por cocaina y anfetamina (CART) (Berthoud et al., 2017; Rossi & Stuber, 2018). Los
grupos neuronales de NPY/AgRP tienen respuesta rapida ya que estan disenadas
inicialmente para comenzar la ingesta ante situaciones de carencia. Las neuronas
POMC/CART se relacionan con una respuesta de tipo ténica, mas lenta y a largo plazo para
regular la saciedad.

El precursor POMC es una prohormona, dependiente de enzima, que se transforma en la
hormona estimulante de melanocitos alfa (a MSH). La a MSH es el ligando principal que
activa los receptores de melanocortina 4 (MC4R) para reducir la ingesta. Su respuesta esta
relacionada a la saciedad posprandial, como estimulo anorexigénico, pero ademas
contribuye al metabolismo energético aumentando el gasto mediante la activacién del
sistema nervioso simpéatico, promoviendo la termogénesis (Rossi & Stuber, 2018; Janicka et
al., 2025). Recientemente se ha informado que las neuronas POMC difieren, mientras
algunas responden a estimulos como la glucosa y otras lo hacen a las hormonas, indicando
una regulacién especializada y compleja del balance energético (Vohra et al., 2022).

Por su parte, los péptidos AgRP y NPY son liberados en el cerebro participando como
neurotransmisores que participan activamente en la regulacion de la ingesta alimentaria, tal
como se refirid anteriormente. Las neuronas AgRP/NPY, asi como neuropéptidos de acido
gamma aminobutirico (GABA) durante las condiciones de ayuno, proporciona sefiales anti
termogénicas y da como resultado una accion orexigénica. Ante condiciones de privacion de
alimentos se ha visto una mayor expresion del ARNm de AgRP y NPY en ARC, mientras que
las condiciones de realimentacién restauran estos niveles a su valor basal relativamente
rapido. En particular, NPY actua de forma rapida debido a que su actividad estd mediada por
receptores acoplados a proteinas G para estimular la ingesta inmediata (Vohra et al., 2022;

Campos et al., 2022).
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Las neuronas AgRP inhiben a las neuronas POMC mediante acciones antagonicas de GABA
y NPY, mientras envian proyecciones colaterales a muchas regiones cerebrales diferentes
que se corresponden con las proyecciones POMC (Timper & Briining, 2017).

Un punto importante de resaltar es que en ambas poblaciones neuronales se encuentran
receptores de estrégeno, ejerciendo el estradiol su accién sobre la ingesta de forma directa,
al aumentar la expresién de genes anorexigénicos en las neuronas POMC y al disminuir la
expresion de genes orexigénicos en las neuronas NPY/AgRP (Vigil et al., 2022).

La leptina, es una hormona peptidica liberada principalmente por los adipocitos maduros,
pero su sintesis también se ha demostrado en pequefias cantidades en otros tejidos como la
placenta, el musculo esquelético, el higado y el hipotdlamo. El hipotalamo es el principal
tejido target de la accién de la leptina, donde es un potente supresor de la alimentacion. La
forma larga del receptor de leptina (OBRb) se encuentra principalmente en ARC (Conceicao
et al.,, 2011). Alli, los receptores de leptina se expresan en las neuronas POMC y CART
estimulando su funcién anorexigénica (suprimiendo la alimentacién) fundamentalmente por
aumento de la actividad de las neuronas POMC/CART, al mismo tiempo que aumenta la tasa
metabdlica. En segundo lugar, el receptor de leptina se encuentra presente en un segundo
conjunto de neuronas que expresan NPY y AgRP. La leptina actta alli de manera inhibitoria
(Lutter & Nestler, 2009). La incapacidad del sistema nervioso central, especialmente de los
ndcleos hipotalamicos involucrados en la homeostasis energética, para responder
adecuadamente a la sefal de la leptina, se define como resistencia a la leptina. Esta
resistencia central a la leptina puede caracterizarse por la incapacidad de la hormona
periférica para llegar al hipotalamo, la disminucion del numero de receptores de leptina
hipotalamicos y/o la alteracién de la transduccién de la sefnal de la leptina (Zhang & Scarpace,
2006).

La insulina es un polipéptido producido por las células B pancreaticas, cuya secrecion se
eleva en proporcion al aumento del nivel de glucosa en sangre (rol periférico en la
homeostasis glucemica) Asimismo, junto con la leptina, actua como una sefal del estado
energético del organismo, reflejando los niveles de adiposidad. Esta hormona atraviesa la
barrera hematoencefalica para ingresar al cerebro donde ejerce su funcidén mediada por los
receptores especificos (InsR), que se expresan en gran medida en varias partes del SNC,
incluido el ARC, tanto en neuronas POMC/CART como en las neuronas NPY/AgRP (Vohra
etal, 2022). En sintesis, estimula a las neuronas productoras de neuropéptidos
anorexigenos e inhibe a las neuronas productoras de neuropéptidos orexigenicos. La leptina

y la insulina se regulan mutuamente. Asi, la leptina inhibe la produccién de insulina por las
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células beta pancreaticas, mientras que la insulina estimula la produccién de leptina en el
adipocito (Tsai et al., 2012).

En condiciones de homeostasis metabdlica, los depédsitos de tejido adiposo actian como
organos endocrinos dinamicos, cuya actividad varia segun su localizacién anatémica.
Mientras que el depdsito retroperitoneal destaca por su elevada tasa lipolitica, el tejido
perigonadal (epididimal en machos y parametrial en hembras) se caracteriza por una mayor
capacidad de expansion y sensibilidad a la insulina, facilitando el almacenamiento eficiente
de energia mediante la lipogénesis (Chusyd et al., 2016; Tsai et al., 2012).

En las hembras, los estrégenos actuan como moduladores de esta respuesta, protegiendo
inicialmente al tejido parametrial de la inflamacién y predispone a un menor acumulo de
grasa. En general, el estradiol impacta en el sistema homeostatico al reducir la ingesta de
alimentos y aumentar el gasto energético, relacionados a efectos anorexigenos vy
termogénicos. El estradiol actia a nivel de la corteza cerebral, el hipotdlamo y el tronco
encefalico, por lo cual estos efectos estan mediados directamente, por mecanismos
gendmicos y no gendmicos, e indirectamente, mediante la activacibn de mediadores
periféricos como la insulina y la leptina (Argente-Arizon et al., 2016; Quirds Cognuck et al.,
2020; Vigil et al., 2022).

Ante un balance calérico positivo crénico y el desarrollo de obesidad, esta especializacion
funcional se altera significativamente. La hipertrofia de los adipocitos, particularmente en el
deposito perigonadal, desencadena una respuesta inflamatoria local que interfiere con la
sefalizacién de la insulina, promoviendo la resistencia periférica a esta hormona (Teixeira
et al.,, 2019; Chusyd et al., 2016). Paralelamente, la sintesis de leptina se incrementa de
forma proporcional a la masa adiposa; no obstante, en el estado obeso, esta hiperleptinemia
suele derivar en una resistencia central a la hormona, anulando su capacidad para regular el
apetito y el gasto energético (Tchkonia et al., 2013). Asi, la disfuncion de estos depdsitos
viscerales no solo altera el metabolismo lipidico local, sino que se convierte en el motor de
la desregulacion metabdlica sistémica.

Otra importante hormona implicada en la regulacion de la ingesta es la ghrelina, hormona
peptidica sintetizada en el fondo del estbmago que actla a través del receptor secretagogo
de la hormona del crecimiento (GHSR), que se expresa principalmente en el cerebro (Cornejo
et al., 2021). Particularmente, actua sobre las neuronas AgRP/NPY de ARC, desempenando
un papel fundamental en la respuesta adaptativa a la deficiencia energética ya que estimula

estas neuronas y promueve el comportamiento alimentario.
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En el SNC, los receptores de ghrelina se expresan en las neuronas AQRP/NPY en ARC,
donde estimulan la liberacidén de estos neuropéptidos para inhibir los MC4R, contrarrestando
los efectos de las neuronas POMC y aumentando la ingesta de alimentos. Las neuronas
AgRP/NPY son activadas por la ghrelina e inhibidas por la leptina; sin embargo, también son
estimuladas por sefales sensoriales anticipatorias (Campos et al., 2022).

En conjunto, la ghrelina actia como una senal periférica que informa al sistema nervioso
central sobre la baja disponibilidad energética, activando circuitos hipotalamicos orexigénicos
para restablecer el balance energético (Lutter & Nestler, 2009; Vohra et al., 2022). La Figura
3 resume la regulacion homeostética de la ingesta de alimentos.
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Figura 3. Regulacion homeostatica de la ingesta de alimentos a nivel hipotalamico. En el nicleo arcuato (ARC)
se representan las neuronas de primer orden POMC/CART (anorexigénicas) y NPY/AgRP (orexigénicas),
moduladas por sefnales periféricas como leptina (tejido adiposo), insulina (pancreas) y ghrelina (estbmago). Estas
neuronas proyectan hacia nucleos hipotalamicos de segundo orden, como el ndcleo paraventricular (PVN) y el
area hipotalamica lateral (LH), integrando sefiales de hambre y saciedad. NTS: Nucleo del tracto solitario. Ob-
RB: receptor de leptina; InsR: receptor de insulina; GHSR: receptor de ghrelina. Flechas verdes indican excitacion
y rojas inhibicién. Elaboracion propia utilizando elementos graficos de BioRender.com.

1.2.2 Regulacion hedonica
El control hedonico de la ingesta de alimentos se produce principalmente por el sistema de

recompensa mesolimbico, donde las vias clave son las dopaminérgicas y las opioides. La
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regulacion dopaminérgica de la ingesta de alimentos involucra tres areas criticas en el
estriado (el nucleo caudado, el putamen y el nicleo accumbens). Estas regiones reciben
informacion de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra compacta (SNPC) o del
area tegmental ventral (VTA). Las vias de la SNPC generalmente modulan la actividad
motora, mientras que las de la VTA influyen en la motivacion y los comportamientos
relacionados con la recompensa. Se cree que esta modulacion se produce a través de
conexiones reciprocas entre la corteza y el estriado, o que permite la integracion de la
informacién sensoriomotora (Bayassi-Jakowicka et al., 2021).

La DA, es uno de los neurotransmisores mas importantes en la regulacion heddnica ya que
desempeia un papel motivador e incentivador en la ingesta de alimentos vinculado al deseo,
la exploracion y el aprendizaje. En el cuerpo estriado y otras regiones criticas del
prosencéfalo, como la corteza prefrontal, median el aprendizaje por incentivos y los
mecanismos de refuerzo asociados a la recompensa positiva (Kelley, 2004). Se ha
demostrado que la ingestién de alimentos altamente apetecibles induce la liberacion de DA
en el estriado dorsal, en proporcidn al placer subjetivo asociado al consumo. No obstante, el
rol de la DA en los procesos de recompensa es mas complejo que la simple codificacién del
valor hedonico (Volkow et al., 2011).

Las neuronas dopaminérgicas son esenciales para los comportamientos de recompensa y
motivacion. En el cuerpo de estas neuronas situadas en el VTA, el aminodcido tirosina es
hidroxilado por la enzima tirosina hidroxilasa (TH) a L-DOPA (dihidroxifenilalanina), paso
limitante que determina su biodisponibilidad. La sefalizacion de la DA termina en el espacio
sinaptico mediante la recaptacién por el DAT y la degradacién enzimatica a través de la
catecol-O-metiltransferasa (Figura 4) (Campos et al., 2022; Schumacher et al., 2021).

La actividad de las neuronas dopaminérgicas que se proyectan desde la VTA al nicleo
accumbens (NAc) desempefia un papel muy importante en el proceso de toma de decisiones
durante la fase preparatoria del comportamiento alimentario, lo que también lo convierte en
un punto particularmente importante para estudiar (Vucetic & Reyes, 2010). El nucleo
accumbens se organiza en dos subregiones funcionales: la shell (NAcSh) y el core (NAcC).
El NacSh se encarga de procesar los estimulos nuevos y esta relacionado con la motivacién
de los estimulos heddénicos, mientras que el NAcC interviene en los estimulos aprendidos
(Rossi & Stuber, 2018; Zhu et al., 2016). NAcSh funciona en parte como un vinculo critico
entre los circuitos corticales y los circuitos hipotalamicos del tronco cerebral en lo que
respecta al control de la ingesta de alimentos, mientras que NAcC esta implicados en el
aprendizaje y la ejecucién de acciones instrumentales adaptativas, ajustando la conducta en
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funcion del valor del resultado (Kelley, 2004). Durante la primera exposicion a una
recompensa alimentaria, o ante una recompensa inesperada, se observa un aumento en la
actividad de las neuronas dopaminérgicas del VTA, lo que se traduce en una mayor liberacion
de DA en NAc. Sin embargo, con exposiciones repetidas, la respuesta dopaminérgica ante
el alimento se atenua y se desplaza progresivamente hacia los estimulos que predicen su
disponibilidad, como el olor o la apariencia de la comida. Estos estimulos adquieren entonces
un valor predictivo y funcionan como sefales condicionadas de recompensa. En este
contexto, la liberacién de DA frente a dichas senales refleja |la diferencia entre la recompensa
esperada y la obtenida, un fenémeno conocido como “error de prediccién de la recompensa"
que puede contribuir a desajustes en la regulacion de la ingesta de alimentos (Volkow et al.,
2011).

En cuanto a los receptores implicados en la actividad de la DA, los de mayor importancia son
los de tipo 1 (DRD1) y 2 (DRD2). El DRD1 es relevante en el aprendizaje relacionado con la
recompensa, incluida la traduccién de la motivacién en accion. El DRD2 funciona como un
autoreceptor somatodendritico, regulando la neurotransmision de la DA y suprimiendo la
liberacion de DA en respuesta a los impulsos (Schumacher et al., 2021). En el NAc, los
niveles elevados de DA aumentan la ingesta de alimentos a través de la activacién de las
neuronas que expresan receptores DRD1, al tiempo que aumentan el gasto energético a
través de la inhibicién de las neuronas que expresan receptores DRD2. Por el contrario, una
menor actividad de las neuronas con DRD1 y una mayor actividad de las neuronas DRD2
provocan una reduccion tanto de la ingesta como del gasto energético (Rezitis et al., 2022).
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Figura 4. Regulacion Hedonica de la ingesta de alimentos mediada por el sistema de recompensa mesolimbico.
Las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA) proyectan hacia el nicleo accumbens (NAc) Shell
(NAcSh) y Core (NAcC), regulando la motivacion, el aprendizaje por recompensa y el comportamiento alimentario.
La sefalizacion dopaminérgica se encuentra modulada por los receptores DRD1,  DRD2 y DAT. Flecha roja
inhibicién. Elaboracién propia utilizando elementos graficos de BioRender.com.

En este sistema, los reguladores homeostaticos periféricos del equilibrio energético, como la
leptina, la insulina, la orexina y la ghrelina modulan las propiedades gratificantes

de los alimentos. Estos neuropéptidos también podrian estar implicados en el control
cognitivo de la ingesta de alimentos y en el condicionamiento a los estimulos alimentarios
interactuando con receptores de las neuronas DA del VTA, que se proyectan al NAc. Se ha
demostrado que sujetos resistentes a la insulina presentan una mayor activacién en las

regiones limbicas cuando se expusieron a estimulos alimentarios (Volkow et al., 2011).

1.3 MECANISMOS EPIGENETICOS DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL

La metilacion del ADN, es una modificacién quimica directa que modula la expresion génica
sin alterar la secuencia del ADN en respuesta a diversos estimulos ambientales a lo largo de
la vida (Lazzarino et al., 2017; Rossetti et al., 2024; Schumacher et al., 2021; Souza et al.,
2020).

La metilacién de la quinta posicién de la citosina (5mC) es una modificacion epigenética del
ADN muy conservada que se encuentra en la mayoria de los modelos procariéticos y
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eucaridticos, y tiene un impacto fundamental en la estabilidad del genoma, la expresion
génica y el desarrollo. La metilacién del ADN tiene lugar casi por completo en el dinucleétido
citidina-guanina (CpG) y se estima que se produce en casi el 70-80 % de los sitios CpG de
todo el genoma. Este fendmeno es un elemento crucial en el control de la expresion precisa
de la informacion genética, y tanto la hipermetilacién como la hipometilacién se han asociado
con una expresion génica inadecuada (Kadayifci et al., 2018).

Este cambio epigenético del ADN, es catalizado por una familia de metiltransferasas de ADN
(DNMT) que transfieren un grupo metilo desde el donante de metilo S-adenosil metionina
(SAM), a la posicién 5” del carbono del anillo de citosina que se encuentra, en la mayoria de
los casos, en la secuencia dinucleétidica CG, conocidas como islas CpG. Cabe senalar que,
aunque se asumia que estos patrones eran estables en células postmitoticas, la persistente
expresion de DNMT en neuronas adultas sugiere un rol dinamico de la metilacién del ADN
en el cerebro (Allison et al., 2021).

La metilacion del ADN en sitios criticos silencia (inhibe la expresion) los genes mediante dos
mecanismos principales: en primer lugar, la metilacién en sitios criticos inhibe la unién de los
factores de transcripcion a sus elementos de reconocimiento;en segundo lugar, la metilacién
de una region reguladora del ADN recluta proteinas de unién al ADN metilado, y enzimas de
modificacion de la cromatina, que a su vez, introduce modificaciones en las histonas que dan
lugar al silenciamiento de la cromatina (Allison et al., 2021).

Hay dos tipos de factores que pueden alterar la regulacién epigenética de las vias de
metilacién: factores genéticos (polimorfismo y mutaciones genéticas), que pueden causar
una metilacién anémala del ADN; y factores potencialmente modificables como la variacion
de nutrientes esenciales que intervienen en el metabolismo de los grupos metilo. Asi, la
nutricién es un factor importante no solo por su influencia en la expresion génica, sino
también porque las alteraciones nutricionales tempranas podrian ser responsables del
desarrollo posterior de enfermedades crénicas a través de mecanismos epigenéticos
(Kadayifci et al., 2018).

El periodo posnatal temprano constituye una ventana clave para las modificaciones
epigenéticas, ya que la sobrenutricién temprana y la composicion de la dieta a lo largo de las
etapas de la vida ejercen efectos directos sobre las vias de metilacién del ADN asociadas a
cambios persistentes en la fisiologia de diferentes tejidos en la vida adulta, fenémeno que se
conoce como programacién metabdlica (Conceicao et al., 2011).

Los cambios epigenéticos persistentes pueden afectar a genes implicados en la homeostasis
energética, como Pomc y NPY, lo que podria contribuir a una desregulacién a largo plazo de
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la ingesta de alimentos y un mayor riesgo de obesidad (Lisboa et al., 2021; Mahmood et al.,
2013; Plagemann et al., 2009, 2010). De hecho, se ha descrito que varios genes implicados
en el control de la ingesta de alimentos estan regulados a través de la metilacion del ADN
(Lazzarino et al., 2017; Marousez et al., 2019; Rossetti et al., 2019; Schumacher et al., 2021;
Souza et al., 2022).

1.4 MODELO DE CAMADA REDUCIDA COMO INDUCTOR DE OBESIDAD
TEMPRANA

Se ha demostrado que criar roedores en camadas pequenfas (SL) es un modelo experimental
Gtil para estudiar las consecuencias de la obesidad producida por la sobrealimentacién
neonatal que centra su importancia en el paradigma DOHaD, que destaca como la exposicion
durante los periodos criticos del desarrollo puede predisponer a diversas patologias (Amaro
et al., 2023; Habbout et al., 2013; Marousez et al., 2019; Spencer & Tilbrook, 2009).

En la actualidad, se sugiere que la plasticidad fenotipica de los roedores esta sujeta a estos
periodos criticos, lo cual se evidencia en como una misma agresion, por ejemplo, la
restriccion de proteinas, puede programar estados de malnutricion opuestos (obesidad o
desnutricién) (Lisboa et al., 2021).

En este sentido, un factor determinante en la programacion metabdlica es el dimorfismo
sexual. Evidencia reciente indica que las condiciones nutricionales, ambientales y
hormonales tempranas impactan de manera diferenciada a machos y hembras.
Especificamente durante la lactancia, modelos experimentales como la reducciéon de la
camada han demostrado que ambos sexos responden de forma distinta a los insultos
metabdlicos, sugiriendo que la vulnerabilidad y las trayectorias de desarrollo son
dependientes del sexo (Lisboa et al., 2021).

Como se muestra en la Figura 5, las camadas artificialmente pequefias de tres a cuatro crias,
frente a las camadas de control de ocho a doce crias por madre, da lugar a una menor
competencia por la leche durante el periodo de lactancia, lo que conduce a una sobrenutricién
debido al aumento del volumen de leche (aproximadamente 1,5 veces méas) asi como
también de las calorias. Ademas, la composicién de la leche de las madres SL cambia,
proporcionando un mayor contenido de lipidos, especialmente triglicéridos y una menor

cantidad de proteinas (Marousez et al., 2019; Souza et al., 2022).
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Figura 5. Modelo experimental de sobrealimentacién neonatal por reduccion del tamafo de la camada como
inductor de obesidad temprana. DPN: dia postnatal. Elaboracién propia utilizando elementos graficos de
BioRender.com.

Debido a este aumento en el consumo de leche, los roedores criados en camadas pequefas
tienen sobrepeso al destete, pero los niveles pueden variar entre cepas, origen y tamano de
la reduccién de la camada. La mayoria reporta incrementos del 10-25 % del peso corporal
en ratas adultas y del 20-30 % en ratones en comparaciéon con controles. Este fenotipo
parece estar asociado principalmente a un aumento persistente del consumo de alimentos
en la adultez, dado que la restriccion de la ingesta tras el destete previene tanto el aumento
de peso como la proliferacién de tejido adiposo (Habbout et al., 2013).

Como se muestra en la figura 5, este aumento acelerado del peso corporal al destete,
asociado con mayor adiposidad trae aparejado alteraciones metabdlicas y en los circuitos
hipotalamicos reguladores de la ingesta de alimentos y el equilibrio energético. La
caracterizacién del fenotipo de obesidad del SL destaca cambios hormonales y metabdlicos
adaptativos tempranos y tardios, involucrados en la hiperfagia, los cambios en el gasto
energético, la resistencia a la insulina y hasta alteraciones en el area reproductiva
(Plagemann et al., 2009; Schumacher et al., 2023; Souza et al., 2022).

La sobrealimentacién promovida por el aumento del volumen de leche puede afectar
directamente a la funcién celular y tisular, como la del pancreas, o indirectamente, mediante
alteraciones hormonales. La hiperleptinemia y la hiperinsulinemia tempranas en respuesta a
la sobrealimentacion parecen afectar a los sistemas centrales y periféricos, contribuyendo a
la hiperfagia, los cambios en el gasto energético y la resistencia a la insulina. La hiperfagia
puede deberse a la inflamacidn hipotalamica y a cambios en los mecanismos reguladores de
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la saciedad y el gasto energético, como el eje cerebro-intestino. Por lo tanto, varias
alteraciones complejas estan involucradas en el fenotipo obeso del modelo SL lo que hace
dificil establecer una relaciéon causal entre los cambios que presentan las crias (Souza et al.,
2022).

1.5 DIETA CAF COMO MODELO EXPERIMENTAL DE LA ALIMENTACION
OCCIDENTAL

El entorno nutricional en la edad adulta también influye en la regulacion del equilibrio
energético. Ciertos alimentos, en particular los ricos en azlcares y grasas, Son recompensas
potentes que promueven la ingesta (incluso en ausencia de una necesidad energética) y
desencadenan asociaciones aprendidas entre el estimulo y la recompensa
(condicionamiento). En términos evolutivos, esta propiedad de los alimentos apetecibles solia
ser ventajosa porque garantiza que se comiera cuando habia alimento disponible, lo que
permitia almacenar energia en el cuerpo como grasa, para futuras necesidades en entornos
donde las fuentes de alimentos eran escasas. Sin embargo, en las sociedades modernas,
donde la comida esta ampliamente disponible, esta adaptacion se ha convertido en un factor
dificil de controlar (Volkow et al., 2011).

En relacion a la necesidad de profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos
implicados en el desarrollo de la obesidad, se han implementado varios modelos dietéticos
en roedores para inducir la obesidad en la edad adulta, como la dieta alta en grasas, la dieta
alta en azucares o alimentos apetecibles para los humanos, como la dieta CAF (Doulberis
et al., 2020).

A nivel experimental, exponer a roedores a una dieta CAFdurante la edad adulta, es un
modelo ampliamente aceptado para estudiar la induccion de la obesidad (Lalanza & Snoeren,
2021; Lazzarino et al., 2017).

Como se puede observar en la Figura 6, esta dieta se utiliza experimentalmente como modelo
para imitar el sistema alimentario actual, ya que incluye alimentos industrializados variados,
muy apetecibles y densos en energia, ricos en grasas y azucares simples, también llamados
“comida chatarra” (Lazzarino et al., 2019; Sampey et al., 2011). Tiene la ventaja de permitir
la novedad, la eleccién y la variedad, caracteristicas clave del entorno alimentario humano
moderno con sus propiedades hedénicas (Lalanza et al., 2014; Lalanza & Snoeren, 2021).
Ademas, se ha demostrado que es un buen modelo para inducir alteraciones metabdlicas y
para estudios que investigan cambios neuroconductuales (Bonfim et al., 2021; Lalanza &
Snoeren, 2021).
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Esto ofrece una mayor relevancia traslacional en comparacion con otras dietas
experimentales, ya que no solo se centra en la obesidad inducida por la dieta, sino también
en la influencia del entorno obesogénico en la regulacion del comportamiento alimentario y
el metabolismo (Leigh et al., 2019; Mattar et al., 2023).
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Figura 6. Modelo experimental de dieta CAF para mimetizar la dieta occidental actual, rica en alimentos palatables
de consumo humano. Elaboracién propia utilizando elementos graficos de BioRender.com.

Frente a las amplias disparidades que existen actualmente en los protocolos dietéticos de la
CAF, (Lalanza & Snoeren, 2021) propusieron un protocolo CAF estandarizado con el objetivo
de minimizar las diferencias entre estudios y mejorar la reproducibilidad del modelo de dieta
obesogénica. De este modo, el protocolo CAF estandar debe contemplar: 1) la palatabilidad,
2) la inclusion de sabores salados y dulces, 3) la presencia de diferentes texturas, 4) la
novedad y 5) la variedad de los productos alimenticios. Una forma sistematica y controlada
de integrar estas caracteristicas es mediante un formato de “menu”, que consiste en dividir
el total de los alimentos en tres o cuatro grupos y rotarlos periédicamente, garantizando asi
que los animales experimenten variedad y novedad en la dieta.

1.6 PRUEBAS CONDUCTUALES EN ROEDORES
Las pruebas de comportamiento en modelos animales constituyen una herramienta

fundamental para el estudio de los mecanismos neurobiol6gicos que subyacen a procesos
complejos como la ansiedad, el estrés, el miedo y la motivacién. Estos ensayos permiten
evaluar de manera integrada la respuesta del organismo frente a estimulos ambientales

controlados, aportando informacion funcional que complementa los analisis moleculares,
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neuroanatémicos y fisioldgicos. En este sentido, la evaluacion conductual no solo contribuye
a la caracterizacion fenotipica de los modelos experimentales, sino que también refuerza la

validez translacional de los hallazgos hacia condiciones humanas (Cryan & Holmes, 2005).

1.6.1 Conducta relacionada con los alimentos

Un pardmetro importante para comprender la relacién entre la programacién cerebral y el
sistema dopaminérgico es el comportamiento ante los alimentos de los animales de
laboratorio y relacionado con los cambios observados en los parametros moleculares, el peso
y la ingesta de alimentos.

Asi, la saciedad sensorial especifica es un fenédmeno que se refiere a un proceso hedédnico
que influye en la ingesta de alimentos al reducir la satisfaccion con los mismos y renovar el
apetito cuando se expone a un nuevo sabor (Hetherington, 1996). Este fendmeno puede ser
observado y evaluado, tanto a nivel experimental como en los seres humanos.
Particularmente, se basa en que la exposicién repetida a un alimento determinado reduce
selectivamente su valor heddnico y el consumo asociado, sin afectar la respuesta hacia otros
alimentos sensorialmente distintos.

En otras palabras, el valor hedoénico disminuye cuando se consume un alimento concreto
durante mucho tiempo. Sin embargo, la oferta de un nuevo alimento con atributos sensoriales
diferentes presenta un valor hedoénico que permanece relativamente inalterado, este
fendbmeno se denomina saciedad sensorial especifica (Gonzalez et al., 2022; Rolls et al.,
1981).

1.6.2 Comportamiento relacionado con la ansiedad
Otro parametro relevante en este estudio es la valoracion de los niveles de ansiedad, definida

como un estado emocional negativo asociado con la percepcion de amenaza caracterizado
por sentimientos de aprensién (Kraeuter et al., 2019).

La obesidad en los primeros afos de la vida se encuentra asociado a elevados niveles de
ansiedad, depresion y estrés. También las dietas altas en calorias se han relacionado con
cambios estructurales en el sistema nervioso central y comportamientos relacionados con la
ansiedad a nivel experimental como en humanos (Bonfim et al., 2021; Ferreira et al., 2018).
A nivel experimental, aunque existen varias pruebas para el andlisis del comportamiento
relacionado con la ansiedad, la mas utilizada en roedores es el test del laberinto elevado en
cruz (EPM, por sus siglas en inglés) (Enes-Marques & Giusti-Paiva, 2018; Rossetti et al.,
2024; Spencer & Tilbrook, 2009).
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La prueba se basa en la tigmotaxis, es decir la tendencia natural de los roedores a evitar los
lugares abiertos o elevados, contrarrestada por su curiosidad innata por explorar zonas que
les son desconocidas. De esta manera, un roedor menos ansioso visitara mas los brazos
abiertos de la plataforma, mientras que elevados niveles de ansiedad estan relacionados a
un mayor tiempo en los brazos cerrados (Kraeuter et al., 2019).

1.6.3 Automatizacion del analisis conductual en modelos animales
Para los test de conducta, se utilizan las filmaciones para registrar el desafio sin generar

alteraciones en el animal. En los ultimos afos se han desarrollado métodos automatizados
para la cuantificacion de parametros conductuales relacionados con el estrés, la ansiedad y
el miedo en modelos animales. Habitualmente, estas conductas se evalian mediante
pruebas de corta duracién, cuyo registro en video permite su analisis posterior de forma
manual o automatizada. Si bien el analisis manual se basa en la observacion del investigador,
este enfoque es altamente demandante en tiempo y susceptible a variabilidad inter e
intracbservador (Gonzalez-Gaspar et al.,, 2021). En este contexto, la automatizacion del
andlisis conductual surge como una estrategia para reducir el tiempo de evaluacién y
estandarizar los criterios de cuantificacién. Sin embargo, los sistemas comerciales suelen
implicar altos costos, escasa flexibilidad, falta de transparencia en los algoritmos utilizados y
limitaciones de compatibilidad. Frente a ello, los avances recientes en procesamiento de
imagenes y video han favorecido la busqueda del desarrollo de algunas herramientas de
codigo abierto, reproducible y de bajo costo.

En particular, ante la necesidad de analizar de manera mas eficiente los videos recopilados
durante el test del EPM, se buscaron herramientas de software que agilice este proceso.
Aunque existen opciones disponibles, la mayoria son pagas, requieren condiciones
especificas para la grabacion del video o se centran en el seguimiento de los animales. La
Unica herramienta gratuita disponible al momento del analisis del test EPM fue Analixity
(Gonzéalez-Gaspar et al., 2021).
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como hipétesis de trabajo proponemos que la sobrealimentacién neonatal programa de
manera persistente los circuitos cerebrales que regulan la ingesta, y que un segundo desafio
obesogénico en la adultez (dieta CAF) potencia estas alteraciones programadas
tempranamente.

El objetivo general de este trabajo es conocer el impacto del exceso de la energia ingerida

durante la lactancia, como modelo de obesidad neonatal, sobre la regulacion de la ingesta
alimentaria en la adultez a nivel homeostatico (representados principalmente por el
hipotalamo) y hedénico (que implica al sistema de recompensa cerebral) ante un desafio de
dieta CAF.

El disefio experimental incluye machos y hembras, considerando el andlisis de las variables
morfométricas, metabdlicas y de ingesta alimentaria en ambos sexos. Debido a las
limitaciones de tiempo y recursos disponibles, las determinaciones moleculares y otros
parametros complementarios detallados a continuacién, se realizaron en machos. Las
muestras correspondientes a las hembras, se conservaron para su analisis en una etapa de

investigacion posterior.

Objetivos especificos: Se pretenden evaluar en ratas de ambos sexos, criadas en camadas

normales (NL) o pequenas (SL), expuestas en la adultez a dieta control (CON) o CAF por 11

semanas:

- La progresion del peso y el largo naso-anal durante el todo el periodo de estudio.

- La ingesta durante la totalidad del periodo experimental y su relacion con las
variables mencionadas en el item anterior.

- La masa adiposa al momento del sacrificio como indicador del impacto de la
sobrealimentacion neonatal y/o de la dieta de CAF.

- Parametros bioquimicos de interés (glucosa, triglicéridos y colesterol) para
determinar posibles alteraciones metabdlicas al momento del sacrificio.

- Laexpresion de moléculas clave implicadas en la via de sefalizacion del sistema de
recompensa mesolimbico, relacionado al control heddnico de la ingesta, en el area
tegmental ventral (ATV) y en el nicleo accumbens (NAc) aislados mediante la técnica
de micropuncion.

- La expresion de neuropéptidos y de receptores hormonales relacionados al control
homeostatico de la ingesta a nivel hipotalamico, en el nucleo arcuato (ARC) aislados

mediante la técnica de micropuncién.
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La presencia de proteinas asociadas a los genes de interés, por inmunofluorescencia
en cerebros.

La presencia de modificaciones epigenéticas de secuencias regulatorias de los
principales genes involucrados en el sistema heddnico y homeostatico.

La performance del test de saciedad sensorial especifica para evaluar cambios en la
conducta hacia los alimentos, mediados por el sistema dopaminérgico.

La performance del test Laberinto en cruz Elevado (EPM, del inglés Elevated plus
maze) para evaluar conductas vinculadas a la ansiedad.

Desarrollar y validar una herramienta de software de acceso gratuito y libre, para el
andlisis automatizado de videos de test de conducta en ratas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1  ANIMALES Y TRATAMIENTO DIETARIO
Se obtuvieron ratas hembras (n=22) y machos (n=5) (F0) de la cepa Wistar/Cmedc del

ICIVET Litoral (UNL, Esperanza, Argentina). Las ratas hembras se aparearon con machos
de fertilidad comprobada y se utilizaron crias de ambos sexos para la realizacion de este
trabajo. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas (22 + 2 °C y ciclos de luz-
oscuridad de 12:00 h) durante todo el periodo experimental. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Etica de la FBCB-UNL (ntimero de referencia CE2021- 92), de
conformidad con los principios propuestos por la “Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio” publicada por la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos (National
Research Council, 2011).

El disefio experimental (Figura 7) se estructurd en tres etapas: en primer lugar, la induccién
de la sobrealimentacién neonatal (DPN 4-21), cada una con su grupo de control
correspondiente; en segundo lugar, la administracion de CON hasta el DPN 90 para
garantizar una progresion adecuada del desarrollo; y, en tercer lugar, la exposicidon a una
dieta CAF durante la edad adulta (hasta el DPN 167) como desafio obesogénico, incluyendo
también controles emparejados. Para minimizar los posibles efectos de la camada y
garantizar la heterogeneidad experimental, se distribuyeron animales provenientes de
diferentes madres entre los grupos experimentales (como maximo dos hermanos por grupo
experimental). Las crias se asignaron a los diferentes tratamientos mediante un proceso de
aleatorizacién simple para minimizar el riesgo de sesgo. Este enfoque supone que los grupos
experimentales se forman a partir de muestras aleatorias e independientes, lo que permite

analizar la variabilidad total del conjunto de datos (Kim & Shin, 2014)..
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Figura 7. Esquema del disefio experimental realizado en ratas de ambos sexos criadas en camadas normales (NL) o
camadas reducidas (SL) y alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). La totalidad de los animales
fueron criados simultaneamente bajo las mismas condiciones experimentales y expuestos a los tratamientos
correspondientes. Los mismos individuos fueron seguidos longitudinalmente a lo largo del protocolo experimental.
Para las evaluaciones conductuales y determinaciones bioquimicas se utilizd la totalidad de los animales de cada
grupo experimental para ambos sexos (n = 24+2/grupo hasta el destete, luego n = 12+2/grupo). Para los analisis de
biologia molecular (expresién génica por qPCR y estudios epigenéticos), se emple6 un subgrupo representativo de
animales (n = 5-6/grupo). Para los estudios de inmunofluorescencia se utilizé un animal por grupo, con fines de
confirmacién anatémica cualitativa. Tras el sacrificio, se recolectaron cerebros y parches adiposos. RT-qPCR: reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real; DPN: dia posnatal. Elaboracion propia utilizando elementos
graficos de BioRender.com.

A continuacion, se ofrece una descripcion detallada de cada etapa:

3.1.1 Induccion de la sobrealimentacion neonatal (hasta DPN 21):
El tamafo de las camadas se ajustd en el DPN 4, momento en el que la lactancia esta

adecuadamente establecida, hay mayor facilidad para manipular los animales y sexar con
seguridad. Segun el modelo de camada pequenia, los animales fueron asignados a camadas
pequenas (SL) para sobrealimentacién posnatal (4 crias por camada) o a camadas normales

(NL) como grupo de control (10 crias por camada) (Fiorotto et al., 1991).

3.1.2 Exposicion a la dieta control (hasta el DPN 90):

En DPN 21, tras el destete, los animales se distribuyeron aleatoriamente de 3 a 4 por jaula
con libre acceso a comida y agua. Ambos grupos experimentales (NL y SL) fueron
alimentados con dieta CON (informacién nutricional: 3,00 kcal/g; grasa: 5 %, proteina: 23 %,
carbohidratos: 72 %; Cooperacion, ACA Nutricién Animal, Buenos Aires, Argentina) desde el
destete hasta la edad adulta (DPN 90.)
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3.1.3 Intervencion con dieta CAF (hasta el DPN 167):

A partir de entonces, los animales SL y NL se dividieron en otros dos grupos: uno de ellos
continué con la dieta CON (SL-CON; NL-CON) y el otro fue alimentado con dieta CAF (SL-
CAF; NL-CAF), durante 11 semanas (n = 12 + 2 animales por grupo). La dieta CAF incluy6
alimentos palatables de consumo humano, con alto contenido en grasas y azlcares (variedad
de galletitas saladas y dulces, bizcochos, postre de mani, queso parmesano, magdalenas,
obleas, etc), junto con pellet (dieta CON). Estos alimentos se ofrecian de forma alterna para
proporcionar un estimulo novedoso (grupos de 3 alimentos, dulces y salados, cambiandolos
3 veces por semana) (Tabla 1). Todos los alimentos se proporcionaron ad libitum 'y se
presentaron por separado para facilitar la cuantificacién de las sobras. En funcion de sus
caracteristicas nutricionales, los alimentos CAF se agruparon en categorias (por ejemplo,
dulces, salados y pellets estandar), o que nos permitid evaluar los patrones de eleccion
espontanea de alimentos a lo largo del tiempo, en lugar de realizar una Unica evaluacion de
las preferencias. Segun la informacién nutricional, la dieta CAF proporcionaba una media de
4,7 kcal/g (grasa: 47 %, proteina: 7 %, carbohidratos: 49 %). La composicién nutricional
detallada de los articulos de la dieta CON y CAF se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1. Lista de grupos de alimentos de dieta CAF y rotaciones semanales.

SEMANA 1
Lunes Chizito Galletitas Rex Galletitas Oreo
Miércoles Chizito Galletitas 9 de oro Bombdn Oblibén
Viernes Galletitas Rex Chizito Galletitas Oblita
SEMANA 2
Lunes Chizito Galletitas Rex Rhodesia
Miércoles Chizito Galletitas Toddy Magdalena
Viernes Galletitas Rex Queso Parmesano Postre de Mani Marrakech

Todos los dias se corrobord que los animales tengan los tres alimentos de consumo humano disponibles, junto
con la dieta CON.
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Tabla 2. Lista de alimentos seleccionados para la dieta de CAF y composicion nutricional. Se indica
el contenido calérico total, hidratos de carbono, proteinas y grasas totales por cada 100g de

alimento.
Carbohidratos Proteinas Grasas
Alimento Kcal/100g
g kcal g kcal g kcal
Bizcochos salados 487 60 240 9 36 24 216
9 de oro
“Rhodesia” 522 62 248 47 18,8 28 252
Chizitos “Julicroc” 472 64 256 6,8 27,2 20,8 187,2
Gallletitas dulces “Toddy” 477 63 252 54 21,6 20,3 182,7
Galletitas saladas “Rex” 468 64 256 8,8 35,2 20 180
Magdalena “Gaona” 416 56 224 5,2 20,8 19,2 172,8
Galletitas dulces “Oreo” 494 66 264 5 20 23 207
Bombén “Oblibon” 554 60 240 6,4 25,6 32 288
Galletitas dulces “Oblita” 500 67 268 3,4 13,6 27 243
Postre de mani “Marrakech” 541 57 228 13 52 29 261
Queso parmesano La 410 3 12 33 132 29 261
Quesera
Dieta CON 300 72 288 23 92 5 75

Todos los animales incluidos completaron el protocolo experimental y ningdn animal se
enfermd ni muri6 durante el estudio.

El consumo de alimentos (en gramos) se calcul6 como la diferencia entre los alimentos
ofrecidos y los restos durante el periodo posterior al destete. La ingesta energética diaria se
calculé utilizando los datos proporcionados por la informacion nutricional (kcal/g). Durante
todo el experimento, se registraron semanalmente el peso corporal y la longitud (distancia
nasoanal). El peso corporal se registr6 mediante una balanza digital (Ohaus), con precision
de 1 g, colocando al animal en una jaula previamente tarada. La longitud naso-anal se
determiné como la distancia entre la punta de la nariz y el ano del animal (sin incluir la cola),
utilizando una regla milimetrada fijada sobre una superficie plana, con el animal en posicién

de decubito ventral y correctamente alineado. Durante la medicién, los animales fueron
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contenidos manualmente de forma suave para evitar movimientos y asegurar la precisién de
la determinacién, siguiendo metodologias previamente reportadas para la evaluacion de
parametros antropométricos en roedores (Othman et al., 2021). Estos parametros se
utilizaron para el calculo del IMC, calculado como peso corporal (g)/longitud® (cm?) (Novelli
et al., 2007; Oliva et al., 2021).

Durante el periodo CAF, se utilizaron la ingesta acumulada de alimentos y el aumento de
peso corporal para calcular la eficiencia calérica (EC) = ganancia de peso (g)/ingesta
energética (kcal) y la eficiencia alimentaria (EA) = ganancia de peso (g)/ingesta de alimentos
(9) (Novelli et al., 2007; White et al., 2009).

La eutanasia se realiz6 el DPN167 con CO? y posterior guillotinado tras un ayuno de 12
horas, aproximadamente entre las 8 y 10hs. Inmediatamente después del sacrificio, se
recolectd sangre troncal, se centrifugaron las muestras para almacenar el suero a -50 °C
hasta su andlisis.

Se disecaron y pesaron los parches de tejido adiposo epididimal (TAE), o gonadal (TAG) en
las hembras y perirrenal (TAP). TAE/G se utilizd por su sensibilidad a los cambios
metabdlicos, mientras que el TAP complementé el andlisis reflejando el estado de los
depositos. En conjunto, brindaron una estimacién de la grasa visceral. El I1Ad (%) se estim6
como (TAE + TAP) /peso corporal x 100 (Aiassa et al., 2022; Novelli et al., 2007; Vargas
et al., 2025).

Se obtuvieron los cerebros de los animales. Algunos de ellos, los que estaban destinados
para el analisis con técnicas de biologia molecular, se congelaron con la parte ventral hacia
arriba en hielo seco y se almacenaron a -80 °C hasta su seccionamiento. El resto se fijaron
por inmersién en paraformaldehido por 24 hs en frio con el posterior procesado histologico
hasta la inclusion en parafina para la realizacién de técnicas de inmunofluorescencia
(Schumacher et al., 2021).

3.2 PROCEDIMIENTOS DE PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO

3.2.1 Prueba del laberinto en cruz elevado

Se evalué el comportamiento de ansiedad de los animales mediante la prueba del laberinto
en cruz elevado (EPM, por sus siglas en inglés). Esta se realiz6 adaptando la técnica descrita
por Lalanza et al. y Walf A., Frye C., (Lalanza et al., 2014; Walf & Frye, 2007), en el dia DPN
130. Todo el aparato se elevé 50 cm por encima del suelo. La plataforma consta de dos
brazos cerrados opuestos con paredes laterales (50 cm de largo, 10 cm de ancho y 40 cm
de alto) y dos brazos abiertos (50 cm de largo y 10 cm de ancho) (Figura 8). El animal se

colocd en el centro del laberinto (siempre mirando hacia el mismo brazo cerrado) durante 5

38



minutos. La sefal para comenzar a medir el intervalo de tiempo en el brazo especifico fue la
presencia de las 4 patas dentro del brazo.

Se cuantificé el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (TBA), en los brazos cerrados
(TBC) y en la zona central (TZC) del laberinto. También se registr6 el nUmero de entradas en
los brazos abiertos (EBA) y en los brazos cerrados (EBC). Ademas, tal y como propuso
Gonzalez-Gaspar et al. (2021). estos parametros se utilizaron para calcular el 1An, como
resultado de: 1 - ([TBA/duracion de la prueba] + [EBC/(EBA + EBC)]/2).Este indice cuantifica
los niveles de ansiedad (valores cercanos a 1 indican mayor ansiedad y cercanos a 0 menor).
El laberinto se limpi6é con etanol al 5 % después de cada prueba para evitar la influencia de
olores de las ratas previamente sometidas a prueba. La actividad de los animales se registré

mediante un sistema de video y, a continuacién, cada video se analizé manualmente.
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Figura 8. Esquema de la estructura utilizada para el test del Laberinto elevado en cruz. Se muestran los brazos
abiertos y cerrados que son determinantes para evaluar la conducta ansiosa de los animales. Elaboracion propia

utilizando elementos gréaficos de BioRender.com.

3.2.2 Prueba de saciedad sensorial especifica
Para evaluar este fendbmeno conductual, se realiz6 un test homénimo, puesto a punto
previamente en nuestro laboratorio (Schumacher et al., 2023) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de las soluciones administradas durante la prueba de saciedad sensorial especifica. La
solucién de maltodextrina se representa en color celeste y la solucion de sacarosa en color rosa. Elaboracién
propia.

En DPN 140, durante cuatro dias consecutivos, se midié el volumen consumido de sacarosa
(S) y maltodextrina (M) (ambas al 10 %, disueltas en agua del grifo y coloreadas para
identificarlas, rosa o azul claro respectivamente) para cada animal en las etapas
correspondientes (familiarizacién, preexposicidbn y prueba de eleccidén). La sacarosa
(disacarido) presenta un sabor intensamente dulce y alta palatabilidad, mientras que la
maltodextrina (polisacarido derivado del almidon) posee un sabor neutro, con menor
componente heddnico pero aporte calérico similar. Esta eleccidn permitié discriminar entre el
componente hedonico y el valor energético de la ingesta. Las soluciones fueron coloreadas
con colorantes aptos para consumo alimentario (rosa: sacarosa; celeste: maltodextrina) a fin
de facilitar su identificacion, sin afectar la ingesta ni el comportamiento de los animales.

La prueba se desarrollé en la fase diurna, entre las 09:00 y las 13:00 hs, durante la fase de
luz del ciclo luz-oscuridad de los animales. La eleccién de esta franja horaria responde a la
necesidad de estandarizar las condiciones experimentales y minimizar la variabilidad
asociada a los ritmos circadianos, asegurando la comparabilidad entre los distintos grupos
experimentales. Este criterio es consistente con lo reportado en el estudio en el que se basa
la implementacion del SSS (Reichelt et al., 2014) y con su puesta a punto previa en nuestro
grupo de trabajo ( Schumacher et al., 2023). Durante este periodo, los animales tuvieron libre

acceso al alimento correspondiente a cada grupo experimental, mientras que el acceso al

40



agua fue restringido a un intervalo diario de 2 horas (de 13:00 a 15:00 h), durante el cual se
colocaron las botellas con agua.

En la etapa de “Familiarizaciéon” (los dos primeros dias), se pusieron en contacto a los
animales con ambas soluciones (S y M) en dos sesiones de 20 minutos, separadas por un
intervalo de 1 hora. El tercer dia, se realizé la etapa de “Pre Exposicion” a una de las
soluciones durante 20 minutos y, tras 2 horas, se llevé a cabo la prueba de eleccidon
exponiendo a los animales a las dos soluciones simultdneamente (dandoles la posibilidad de
elegir).

El cuarto dia, se realizé la “Pre Exposiciéon” a la otra solucién y, a continuacién, la “Prueba
de Eleccién”, lo que permitié6 una comparacion intra-sujeto. El volumen consumido se midi6
en cada etapa por la diferencia de peso de las botellas antes y después de ofrecerlas a los
animales (Figura 10). Un mayor volumen consumido de la solucion novedosa (solucion no
preexpuesta, NP) indica un SSS conservado, mientras que volumenes similares consumidos
de la solucion no novedosa (preexpuesta, P) y NP indican la ausencia de este fenémeno.

Familiarizaciéon Preexposiciéng Test
: ¥
i, SM20 g SyM o
M/S 20' : M/S 20' é MyS 10
| Dias1y 2 ’: D’iais::BEy4 |

Figura 10. Esquema del protocolo de la prueba de saciedad sensorial especifica. La solucién de maltodextrina
(M) y la solucién de sacarosa (S). Elaboracion propia.

3.2.3 Desarrollo, implementacion y validacion de una herramienta de analisis
automatizado para el test EPM

En el presente trabajo, tras la dificultad de implementar Analixity, la Gnica herramienta gratuita
disponible al momento (Gonzalez-Gaspar et al., 2021). El principal motivo fue, que las
condiciones de grabacion de los videos no cumplian con los requisitos exigidos por el
software, lo cual dificulté el seguimiento correcto de los animales durante el procesamiento
de los registros.

Estas restricciones y dificultades motivaron el desarrollo de una estrategia de analisis propia
con apoyo de personal idéneo, basada en un enfoque interdisciplinario, para optimizar la

evaluacién de los parametros conductuales de interés.

41



Etapa |: Desarrollo colaborativo de la herramienta de analisis

Para atender la necesidad de automatizar el procesamiento de los videos del test del EPM
se contactaron a especialistas, miembros del Instituto de Investigacion en Senales, Sistemas
e Inteligencia Sinc (i).

En diversas reuniones se inform6 a los especialistas la metodologia del test EPM y los
parametros que eran de interés evaluar. También se proyectaron algunos videos para un
andlisis a priori del comportamiento de los animales durante la performance del experimento.
Tras estos detalles preliminares comenzaron las tareas de desarrollo del software
propiamente dicho.

Etapa ll: Diseno e implementacién del software RaTrack

El software, denominado RaTrack, fue desarrollado utilizando el lenguaje de programacion
Python, de libre acceso y multiplataforma que permite analizar automaticamente los videos
de manera sencilla. RaTrack cuenta con una interfaz de linea de comandos que puede
ejecutarse en consolas de Windows o Linux, y utiliza algoritmos de Procesamiento Digital de
Imagenes para identificar y seguir a la rata en el video. Tras una serie de pruebas, el software
fue optimizado para llevar a cabo los primeros analisis de videos.

Como se mencion6 oportunamente en la metodologia del test EPM, es de interés cuantificar
los minutos que el animal pasé en los brazos cerrados o abiertos, el nUmero de entradas en
cada uno de los brazos y el tiempo en el centro del dispositivo.

Para utilizar RaTrack, primero se deben identificar los brazos abiertos y cerrados en la
imagen plataforma utilizando el mouse para seleccionar las areas que ocupan cada una de
ellas (Figura 11). De esta manera, se delimitan las 5 secciones para que el programa sea
capaz de detectar el movimiento y cuantificar el tiempo en que el animal se encuentra durante
los 5 minutos de duracion del test.

Se priorizd que la seleccion sea manual para adaptar mejor el campo seleccionado en base
a la ubicacién de la plataforma en la sala de evaluacion. Esto se debe a que se realizé el test
en diferentes dias segun los animales iban cumpliendo la edad estipulada y la plataforma
debib ser movilizada de lugar. Para asegurar la exactitud de la seleccién se tomaron puntos
de referencia de la plataforma como por ejemplo esquinas de los brazos abiertos o cerrados
y superficie del piso de la plataforma.
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Figura 11. Imagen de la plataforma y la identificacion de las 5 partes que analiza el test EPM. Brazos cerrados:
1y 3; Brazos abiertos: 2 y 4; centro: 5. Elaboracion propia utilizando elementos graficos de BioRender.com.

Etapa lll: Criterios de deteccion y analisis del comportamiento

El criterio utilizado por RaTrack para determinar la region donde se encuentra la rata busca
emular el analisis manual. Durante el mismo, se considera que el animal pasa de una region
a otra cuando coloca las cuatro patas sobre la nueva regién. Sin embargo, resulta dificil
reproducir este criterio en RaTrack (no es posible Identificar las patas con los algoritmos
empleados), por lo que se tomo6 como criterio el porcentaje de pixeles de la rata en una dada
regién: el animal se encontrara una regién cuando el porcentaje de pixeles de la rata supere
un umbral especificado (por ejemplo, 90% de la rata esta en un brazo abierto).

Sobre estos pixeles correspondientes a la rata en cada cuadro del video, se calcula la
proporcién de pixeles de la rata en cada regién y la posicion del centro de masas del conjunto
de pixeles de la rata. Esta informacion se registra a lo largo del video. Posteriormente,
RaTrack genera un informe que detalla la posicion de la rata en el tiempo, la distancia
recorrida, el IAn y la proporcién de tiempo que el animal pas6 en cada porcion de la
plataforma durante el experimento. Este reporte se almacena como una hoja de calculos,

generando gréficas que resumen la informacion analizada (Figura 12).
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Figura 12. Reporte de resultados de RaTrack (de izquierda a derecha): Grafico que indica el tiempo en segundos
que el animal pasa en cada una de las 5 regiones; Grafico que resume el nimero de entradas, salidas y direccidon
a cada una de las 5 regiones; Grafico con el tiempo (segundos) y porcentaje en cada una de las regiones de la
plataforma. Elaboracién propia.

Etapa IV: Optimizacién de las condiciones de filmacién

A lo largo de esta etapa, se implementaron diversas modificaciones orientadas a optimizar la
calidad de las grabaciones y, en consecuencia, la precision del analisis automatizado. En
particular, se ajustaron las condiciones de la escena de filmacion, incluyendo la iluminacién,
el color de fondo y el entorno de la plataforma. El area de fondo de la plataforma fue
recubierta con color verde, mientras que el suelo de apoyo se cubrié con un material de color
negro (Figura 13). Dado que las ratas utilizadas son de pelaje blanco, esta combinacién de
colores permitié maximizar el contraste entre los distintos planos de la imagen, mejorando la
segmentacion y el seguimiento del animal por parte del software. Estas modificaciones
contribuyeron a obtener videos de mayor calidad mejorando la segmentacion de las
imagenes y, por ende, a incrementar la sensibilidad en la identificacion automatica de la
posicion y desplazamiento de los animales durante el ensayo.
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Figura 13. Vista de la sala experimental utilizada para el test del laberinto en cruz elevado (EPM) tras la
optimizacién de las condiciones de filmacion.

Etapa V: Validacion del andlisis automatizado

Para validar la herramienta, se utilizaron los videos de los animales sometidos al test durante
el experimento. Estos registros fueron analizados manualmente y mediante el software
RaTrack por dos evaluadores independientes bajo un esquema de doble ciego. Con el
objetivo de optimizar el proceso de validacion, se seleccionaron tres de los parametros mas

relevantes: el tiempo en el centro, en los brazos abiertos y en los brazos cerrados.

3.3 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS METABOLICOS

Las muestras de sangre troncal se dejaron coagular a temperatura ambiente durante 30
minutos y luego se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener el suero. Las
mismas fueron almacenadas a -50 °C hasta su analisis. Los metabolitos séricos (glucosa,
triglicéridos y colesterol) se determinaron mediante ensayo utilizando un kit comercial
(Wiener Labs, Argentina), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con un método
espectrofotométrico (Boeco, Alemania) por duplicado. Los niveles de insulina se midieron
utilizando un kit ELISA ultrasensible para insulina (Crystal Chem, Elk Grove Village, lllinois,
EE. UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Las concentraciones de glucosa e insulina en ayunas y se utilizaron para evaluar la
resistencia a la insulina mediante el modelo de evaluacién homeostatica (HOMA-IR),
calculado como [insulina en ayunas (uU/ml) x glucosa en ayunas (mmol/l)]/ 22,5 (Matthews
et al., 1985).

3.4 DETECCION DE PRESENCIA DE ANTIGENOS POR INMUNOFLUORESCENCIA
Se utilizé el ensayo de inmunofluorescencia para evaluar la expresién de la proteina POMC
en las neuronas de ARC (Bregma -2,5 mm) y de la proteina TH en VTA (Bregma - 6,8 mm),
previamente descrito por nuestro grupo de trabajo (Canesini et al., 2018; Schumacher et al.,
2021). Los cerebros incluidos en parafina se seccionaron en cortes coronales (5 um)
utilizando un microtomo (Leica, Biosystems). Las secciones de los nucleos de interés se
recogieron basandose en las coordenadas del atlas The Rat Brain (Paxinos & Watson, 2006).
Los portaobjetos se secaron durante la noche a 37 °C, se desparafinaron en tres lavados de
5 minutos con reactivo Bioclear (Biopack, Buenos Aires, Argentina) y se rehidrataron
mediante una serie graduada de etanol (100 %, 96 %, 70 %) con lavados de 1 minuto en
cada paso.

Para reducir la autofluorescencia del tejido, las secciones se incubaron con borohidruro de
sodio (0,01 mg/ul; 40 min, temperatura ambiente). La union de anticuerpos no especificos se
bloqued incubando las secciones con una solucién de leche desnatada en polvo (Sigma-
Aldrich) diluida en suero de caballo normal. La recuperacién de antigenos se llevd a cabo
incubando las secciones en citrato de sodio 0,01 M en un pretratamiento con microondas. A
continuacién, se colocaron en leche descremada en polvo (Sigma-Aldrich) con suero de
cabra normal al 5 % (60 min, temperatura ambiente), para bloquear los sitios de unién de
proteinas no especificas.

En ARC (Figura 14), se utilizé el anticuerpo primario anti-POMC (policlonal, conejo; Phoenix
Pharmaceuticals Inc.) a una dilucién de 1:1500 y se incubé durante la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, las secciones se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo

secundario fluorescente (Anti-conejo Alexa Fluor 488, Invitrogen) a una dilucion de 1:250.
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Figura 14. Ubicacion neuroanatémica del Nucleo Arcuato (circulos negros) en cerebro de ratas utilizadas para
los analisis de inmunohistoquimica de fluorescencia. (A) y (B) Cortes histolégicos tefiidos para acetilcolinesterasa
y con violeta de cresilo, respectivamente. (C) Esquemas representativos de la zona de interés con las principales
estructuras utilizadas como referencia para la correcta localizacion del &rea analizada. Imagenes adaptadas del
atlas de Paxinos y Watson (2006).

En VTA (Figura 15), se utilizé anticuerpos primarios para TH (anticuerpo monoclonal,
Millipore) a dilucién 1/2000 (durante la noche, 4 °C) y luego se realiz6 la incubacién con
anticuerpos secundarios antimouse ALEXA 488 a 1/700 (1 h, temperatura ambiente). En
ambos casos, para visualizar los nucleos celulares, se utilizé DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) a 1/1000 (5 min, temperatura ambiente). Para los controles negativos, las
secciones se procesaron sin el anticuerpo primario. Las imagenes de las secciones se
registraron utilizando un microscopio confocal invertido Leica TCS SP8 y se procesaron con

el software Leica Application Suite X (LAS X) (Leica Microsystems, 2024).
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Figura 15. Ubicacion neuroanatémica del Area Tegmental Ventral (circulos negros) en cerebro de ratas utilizadas
para los andlisis de inmunohistoquimica de fluorescencia. (A) y (B) Cortes histoldgicos tefidos para
acetilcolinesterasa y con violeta de cresilo, respectivamente. (C) Esquemas representativos de la zona de interés
con las principales estructuras utilizadas como referencia para la correcta localizacion del area analizada.
Imagenes adaptadas del atlas de Paxinos y Watson (2006).

3.5 AISLAMIENTO DE NUCLEOS CEREBRALES MEDIANTE TECNICA DE
MICRODISECCION

Los nucleos implicados en la via dopaminérgica de la regulacién hedédnica de la ingesta de
alimentos (NAcC, NAcShy VTA) y el ARC clave de la regulacién homeostatica, se obtuvieron
mediante la técnica de microdiseccién de Palkovits (1988), ya optimizada en nuestro
laboratorio (Lazzarino et al., 2019; Schumacher et al., 2023). Imagenes mostrativas se
visualizan en la Figura 16. Los cerebros congelados se incluyeron en Cryoplast (Biopack,
Argentina) y se cortaron secciones coronales seriadas de 300 um en un criostato a -20 °C.
En estas secciones, se extrajeron las regiones enriquecidas en los nucleos de interés
utilizando agujas de micropuncion de acero inoxidable de 0,5y 1 mm, de acuerdo con el atlas
estereotaxico The Rat Brain (Paxinos & Watson, 2006). Los nicleos se extrajeron
bilateralmente y se almacenaron en TRIzol a -80 °C hasta su analisis. La topografia de los
orificios se inspecciond con un microscopio estereoscépico (Stemi 305, Zeiss, Oberkochen,

48



Alemania) para determinar la ubicacién correcta de los nucleos microdiseccionados. Cada
regién cerebral microdiseccionada de un animal individual (entre 6 y 10 punciones,
dependiendo de los nucleos cerebrales) se procesé y analiz6 como un Unico punto de datos

por animal.

Nucleo Accumbens

Hr< ‘ﬂ‘\ ] Figure 13 ]

Figure 54
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=

Figura 16. Microdiseccion de nucleos cerebrales implicados en la regulacion homeostatica y hedoénica de la
ingesta de alimentos. A la izquierda, diagramas de cortes coronales de cerebro de rata adaptados del atlas
Paxinos y Watson (2006) (circulos negros delimitan areas de interés). A la derecha, secciones coronales
obtenidas en criostato mostrando los sitios de micropuncion en los nucleos de interés mediante la técnica de
microdiseccién de Palkovits (1988).
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3.6 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

3.6.1 Aislamiento de ARN y transcripcion inversa

El ARN se aisl6 utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Se utilizé el espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.) para evaluar la concentracion y pureza de los acidos
nucleicos.

La transcripcion inversa se llevd a cabo utilizando el protocolo descrito anteriormente
(Schumacher et al., 2023). En resumen, del ARN total (0,5 pg) se transcribié inversamente
en ADNCc utilizando cebadores hexameros aleatorios (200 pmol, Promega, Madison, WI, EE.
UU.) y transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (200 unidades;
Promega, Madison, WI, EE. UU.). A continuacién, se anadieron inhibidor de ribonucleasa
RNAout (20 unidades, Invitrogen Argentina, Buenos Aires, Argentina) y mezcla de
desoxinucledétido trifosfato (100 nmol) a cada tubo de reaccién con un volumen final de 30 ul
de tampédn de transcriptasa inversa 1X. La reaccién se llevé a cabo a 37 °C durante 90 min,
a 42 °C durante 15 min y se detuvo calentando a 80 °C durante 5 min. Cada muestra se
diluy6é en agua libre de ARNasa hasta un volumen final de 60 pL y se almacené a -20 °C

hasta su posterior analisis.

3.6.2 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

La RT-gPCR se realizé tal y como describié anteriormente nuestro grupo (Rossetti et al.,
2016) utilizando un termociclador Real-Time PCR Step One Cycler (Applied Biosystems Inc.,
Life Technologies, California, EE. UU.) para la amplificacién y cuantificacion del ADNc. Se
combinaron 5 yL de ADNc con HOTFIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne;
Estonia) y 10 pmol de cada cebador (Invitrogen, EE. UU.) hasta un volumen final de 20 pL.
La tabla 3 muestra los detalles de los pares de primers utilizados para la amplificacion,
disefiados previamente en nuestro laboratorio (Lazzarino et al., 2017; Rossetti et al., 2019;
Schumacher et al., 2023).

Se utilizé la proteina ribosomal L19 como gen de referencia ya que no se observaron
diferencias significativas en los valores Ct para L19 entre los grupos experimentales. La
amplificacién del ADNc se llevd a cabo por duplicado y se incluyeron controles negativos de
molde de ADN. El ciclo umbral (Ct) y la eficiencia de la gPCR se calcularon utilizando el
software Step One (Applied Biosystems Inc., Foster City, California, EE. UU.).

La expresién de cada gen se calculd6 mediante el método de la curva estandar relativa
(Rossetti et al.,, 2019). La cantidad relativa de cada gen farget para todas las muestras

experimentales se determiné a partir de la curva estandar, se normalizé con respecto a la
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cantidad relativa del gen de referencia L19 y, finalmente, se dividié por el valor normalizado

de la target de la muestra de control.

Tabla 3. Secuencia de primers usados en el estudio de la expresion de genes por PCRq.

Nombre Tamano
Proteinas N° de acceso Secuencia de primers
del gene (pb)
Genbank
F: 5-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3
L19 L19 NM_031103.1 99
R: 5-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3
F: 5-CCTCCTGCTTCAGACCTCCATA-3’
POMC Pomc NM_139326.2 159
R: 5-TGTTCATCTCCGTTGCCTGG-3’
F: 5-GCTCAAGAGTAAACGCATTCC-3
CART Cart NM_017110.1 143
R: 5-AAGAATTGCAAGAAGTTCCTCG-3
F: 5-TTGGCAGAGGTGCTAGATCCA-3’
AgRP Agrp NM_033650.1 108
R: 5-AGGACTCGTGCAGCCTTACAC-3'
F: 5-CTTAATGAGAGAAAGCACAG-3’
NPY Npy NM_012614.1 101
R: 5-AACTAGGAAAAGTCAGGAGA-3
F: 5-AGGATGAGTGTCAGAGTCAA-3’
Ob-Rb Ob-Rb NM_012596.1 80
R: 5-CTCTTCATCAGTTTCCACTG-3’
F: 5"-TCTCTCCAGGAAACTACAGTGT-3"
InsR InsR NM_017071.2 80
R: 5"-AAAATAGGTGGGTTCTGTCC-3°
F: 5-GCTCTGCAAACTCTTCCA-3’
GHSR Ghsr NM_032075.3 99
R: 5"-AAGCAGATGGCGAAGTAG-3’
F: 5-TACCAAGATCAACCTACCGCC-3'
TH Th NM_012740.3 118
R: 5-GCTGAACTTCAACAGGGC-3'
F: 5-TCCAAGGTGACCAATCTTT-3'
DRDf1 Drd1 NM_012546.3 126
R: 5'-GTTACAAAGGAGCCCAAAGG-3'
F: 5'-CCCCAGCAGGATGCAGAG-3'
DRD2 Drd2 NM_012547.1 95
R: 5-CAGGATGATGGGTGATGAAGA-3'
F: 5-CATCACCACTCCTACATCC-3'
DAT Slc6a3 NM_012694.2 89

R:

5-CATTGTGTTTGGATGAGGAGA-3'

L19: Proteina ribosomal L19; POMC: Pro-opiomelanocortina; CART: Transcrito regulado por cocaina y anfetamina; AgRP:
Proteina relacionada con agouti; NPY: Neuropeptido Y; Ob-Rb: receptor de leptina; IR: receptor de insulina; GHSR: receptor de
ghrelina; TH: Tirosina hidroxilasa; DRD1: Receptor de dopamina 1; DRD2: Receptor de dopamina 2; DAT: Transportador activo
de dopamina.

3.7 ANALISIS DE LA METILACION DEL ADN
El estado de metilacién de los promotores Pomcy Npy se llevo a cabo en ADN genémico

aislado de ARC (n = 6/grupo). El analisis in silico de los sitios de metilacion del ADN vy los

posibles sitios de unidn de la transcripcion en estos genes fue publicado anteriormente por

nuestro grupo, incluyendo las regiones promotoras, las islas CpG, los sitios de restriccidén

para enzimas sensibles a la metilacion y los sitios de unién de factores de transcripcidén

51




(Lazzarino et al., 2017; Schumacher et al., 2021). La Figura 17 muestra un esquema de las
regiones promotoras con islas CpG, sitios de corte para enzimas de restriccion sensibles a
la metilacion y sitios de unién para factores de transcripcion de los genes de interés.
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Figura 17. Esquema de las regiones promotoras con islas CpG, sitios de corte para enzimas de restriccién
sensibles a la metilacién y sitios de unioén para factores de transcripcion. A: regiones promotoras y potenciadoras
(nPE1 y nPE2) del promotor del gen Pomc. B: promotor del gen Npy. Las figuras negras muestran los sitios de
restriccion Maell y BstUI. Elaboracién propia utilizando elementos gréaficos de BioRender.com.

El analisis de metilacién se realiz6 utilizando una combinacién de digestiones Unicas con
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (MSRE), seguidas de gPCR. En resumen,
se digirid 1 ug de ADN con 1 unidad de Tail (Maell) (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN, EE. UU.) a 60 °C o 10 unidades de BstUI (n.® de cat. R0518S. New England BiolLab,
Beverly, MA, EE. UU.) a 50 °C durante 1 hora en presencia del buffer enzimatico 1X
correspondiente. A continuacion, el ADN se purifico utilizando el kit Wizard SV Gel y PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EE. UU.). Se utilizé una regién genémica sin sitios
de restriccién Maell o BstUl como control interno (Cl) para evaluar la calidad del ADN. Cada
muestra se cuantificé por duplicado o triplicado. Las secuencias de primers de qPCR
utilizadas para analizar los diferentes sitios de restriccion y el Cl en cada promotor génico se
muestran en la Tabla 4. Esta metodologia fue descrita previamente por nuestro grupo
(Rossetti et al., 2016; Schumacher et al., 2021, 2023).
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Tabla 4. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para los andlisis del estado de
metilacién de ADN.

Region de analisis Oligonucleétido sentido (5’ a 3’) Oligonucleétido antisentido (3’ a 5°)
Pomc CI 5-GGTGAAGGCTGTCAGACAATC-3’ 5"-CCAAACTCCAAGGGAAAGG-3’

Pomc nPE1 Mae Il (a) 5-TCAGACTGGTGACTGCTGGC-3’ 5-GGACTTCCTGGAGGTGCAGT-3’

Pomc Mae 1l (b) 5’-CAGGAAGGTCACGTCCAAGG-3’ 5-CCGTTTGGTCCCTGTCACTC-3’

Npy CI 5-GTCCCTTGCTCAAAAGTGGC-3’ 5"-CATCGGTCAAAACCTGGGTC-3’

Npy BstU | (a) 5-TTCCAGAGGCATTAACTCAAGC-3’ 5"-AAAAGACCAACGCCACTGTG-3"

Npy BstU | (b) 5"-TCGCAGTTGTCCCAGAGATG-3’ 5"-GGACCGCTTAGATTGCCTGT-3"

Npy BstU | (c) 5-GGAAGTGGCTGTGGGAGTCA-3’ 5"-CTGCGAGGAATGAGCTCCAC-3’

Pomc: gen de la Proopiomelanocortina; nPE1: region potenciadora 1; Npy: gen del Neuropéptido Y. Cl: control interno. Mae Il
or BstUI: Nombre de la enzima de restriccién sensible a metilacion utilizada.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico incluyd evaluaciones de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de la varianza (prueba de Levene). Tras confirmar la normalidad de los datos,
se realiz6 una deteccidn de valores atipicos mediante la prueba Q de Dixon, y se excluyeron
los puntos de datos que cumplian los criterios estadisticos para el rechazo de valores atipicos
(p < 0,05).

Los parametros de interés (peso corporal, peso corporal relativo e ingesta acumulada de
alimentos/energia) desde el nacimiento hasta el DPN90 se analizaron con la prueba T de
Student (datos paramétricos) o la prueba de Mann-Whitney (datos no paramétricos). Desde
este punto hasta el DPN167, los parametros evaluados (peso corporal, peso corporal relativo,
IMC, parches adiposos, el IAd, parametros metabdlicos, ingesta acumulada de alimentos o
energia, preferencia alimentaria, eficiencia calérica y la eficiencia alimentaria) se analizaron
mediante ANOVA de dos vias y cuando se observaron diferencias estadisticamente
significativas, se realizd6 una prueba post hoc de Tukey o una prueba LSD de Fisher sin
corregir para identificar las diferencias significativas entre los grupos.

Para investigar la seleccion de alimentos durante la exposicién al CAF, se realizé un analisis
de regresion lineal de la ingesta diaria (gramos) de cada tipo de alimento (dulce, salado y
pellet) durante todo el periodo experimental. La pendiente de cada linea de regresion indica
la direccion y la magnitud del cambio en el consumo a lo largo del tiempo (pendiente positiva:
aumento de la ingesta; pendiente negativa: disminucion de la ingesta). La significacion
estadistica de las pendientes se evalu6 mediante regresién lineal simple, y las diferencias
entre las pendientes para los distintos tipos de alimentos (dulces, salados y pellets) se

evaluaron mediante una prueba F. De la misma manera, se realizd un andlisis de regresion
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lineal para estudiar la ingesta semanal de energia o gramos, seguido de una comparacioén
de pendientes con la prueba de Fisher.

La expresion relativa del ARNm y los niveles de metilacion del ADN en el ARC se analizaron
mediante ANOVA de dos vias y las comparaciones post hoc se realizaron mediante la prueba
de Tukey o el LSD de Fisher sin corregir cuando se encontraron diferencias significativas.
Para la prueba SSS, se implementé la prueba ANCOVA, utilizando los grupos experimentales
y la exposicién a la solucion (Pre Expuestos [P] y no Pre Expuestos [NP]) como factores, y
el volumen de solucion consumida durante la Pre Exposicién como covariable. Cuando la
prueba ANCOVA mostré una interaccion significativa entre los factores, se llevé a cabo la
prueba U de Mann-Whitney post hoc. Para analizar los datos de la prueba EPM, se realizaron
un ANOVA de dos vias y post hoc de Tukey.

Los resultados se presentan como media * error estandar de la media (SEM), con un nivel
de significacion establecido en p < 0,05. Para mejorar la claridad de la presentacion de los
resultados, la significacion se indica con asteriscos en las curvas y con letras diferentes en
las barras de los graficos y las tablas. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre los grupos. Estas se determinaron basandose en comparaciones post hoc tras la
prueba estadistica adecuada. Todas las pruebas estadisticas fueron bilaterales.

Los datos se analizaron utilizando RStudio 23.03.0 y se realizé un analisis de potencia a priori
en R (RStudio Team, s. f.) siguiendo los parametros de Cohen (1988). Suponiendo 12
animales por grupo, 4 niveles del factor principal, a = 0,05 y un efecto de tamafio moderado,

la potencia estimada fue ligeramente superior a 0,80.
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4 RESULTADOS

41 EFECTOS DE LA SOBREALIMENTACION NEONATAL Y DE LA DIETA CAF
SOBRE PARAMETROS MORFOMETRICOS METABOLICOS EN MACHOS

4.1.1 Variables morfométricas en machos
Con el fin de obtener una caracterizacién mas exhaustiva de la composicién corporal, se
analizaron las variables de peso y talla utilizando distintos enfoques e indicadores.

4.1.1.1 Peso corporal a lo largo del periodo experimental
La evolucién del peso corporal durante el periodo experimental se muestra en la Figura 18.

Al inicio del estudio, no se observaron diferencias en el peso corporal entre los animales
asignados a los diferentes grupos experimentales (DPN 4, Figura 18 A).

Para definir el modelo adecuadamente se corrobor6 una diferencia de peso corporal en el
grupo SL superior al 10 % (Lazzarino et al., 2019). Teniendo en cuenta la ganancia de peso
en este periodo, los animales SL presentan un aumento significativo tras una semana de vida
(p=0.0008) persistiendo esta diferencia en DPN 21 (p <0.0001) (Figura 18 A).

Tras el destete, los animales SL que luego recibieron pellet lograron igualar el peso respecto
a los NL al llegar a la adultez (DPN 90) (Figura 18 B). Luego del desafio con dieta CAF, los
animales que recibieron alimentos palatables presentaron mayor aumento de peso (p
dieta=0.0135), independientemente de la sobrealimentacion neonatal (Figura 18 C). Ademas,
se observo una interaccion significativa entre la dieta y el tiempo (p interac. =<10" 7), lo que
indica un efecto especifico del tipo de dieta sobre el peso a lo largo del periodo de
administracién de CAF. Tras 4 semanas de administracion de dieta CAF, el grupo NL-CAF-
M fue el primero en presentar un aumento de peso significativo (NL-CON-M vs. NL-CAF-M,
p=0.0218). En tanto el grupo SL-CAF-M recién logré el aumento significativo de peso
respecto al control tras 9 semanas de administracion de CAF (SL-CON-M frente a SL-CAF-
M, p=0.0441) (Figura 18 C).
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Figura 18. Evolucion del peso de ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o pequefias (SL),
alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). (A) DPN 1 a 21y (B) DPN 28 a 90 (n = 24+2 por
grupo). Los valores son medias £ SEM segUn la prueba T de Student o Mann Whitney, * con p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001. (C) DPN 97 a 167 (n = 12 £ 2 por grupo). Los valores representan medias + SEM. ANOVA de 2 vias
con post hoc de Tukey, * indica p <0.05, ** indica p <0.01, *** indica p <0.001. Asteriscos negros indican
diferencias entre NL y SL, asteriscos verdes muestran diferencias entre NL-CON-M y NL-CAF-M; los rojos entre
SL-CON-M y SL-CAF-M. DPN: dia posnatal.

4.1.1.2 Peso relativo durante todo el periodo experimental
Otro parametro analizado fue el peso corporal relativo, indicador Gtil para evaluar el estado

nutricional. Representa una medida de la relacién entre el peso (g) y la longitud (cm) de los
animales. En la Tabla 5, se puede observar en DPN 21 un mayor peso relativo en los
animales criados en camadas pequenias (p<0.0001), como era de esperar para el modelo de
camada reducida. Sin embargo, esta diferencia en el peso relativo no se observa en DPN 90
después de haber sido alimentados con dieta CON desde el destete (NL vs SL p>0.05).

Luego de una semana con dieta CAF, el peso relativo en los grupos experimentales
permanece sin cambios, pero tras 11 semanas (DPN 167) los animales CAF presentaron
mayor peso corporal relativo (p interac. = 0.0327; NL-CON-M vs. NL-CAF-M, p<0.0001; SL-
CON-M frente a SL-CAF-M, p=0.0414). Por su parte, el grupo SL-CON-M mostr6 un mayor
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peso corporal relativo en comparacion con el grupo NL-CON al final del experimento
(p=0.0203) (Tabla 5). Esta diferencia causada por la sobrealimentacién neonatal no se

observé al evaluar el peso corporal de forma independiente.

Tabla 5. Peso relativo de machos

DPN NL-CON-M NL-CAF-M SL-CON-M SL-CAF-M  Analisis estadistico
21 3.407+0.032 - 3.720£0.03® - Test T: p<0.0001
90 14.59+0.10 @ - 1459+0.19 = - Test T:ns
97 1476:0332  14.97:039 = 1>¥*022 7 450010272 ANOVA de 2 vias: ns
. 16.66:0.21% o o 0.,  17.53:023°  18.24:033° sli\ln(t)e\ﬁcé ieo?o\g:;:

p dieta <0.0001

Peso relativo (relaciéon peso corporal/tamafo (g/cm) de ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o
reducida (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). Los valores representan medias *
SEM (n = 12+2 por grupo). Test T o ANOVA de 2 vias con post hoc de Tukey. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0.05) y ns indica ausencia de diferencia estadistica. DPN: dia posnatal.

4.1.1.3 IMC durante todo el periodo experimental
El IMC no constituye un parametro fiable para evaluar la composicién corporal en ratas al

momento del destete, ya que durante esta etapa de crecimiento rapido las proporciones entre
peso y longitud corporal no son lineales y reflejan principalmente el desarrollo somatico mas
que la adiposidad. Por esta razon, se muestran los resultados IMC a partir de DPN 90.

Al final del experimento (DPN 167), el IMC fue significativamente mayor en todos los grupos
tratados (NL-CAF-M, SL-CON-M y SL-CAF-M) en comparacion con el grupo control (NL-
CON-M). Ademas, los valores del IMC en estos grupos superaron el rango de referencia
normal (0.45-0.68 g/cm 2), lo que evidencia la presencia de obesidad (Novelli et al., 2007).
Estos hallazgos indican el desarrollo de obesidad no solo después de 11 semanas de
exposicion a CAF, sino también en respuesta a la sobrealimentacion en las primeras etapas
de la vida (p interac. =0.0014; p dieta=0.0033; p sobrealimentacién=0.0540) (Figura 19). En
este punto, el grupo NL-CAF-M tuvo un IMC promedio mas alto, aunque no fue

estadisticamente significativo (p>0.05).
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Figura 19. Evolucién del indice de masa corporal (IMC) en ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL)
0 pequeiias (SL), alimentadas con dieta control (CON) o dieta cafeteria (CAF) entre los dias DPN 97 y 167 (n =
12 £ 2 por grupo). ANOVA de 2 vias con post hoc de Tukey, * indica p <0.05, ** indica p <0.01, *** indica p <0.001.
Asteriscos verdes muestran diferencias entre NL-CON y NL-CAF; negros entre SL-CON y SL CAF; naranjas
indican las diferencias entre NL-CON y SL-CAF, y rojos diferencias entre NL-CON y SL-CON. La linea punteada
muestra el umbral de obesidad. DPN: dia posnatal.

4.1.2 Peso de parches de tejido adiposo en DPN167 en machos

4.1.2.1 Peso absoluto y relativo al peso corporal (TAE o TAP/100q)
En consonancia con el aumento de peso observado en los animales CAF, el tejido adiposo

epididimal (TAE) en gramos mostr6 un mayor aumento de peso debido al efecto de la
administracién de la dieta CAF (p dieta<0.0001). Ademas, el peso del tejido adiposo en
relacion con el peso corporal evidencié un efecto significativo de los factores evaluados (p
dieta<0.0001 y p sobrealimentacion=0.0362). En cuanto al tejido adiposo perirrenal (TAP) en
gramos, se observd una interaccion significativa entre la dieta y la sobrealimentacion (p
interac.=0.0306; NL-CON-M vs. NL-CAF-M p<0.0001 y SL-CON-M vs. SL-CAF-M p=0.0314).
El grupo SL-CON-M reflejé un peso del TAP superior al del grupo NL-CON-M al final del
experimento (p=0.0156), lo que pone de relieve la sensibilidad de este parametro para
mostrar el efecto a largo plazo de la sobrealimentacién neonatal. Al analizar el peso de este
parche adiposo en relacion con el peso corporal total, el grupo NL-CON-M revelé los valores
mas bajos (p dieta=0.0007 y p sobrealim.=0.0555) (Tabla 6).

Tabla 6. Parches de tejido adiposo
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Parametro NL-CON-M NL-CAF-M SL-CON-M SL-CAF-M Analisis estadistico
(DPN 167) (ANOVA de 2 vias)
[ I I I I I
TAE (g) 13.75+1.482 18.18+1.62%  1504+2.062 18.41+2.88° p dieta<0.0001
TAE p dieta<0.0001
(9/100g de peso 3.12+0.292 3.63+0.29° 3.32+0.302 3.84+042° p
corporal) sobrealim.=0.0362
p interac. =0.0306
TAP (g) 19.07+2.332 2623+335° 22413970 2537+4p90c P 0ieta<0.0001
p dieta=0.0007
TAP (g1100g de peso 4 54, 532 52340585 4944067 529+060° p

corporal)

sobrealim.=0.0559

Peso (g) del tejido adiposo epididimal (TAE) o perirrenal (TAP) de ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o
camadas reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en DPN 167. Los valores representan
medias = SEM (n = 1212 por grupo). ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes indican diferencia significativa

(p <0.05). DPN: dia posnatal.

4.1.2.2 Indice de adiposidad

El IAd permite valorar en su conjunto los parches adiposos en relacion al peso corporal total.

Este indicador se vio influenciado por la dieta, asi como también por la sobrealimentacion

neonatal (p dieta<0,001; p sobrealimentacion=0.0285). Como se muestra en la Figura 20, la

exposicion a la dieta CAF dio lugar a un IAd més alto en ambos grupos (NL-CAF-M:

p=0.0013; SL-CAF-M: p=0.0402).

Ademas, el grupo SL-CAF-M mostré un

indice

significativamente mas alto en comparacién con el grupo NL-CON-M (p< 0.0001) (Figura 20).

59



10 bc c
— b g I NL-CON-M

g{ 2 NL-CAF-M
= I SL-CON-M
> 6 SL-CAF-M
o
(o))

2_

0_

Figura 20. indice de adiposidad (%) en ratas macho (M) criadas en camada normal (NL) o camada reducida (SL),
alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) desde el DPN 90 al 167. Los valores representan
medias + SEM (n = 12 + 2 por grupo). ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0.05). DPN: dia posnatal.

4.1.3 Parametros bioquimicos en DPN167 en machos

El nivel de glucosa en plasma se vio afectado por la dieta y la sobrealimentacion neonatal (p
dieta=0.0159; p sobrealimentacién=0.0084). Cabe destacar que el grupo SL-CAF-M fue el
anico que presentd valores superiores a los valores normales de glucemia (110 mg/dL),
demostrando una exacerbacion del efecto de la sobrealimentacion neonatal cuando se
proporciona un estimulo heddnico (dieta CAF) en la edad adulta (Tabla 7).

En la Tabla 7 se muestra el efecto de la sobrealimentacion neonatal en la glucemia. Valores
cercanos a la significacion estadistica se observaron entre los grupos NL-CON-M vs. SL-
CON-M (p=0.061) y NL-CAF-M vs. SL-CAF-M (p=0.053). Por el contrario de lo esperado, los
niveles de triglicéridos circulantes se mantuvieron sin cambios, en tanto que el colesterol
mostré una interaccion significativa entre la dieta y la sobrealimentacion (p interac.=0.0210),
con niveles mas bajos observados en el grupo SL-CAF-M (NL-CAF-M vs. SL-CAF-M,
p=0.0133; SL-CON-M vs. SL-CAF-M, p=0.0142) (Tabla 7).

Como es de esperar, las concentraciones séricas de insulina se elevaron por la
sobrealimentacion neonatal (p sobrealim. = 0,0003) y/o por la dieta CAF (p dieta = 0,009) al
final de la experiencia. La interaccion mostr6 una tendencia hacia la significancia estadistica
(p interac. = 0,0764). En consecuencia, todos los grupos experimentales mostraron
hiperinsulinemia en relacién con NL-CON-M (NL-CAF-M, p = 0,0034; SL-CON-M, p = 0,0003;
SL-CAF-M, p = <0,0001) (Tabla 7).

Utilizando los valores de glucemia e insulinemia, se calcul6 el indice HOMA-IR para estimar
la resistencia a la insulina (Tabla 7). Este sigui6 el mismo patrén observado para los niveles

séricos de insulina, aumentando significativamente por la sobrealimentacién neonatal (p
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sobrealim. = 0,0028) y/o la exposicién a la dieta CAF (p dieta = 0,0026), mostrando una
interaccién casi significativa (p interac. = 0,0505). Esto indica una sensibilidad a la insulina
deteriorada en todos los grupos (NL-CAF-M, p = 0,0009; SL-CON-M, p = 0, 0010; SL-CAF-
M, p = <0,0001), excepto NL-CON-M, siguiendo la tendencia observada en modelos
similares.

Tabla 7. Parametros bioquimicos en machos

Parametro NL-CON-M NL-CAF-M SL-CON-M SL-CAF-M Analisis estadistico

(DPN 167) (ANOVA de 2 vias)

Glucosa P dieta=0.01
89+3.802 108.18+4.272 109.01+1.92P 117.18+2.70¢

(mg/dL) 99.89 £ 3.80 08.18 P sobrealim.=0.008

Colesterol 101.43£5.09° 106.47+1.96° 105.61 +4.20% 90.1 +4.56® P inerac. =0.0210

(mg/dL)

Trigliceridos 050.46+7.68° 266.33+12.212 29343 +6.68° 273.3+14.68° ns

(mg/dL)

Insulinemia 13.06+1.9252 43.05+12.30° 53.89+8.725 61.51 +7.718° P eww=0.0099
(MU/ml) P sobrealim.=0.0003
HOMA-IR 3.12+0.382 13.87 +4.25 13.96+1.66° 17.34+255P pdie=0.0026

0] sobrealim.=0.0028

Nivel de metabolitos plasmaticos en ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o camadas reducidas (SL) alimentadas
con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en DPN 167. Los valores representan medias + SEM (n = 1212 por grupo).
ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes en negro indican diferencia significativa (p < 0.05), en rojo indican
valores cercanos a la significacion estadistica (entre p 0.05 y 0.08), ns indica ausencia de diferencia estadistica. DPN: dia

posnatal.

4.1.4 Efectos de la sobrealimentacion neonatal y de la dieta CAF sobre la ingesta de
alimentos en machos

4.1.4.1 Ingesta acumulada en DPN 90 y 167 (en g y kcal)
La Tabla 8 muestra la ingesta acumulada de alimentos en energia (kcal) 0 masa (gramos).

Después del destete y hasta el DPN 90, ninguno de los dos pardmetros se vio afectado por
la sobrealimentacion neonatal (p>0.05). Durante la prueba con el estimulo hedonico de la
dieta CAF, estos animales consumieron mas energia que los alimentados con la dieta CON
(p dieta<0.0001; NL-CON-M vs. NL-CAF-M p=0.0002; SL-CON-M vs. SL-CAF-M p=0.0186),
lo que evidencia el efecto de la dieta hipercal6rica administrada. Sin embargo, los animales
CAF consumieron menos gramos de alimento que los CON (p dieta=0.0001).
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Tabla 8. Ingesta acumulada en energia (kcal) y masa (gramos).

, Analisis
Parametro DPN NL-CON-M NL-CAF-M SL-CON-M SL-CAF-M estadistico
Ingesta 3780 +130.42 - 4061 +70.88?2 - TestT:ns
acumulada (kcal)
28-90
Ingesta 1262 + 43.482 - 1354 + 23.632 - TestT:ns
acumulada (g)
Ingesta 5050 +28.402 6674 +118.2° 5136+23.462 6115+368.6° ANOVA
acumulada (kcal) de 2 vias:
p dieta
<0.0001
97-167
Ingesta 1683 +9.47 2 1504 +34.223 1712+7.818° 1412 +83.15> ANOVA
acumulada (g) de 2 vias:
p dieta
=0.0001

Ingesta acumulada de alimentos (en kcal o gramos) desde el dia posnatal (DPN) 28 al 90 y del 97 al 167 de ratas macho
(M) criadas en camadas normales (NL) o reducida (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). Los
valores representan medias + SEM (n = 12+2 por grupo). Test T (NL vs. SL, DPN 28-90). ANOVA de 2 vias con post hoc de
Tukey (NL-CON-M, SL-CON-M, NL-CAF-M, SL-CAF-M, DPN 97-167). Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05). DPN: dia posnatal.

4.1.4.2 Ingesta de alimentos en DPN 97 y 167
Tras una semana de dieta CAF (DPN 97), se observé un aumento significativo de la ingesta

energética en NL-CAF-My SL-CAF-M (p<0.001) en comparacion a sus respectivos controles,
evidenciando un claro efecto de la dieta administrada (p dieta<0.001) (Figura 21 A). En este
punto, no hay diferencias entre los grupos en el consumo en masa (g) de alimentos (p>0.05)
(Figura 21 B).

Tras 11 semanas de dieta CAF (DPN 167), la energia consumida también se vié afectada
por el tipo de dieta administrada (p<0.001), siendo los grupos CAF los de mayor consumo
energético (NL-CON-M vs. NL-CAF-M p<0.001; SL-CON-M vs. SL-CAF-M p=0.02). No se
observaron diferencias en este parametro en los animales alimentados con dieta CON (NL-
CON-M vs. SL-CON-M, p>0.05) (Figura 21 A). En cuanto a los gramos consumidos, se
evidencidé una interaccion entre la sobrealimentacion y el tipo de dieta administrada (p
interact. =0.01; p dieta<0.001; p sobrealimentacién=0.05) (Figura 21 B). En este parametro,
los animales CAF volvieron a presentar un consumo de gramos inferior al de los controles
(NL-CON-M vs. NL-CAF-M, p=0.004; SL-CON-M vs. SL-CAF-M, p<0.001, respectivamente).
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Se observo una conducta hipofagica en el grupo SL-CAF-M evidenciada por el menor
consumo de gramos de alimentos CAF (p=0.003).

Ingesta alimentaria
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Figura 21. Ingesta alimentaria en (A) energia y (B) masa / dia en DPN 97 y 167, de ratas macho (M) criadas en
camadas normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). Los
valores representan medias + SEM (n = 12+2 por grupo). ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher en DPN 97
y 167. * verde indica diferencias entre NL-CON-M y NL-CAF-M; en rojo se indican diferencias entre SL-CON-M y
SL-CAF-M; en negros las diferencias entre NL-CAF-M vs. SL-CAF-M. DPN: dia posnatal.

4.1.4.3 Progresion de la ingesta de alimentos en DPN 97 a 167
El analisis de la ingesta a lo largo del tiempo evidencié un patron de consumo (en energia y

masa) constante entre los grupos NL-CON-M y SL-CON-M (p > 0.05) a lo largo del periodo
experimental (Figura 22 Ay E). El mismo patrén se observé en los animales NL (NL-CON-M
vs. NL-CAF-M, p > 0.05) (Figura 22 B y F). Por su parte, SL-CON-M y SL-CAF-M mostraron
una disminucion progresiva en la ingesta de energia y masa (hipofagia), caracterizada por
una pendiente mas pronunciada (p=0.0288 y p=0.0330 respectivamente) (Figura 22 C y G).
Los grupos que recibieron dieta CAF no mostraron diferencias entre las pendientes al
comparar el consumo de energia (NL-CAF-M vs. SL-CAF-M, p>0.05) (Figura 22 D). Sin
embargo, se observo una disminucion progresiva en la ingesta de masa (hipofagia) en SL-
CAF-M vs. NL-CAF-M (p=0.0234) (Figura 22 H).
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Figura 22. Progresién de la ingesta alimentaria en kcal (A, B, C) o gramos (D, E, F) al dia, desde DPN 97 hasta
167 de ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o reducida (SL) alimentadas con dieta control (CON)
o dieta de cafeteria (CAF). Los valores representan medias + SEM (n = 1242 por grupo). Regresion lineal y
comparacién de pendientes con la prueba de Fisher. * Indica una diferencia significativa (p<0.05). DPN: dia
posnatal.

4.1.4.4 Curva de ingesta de alimentos dulces, salados y pellet durante el desafio con dieta
CAF

Con el fin de evaluar la eleccion de los alimentos CAF en el tiempo se cuantificé la ingesta

de acuerdo a los alimentos dulces, salados y pellet a lo largo de todo el periodo experimental
(Figura 23).

Al analizar el consumo del grupo NL-CAF-M a lo largo del tiempo, fue posible observar un
patron de consumo estable de los alimentos dulces (linea punteada rosa; Pendiente: 0.0914;
p=0.1053) y pellet (linea punteada negra; Pendiente: 0.0147; p = 0.7125), mientras que se
observé una disminucidn progresiva en la ingesta de alimentos salados (linea punteada azul;
Pendiente: -0.4592; p < 0.0001) (Figura 23 A). El andlisis comparativo de las pendientes de
las curvas mostrd diferencias entre los alimentos salados y dulces (p <0.0001) y entre los
alimentos salados y pellet (p <0.0001). No se encontraron diferencias significativas entre las
pendientes de los alimentos dulces y pellet (p= 0.2616) (Figura 23 A).

Por otro lado, el grupo SL-CAF-M mostr6 un patrdén de disminucion del consumo de alimentos
dulces (linea punteada rosa; Pendiente: -0.2329; p=0.0145) y salados (linea punteada azul;
Pendiente: -0.5045; p <0.0001) a lo largo del tiempo, acompafnado de un aumento progresivo
en la ingesta de pellet (linea punteada negra; Pendiente: 0.1013; p=0.0001) (Figura 23 B). Al
evaluar las pendientes de las curvas, la ingesta de pellet aumenté significativamente en
comparacion con los alimentos dulces (p=0.0007) y salados (p <0.0001). Ademas, el
consumo de alimentos salados mostrd una disminucién mas pronunciada con el tiempo que
el consumo de alimentos dulces (p= 0.0235) (Figura 23 B).

Por otra parte, en el andlisis entre los grupos mostré que los SL-CAF-M presentaron una
disminucién méas pronunciada en el consumo de alimentos dulces que los NL-CAF-M
(p=0.0065). Paraddjicamente, el consumo de pellet aumento en el tiempo en los SL-CAF en
comparacion con los NL-CAF-M (pendiente NL-CAF-M: 0.01477; pendiente SL-CAF-M:
0.1013; p = 0.0541), indicando una preferencia relativa de los animales SL-CAF-M por la
ingesta de pellets frente al resto de los alimentos.
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A. Evolucién de la elecciéon de alimentos de NL-CAF-M
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Figura 23. Evolucion de la eleccion de alimentarias CAF (g/animal) a lo largo del tiempo, en machos (M) criados
en A. Camada normal (NL) B. Camada reducida (SL), alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria
(CAF). DPN 97 a 167 (n = 12 £ 2 por grupo). Los valores representan medias £+ SEM (n = 12 = 2 por grupo).
Regresion lineal y comparacion de pendientes con prueba F. * Indica una diferencia significativa p <0.05. Las
lineas punteadas muestran las tendencias de ingesta a lo largo del tiempo. DPN: dia posnatal.

4.1.4.5 Ingesta acumulada de alimentos por sabores (dulce y salado)
En relacién al sabor de los alimentos CAF (dulce o salado), los NL y SL optaron mas por los

alimentos dulces que por los salados (p<0.004). En tanto que, los alimentos ingeridos (dulces

o salados) en gramos, no presentaron diferencias entre los grupos experimentales (p>0.05)
(Figura 24).
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Eleccién de alimentos CAF por sabor
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Figura 24. Eleccion de alimentos CAF por sabor en relacion a la ingesta acumulada (g) durante 11 semanas en
ratas macho (M) criadas en camada normal (NL) o camada reducida (SL), alimentadas con dieta de cafeteria
(CAF). Los valores son medias + SEM (n = 12+2 por grupo). ANOVA de 2 vias con post hoc de Tukey. * Indica
diferencia significativa (p<0.05).

4.1.4.6 Eficiencia caldrica y eficiencia alimentaria
En otra parte del analisis del comportamiento alimentario, se examiné la eficiencia calérica

(EC) y alimentaria (EA) (Figura 25). EI EC (ganancia de peso/ingesta energética) aumenté a
causa del efecto de la dieta CAF (p=0.0208), sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales (Figura 25 A). Por su parte, la EA (ganancia de
peso/gramos de alimentos) aumenté significativamente en ambos grupos CAF (p<0.0001)
(Figura 25 B). En conjunto, los resultados muestran que la dieta CAF promovié una mayor
eficiencia metabdlica, independientemente del estado nutricional neonatal.

A Ef. Calérica B i i~ EE NL-CON-M
Ef. Alimentaria = NS
- - SL-CON-M
20 a a 100 SL-CAF-M
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o ©
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Figura 25. Eficiencia caldrica (A) y alimentaria (B) en ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o
reducidas (SL), alimentadas con dieta control (CON) o cafeteria (CAF) desde el DPN 90 al 167. Los valores
representan medias + SEM (n = 12 + 2 por grupo). ANOVA de 2 vias con post hoc de Tukey. Letras diferentes
indican p <0.05. DPN: dia posnatal.
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4.1.5 Efectos de la sobrealimentacion neonatal y de la dieta CAF sobre la regulacion
heddnica de la ingesta en machos

4.1.5.1 Expresion de los principales genes involucrados en la via dopaminérgica
mesolimbica

Se evalud la expresion del ARNm de los genes en diferentes nucleos en el DPN 167, para

determinar si la sobrealimentacion neonatal y/o la dieta CAF en la adultez influyen en el
control hedonico de la ingesta de alimentos (Figuras 26 y 27). El VTA, el NAcSh y el NAcC
fueron los nucleos de interés para investigar el mecanismo molecular del circuito
dopaminérgico mesolimbico.

En VTA, donde se encuentran los cuerpos de las neuronas dopaminérgicas, observamos una
interaccion entre la sobrealimentacién neonatal y la dieta CAF (p interac. = 0.0131) en la
expresion del ARNm de la enzima responsable de la sintesis de DA. NL-CAF-M present6 los
niveles mas bajos de expresion de ARNm de TH en comparacién con NL-CON-M (p = 0.0335)
y SL-CAF-M (p = 0.0485), como se muestra en la Figura 26 A. Se observaron resultados
similares para la expresiéon de ARNm DRD2 (p interac. = 0.0388; p sobrealim. = 0.0047), con
una menor expresion de este gen en los animales NL-CAF-M en comparacion con los SL-
CAF-M (p = 0.0009) (Figura 26 A). Por otra parte, la expresion del ARNm de DRD1, DAT
(Figura 26 A) y los receptores hormonales (insulina, leptina y ghrelina; Figura 26 B) no

mostraron diferencias en este nucleo.
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Figura 26. Niveles relativos de ARNm de genes de interés en area tegmental ventral en ratas macho (M) criadas
en camadas normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en
DPN167. (A) TH, tirosina hidroxilasa; DRD1, receptor de dopamina D1; DRD2, receptor de dopamina D2; DAT,
transportador activo de dopamina; VTA, area tegmental ventral. (B) InsR: receptor de insulina; Ob-Rb: receptor
de leptina; Ghsr: receptor de ghrelina. Los valores representan medias + SEM (n = 5-6 por grupo). ANOVA de 2
vias con post hoc LSD de Fisher. Diferentes letras indican diferencia significativa p<0.05.
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Los cuerpos celulares dopaminérgicos en el VTA envian proyecciones a NAcSh y NAcC. En
el NAcSh, los niveles de ARNm de DAT se vieron afectados por el tipo de dieta administrada
(p dieta = 0.0237) y los niveles mas altos de ARNm de DAT se observaron en la SL-CAF. Por
otro lado, el DRD1 y el DRD2 se vieron influenciados por la interaccion entre la
sobrealimentacion neonatal y el tipo de dieta en la vida adulta (p interac. = 0.0481 y 0.0142,
respectivamente), como se muestra en la Figura 27 A. Tanto en DRD1 como en DRD2, los
niveles mas altos de expresion de ARNm se hicieron evidentes en NL-CAF-M, siendo
significativamente diferentes de los grupos NL-CON-My SL-CAF-M (p = 0.0412 y p = 0.0392
para DRD1; p=0.0134y p = 0.0175 de DRDZ2, respectivamente) (Figura 27 A).

En NAcC, se observo una relacion entre el tipo de dieta administrada y los niveles de
expresion de DAT (p dieta = 0.0160). Los niveles de ARNm de DAT en SL-CAF-M fueron
significativamente mas altos que en SL-CON-M (p = 0.0320), como se muestra en la Figura
27 B. Por ultimo, la expresiéon de DRD1 y DRD2 en este nucleo no se vi6 alterada por los
factores evaluados (Figura 27 B).
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P dieta 0.0237* 0.3384 0.2286 P dieta 0.0160* 0.7631 0.6753
p sobrealim. 0.1475 0.3222 0.3849 p sobrealim. 0.5973 0.4848 0.7423

Figura 27. Niveles relativos de ARNm de genes de interés en Nicleo Accumbens (A) Shell y (B) Core en ratas
macho (M) criadas en camadas normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de
cafeteria (CAF) en DPN167. DRD1: receptor de dopamina D1; DRD2: receptor de dopamina D2; DAT:
transportador activo de dopamina. Los valores representan medias + SEM (n = 5-6 por grupo). ANOVA de 2 vias
con post hoc LSD de Fisher. Diferentes letras indican diferencia significativa p<0.05.

4.1.5.2 Inmunofluorescencia de tirosina hidroxilasa (TH) en el area tegmental ventral
VTA

La presencia de la proteina TH en el VTA se determindé mediante inmunofluorescencia,

realizada de manera representativa de un animal por grupo experimental (Figura 28). Para
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identificar, anatdmicamente la region de interés se utiliz6 el Atlas del cerebro de rata (Paxinos
& Watson, 2006) y para el ensayo de la técnica de inmunofluorescencia se seleccion6 una
seccion histologica representativa de VTA (Bregma -6,84). Para localizar la estructura de
interés, se identific la region peduncular (de forma semicircular, delineada en amarillo).
Ademas, se localizaron otras estructuras clave, como la region que rodea el nucleo del rafe,
caracterizada por su histoarquitectura conica o en forma de pera invertida con la cavidad
central del acueducto (Sylvius) que constituye el vestigio del tercer ventriculo. Por ultimo, en
la zona apical se diferenciaron los dos hemisferios cerebrales separados, cuyo centro esta
delimitado histolégicamente por los vestigios del cuerpo calloso (forceps major corpus
callosum) (Figura 28 A).

Observamos la presencia de inmunomarcacién positiva para TH en células del area
correspondiente al VTA en secciones histoldgicas del cerebro de los cuatro grupos
experimentales. La positividad se visualizé con fluorescencia verde en el citoplasma de las
células de forma redondeada caracteristicas de las neuronas dopaminérgicas.

El andlisis cualitativo revel6 que el grupo NL-CAF-M presentd un patron atenuado de
inmunotincion para la proteina TH en la region especifica de VTA, consistente con los
cambios observados a nivel de ARNm, sugiriendo una posible reduccion en la poblacién de
células dopaminérgicas en dicha area (Figura 28 B).
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Inmunofluorescencia para TH en VTA
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Figura 28. Inmunofluorescencia para tirosina hidroxilasa en area tegmental ventral. (A) Ubicacion anatémica del
area tegmental ventral en el atlas del sistema nervioso de Paxinos y Watson (2006). (B) Imagenes representativas
de la tincién por inmunofluorescencia, paneles superiores son imagenes panoramicas y los inferiores muestran
una ampliacién del area delimitada (rectangulo blanco) de la proteina TH en ratas macho (M) criadas en camadas
normales (NL) o reducida (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en DPN167. TH,
tirosina hidroxilasa; VTA, area tegmental ventral (delimitada en verde) y region peduncular (delimitada en
amarillo). DPN: dia posnatal.

4.1.6 Impacto de la sobrealimentacion temprana y de la dieta CAF sobre el sistema
homeostatico de regulacion de la ingesta

4.1.6.1 Expresion de genes implicados en la requlacion hipotalamica de la ingesta en ARC
Para estudiar el impacto de los factores estudiados en el control homeostatico de la ingesta

de alimentos, también se evalué la expresion de ARNm de neuropéptidos clave y receptores
hormonales en el ARC en el DPN167.
En cuanto a los neuropéptidos anorexigenos, la sobrealimentacion neonatal produjo una

regulacion a la baja de la expresién de Pomc (p sobrealim. = 0.0236). Por el contrario, la
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expresion de Cart no mostr6 diferencias significativas entre los grupos experimentales (p >
0.05) (Figura 29 A).

El analisis de los neuropéptidos orexigénicos mostré que la sobrealimentacion neonatal
redujo la expresion de NPY en el ARC al final de la experiencia (p sobrealim. =0.0101). No
se detectaron cambios significativos en los niveles de expresioén de AgRP (p > 0.05) (Figura
29 B).

En cuanto a las senales periféricas del estado energético, la expresion de InsR no mostré
cambios significativos en los niveles de ARNm, mientras que la expresion de Ob-Rb
disminuy6 en respuesta a la dieta CAF (p dieta=0.0296). Los niveles de ARNm de Ghsr no
se vieron afectados de manera significativa (p > 0.05) (Figura 29 C).
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Figura 29. Niveles relativos de ARNm de genes de interés en Nucleo Arcuato de ratas macho (M) criadas en
camadas normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en
DPN167. (A) Pomc: Proopiomelanocortina; Cart. Transcrito regulado por cocaina y anfetaminas. (B) Npy:
neuropéptido Y; Agrp: Proteina relacionada con el Agouti; (C) InsR: receptor de insulina; Ob-Rb: receptor de
leptina; Ghsr: receptor de ghrelina. Los valores representan medias = SEM (n = 5-6 por grupo). ANOVA de 2 vias
con post hoc LSD de Fisher. Diferentes letras indican diferencia significativa p<0.05.
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4.1.6.2 Estado de metilacion del ADN en regiones promotoras de Pomc y Npy
Para investigar si la expresion alterada del ARNm de Pomc y NPY en el ARC esta relacionada

con la regulacion epigenética, evaluamos el estado de metilacion de sus regiones
reguladoras. Los promotores y las regiones reguladoras de NPY y Pomc se denominaron
segun las enzimas de restriccion sensibles a la metilacion utilizadas (Maell o BstUI).

El patron de metilaciéon del ADN de las regiones Pomc mostré un aumento del nivel en el sitio
Mae Il de la regién potenciadora nPE1 que puede relacionarse con la dieta CAF y la
sobrealimentacion en las primeras etapas de la vida (p dieta <0.0001; p sobrealim. <0.0001).
Los animales SL-CON-M mostraron niveles de metilacion mas altos en comparacion con NL-
CON-M (p = 0.0005), y SL-CAF-M exhibié un aumento de la metilacién en relacién con NL-
CAF-M (p = 0.0034) (Figura 30). La hipermetilacion en el potenciador en animales SL-CON-
M puede explicar la reduccion de la expresion del ARNm de Pomc, lo que indica un efecto
duradero de la sobrealimentacién neonatal sobre este endpoint.

El &rea cercana a la caja TATA aguas abajo del promotor mostr6 una interaccion significativa
entre la dieta y la sobrealimentacion neonatal (p interac. <0.0001; p dieta =0.0007).
Concretamente, los animales SL-CAF-M mostraron mayores niveles de metilacién cerca del
promotor en comparacién con todos los demas grupos (respecto a NL-CON-M, p = 0.0286;
NL-CAF-M y SL-CON-M, p <0.0001) (Figura 30). La mayor metilacion del promotor parece
estar asociada con una supresion aun mayor de Pomc, lo que refleja el impacto combinado

de las condiciones nutricionales tempranas y tardias.

Estado de metilacion del ADN en regiones promotoras de Pomc
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Figura 30. Analisis de metilacién del promotor Pomc en el Nicleo Arcuato utilizando enzimas de restriccion
sensibles a la metilacion y gPCR. Ratas machos (M) criadas en camadas normales (NL) o reducidas (SL)
alimentadas con una dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en DPN167. Los valores son medias + SEM
(n = 6 por grupo). Maell nPE1 indica el potenciador del promotor del gen Pomc y Maell refiere al promotor del
gen Pomc. Se estudiaron los sitios farget CG para la digestion por la enzima de restriccion sensible a la metilacion
Maell. ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes indican p <0,05. DPN: dia posnatal.
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El estado de metilacion de sitios especificos de NPY se muestra en la Figura 31. En BstUI
(A), los niveles de metilacion del ADN no se vieron afectados por los factores evaluados
(p>005). Por el contrario, en el sitio BstUI (B), se observd una interaccion entre la dieta y la
sobrealimentacion neonatal (p interac. =0.0474), y los animales SL-CON-M mostraron un
nivel de metilacién mas bajo (frente a NL-CON-M, p = 0.0496 y SL-CAF-M, p = 0.0179). Se
observd un patrén similar en el sitio BstUl (C) (p interac. =0.0005; p dieta =0.0391; p
sobrealim. = 0.0018), donde SL-CON-M mostré una metilacién significativamente reducida
en comparacién con todos los demas grupos (frente a NL-CON-M, p < 0.0001; NL-CAF-M, p
= 0.0006 y SL-CAF-M, p = 0.0002). Estos resultados no explican directamente la reduccion
de la expresion del ARNm del Npy detectada en estos animales (Figura 31).
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Figura 31. Analisis de metilacién del promotor Npy en el nicleo arcuato utilizando enzimas de restriccion
sensibles a la metilacion y gqPCR. Ratas machos (M) criadas en camadas normales (NL) o pequefias (SL) y
alimentadas con una dieta control (CON) o de cafeteria (CAF) en DPN167. Los valores son medias + SEM (n = 6
por grupo). Promotor del gen Npy. Se estudiaron los sitios target CG para la digestion por la enzima de restriccién
sensible a la metilacién BstU I. ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes indican p <0.05.
DPN: dia posnatal.

4.1.6.3 Inmunofluorescencia de POMC en ARC
Para evaluar la expresion de la proteina codificada por el gen Pomc, se realiz6 una marcaciéon

por inmunofluorescencia en zonas del ARC (Bregma -2.5), representativa a los grupos
experimentales (Figura 32). La localizacion anatémica del ARC se determiné siguiendo las
referencias del Atlas del Cerebro de Rata (Paxinos y Watson, 2006). EI ARC se identificé
basandose en su posicion ventromedial tipica, bordeando el tercer ventriculo y subyacente a

la eminencia media. Se detectaron células inmunopositivas para POMC en esta region en

74



todos los grupos experimentales, mostrando una fluorescencia citoplasmatica verde
consistente con el fluoréforo utilizado para su deteccion. Estos hallazgos confirman la
presencia de la proteina en la regién donde se realizaron los analisis de expresién génica
aunque la inmunohistoquimica cualitativa no revel6 diferencias claras entre los grupos
(Figura 32).

Inmunofluorescencia para POMC en ARC
NL-CON-M NL-CAF-M SL-CON-M SL-CAF-M

Figura 32. Inmunofluorescencia para la proteina POMC en el ARC de ratas macho (M) criadas en camadas
normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en el DPN167.
Los paneles superiores muestran imagenes representativas panoramicas y los paneles inferiores muestran una
ampliacién de la zona. DPN: dia posnatal. POMC: proopiomelanocortina; ARC: nuicleo arcuato (delimitado en
blanco).

4.1.7 Test conducta

4.1.7.1 Test del Laberinto Elevado en Cruz
Para estudiar el comportamiento similar a la ansiedad mediante el test del Laberinto elevado

en cruz, se evalué el tiempo (minutos) que el animal pasa en los brazos cerrados (TBC), en
los brazos abiertos (TBA), en los brazos cerrados (TBC), las entradas en los brazos cerrados
(EBC) y en los brazos abiertos (EBA) en DPN 130 y en los brazos cerrados (EBC). EI TBA
mostré una interaccion entre factores (p interac. = 0.0324, p dieta = 0.0358), los animales
SL-CAF-M pasaron menos TBA en comparacion con los SL-CON-M (p = 0.0104), lo que
indica un aumento de la ansiedad (datos no mostrados). Lo mismo se observé en TBC mostré
una interaccién entre los factores analizados (p interact.= 0.0113, p dieta=0.0340). Ademas,
este comportamiento se reflejo en un TBC mas bajo en el grupo SL-CON-M que en el grupo

SL-CAF-M (p=0.0035), patron que también se observé en NL-CAF-M en comparaciéon con
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los animales SL-CAF-M (p=0.0277) (Figura 33 A). El TBA mostrd una interaccion entre
factores (p interac. = 0.0324, p dieta = 0.0358), los animales SL-CAF-M pasaron menos TBA
en comparacion con los SL-CON-M (p = 0.0104), lo que indica un aumento de la ansiedad
(Figura 33 B).

Al analizar el porcentaje del nimero de entradas en los brazos cerrados (EBC), se detectaron
resultados consistentes con los parametros descritos anteriormente (p interact.=0.0134, p
dieta=0.0089). Los animales SL-CAF-M realizaron mas EBC que los SL-CON-M (p=0.0011)
y NL-CAF-M (p=0.0228), parametro relacionado con la evitacion de espacios abiertos que
también muestra un comportamiento ansioso (Figura 33 C). En concordancia, el patron

inverso se observé al evaluar el porcentaje de EBA (Figura 33 D).

Parametros evaluados en el test del Laberinto Elevado en
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Figura 33 (A) Tiempo (minutos) en brazos cerrados (TBC), (B) en brazos abiertos (TBA), (C) porcentaje de
entradas en los brazos cerrados (EBC) y (D) en los brazos abiertos (EBA). Ratas macho criadas en camadas
normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). Los valores
representan medias + SEM (n = 12 £ 2 por grupo). ANOVA de 2 vias con post hoc de Tukey. Letras diferentes
indican p <0.05.

Por otra parte, se calculd el IAn indice de ansiedad (InA) para proporcionar informacién mas
solida y clara. Valores cercanos a 1 indican mayor nivel de ansiedad. En este caso, este

indice se vi6 afectado por el tipo de dieta administrada (p dieta=0.0410) y sugiere una posible
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interaccion de los factores evaluados (p interac.=0.05). Los animales del grupo SL-CAF-M
presentaron los valores mas elevados de InA (p = 0.0193), indicando que la combinacion de
sobrealimentacion neonatal y exposicién a la dieta CAF en la edad adulta se asocia con un

mayor estado de ansiedad (Figura 34).
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Figura 34. indice de ansiedad (InAn) = 1 - ([TBA / duracién de la prueba] + [EBA/EBA + EBC]/2). Tiempo en los
brazos abiertos (TBA), nimero de entradas en los brazos abiertos (EBA) y en brazos cerrados (EBC) en DPN
130, para ratas macho criadas en camadas normales (NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON)
o dieta de cafeteria (CAF). Los valores representan medias + SEM (n = 12 £ 2 por grupo). ANOVA de 2 vias con
post hoc de Tukey. Letras diferentes indican p <0.05. DPN: dia posnatal.

4.1.7.2 Test de saciedad sensorial especifica
El objetivo de esta prueba fue evaluar el estado de este fenémeno relacionado al placer y la

ingesta de alimentos. Para ello, se midié el volumen de soluciones de sacarosa (S) y
maltodextrina (M) proporcionadas durante la prueba. La saciedad sensorial especifica se
conserva cuando un individuo consume mas de la soluciébn novedosa (no expuesta
previamente) que de la familiar (expuesta previamente).

En la fase de familiarizacion, los animales NL-CON-M (p = 0.0143) y SL-CAF-M (p = 0.0080)
consumieron un mayor volumen de S que de M, mientras que los NL-CAF-M y SL-CON-M
consumieron un volumen similar (Figura 35 A). Tras el periodo de preexposicion, se observo
un mayor volumen de S que de M en los grupos NL-CON-M (p = 0.0086) y SL-CAF-M (p =
0.0121), mientras que no hubo diferencias significativas en los grupos NL-CAF-M y SL-CON-
M (Figura 35 B). Por su parte, en la fase de eleccién del test (choice test), los animales NL-
CON-M consumieron mayores volumenes de la soluciéon nueva (no preexpuesta) que, de la
solucion pre expuesta, lo que indica una saciedad sensorial especifica conservada (p =
0.393) (Figura 35 C). Mientras que, los demas grupos experimentales (NL-CAF-M, SL-CON-
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M y SL-CAF-M) consumieron volimenes similares de la solucién conocida y la novedosa
(previamente expuesta frente a la novedosa p>0.05), o que indica una alteracién de la
saciedad sensorial especifica (Figura 35 C).
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Figura 35. Volumen consumido de soluciones en: (A) Etapa de Familiarizacién; (B) Etapa de Pre Exposicion y
(C) Choice Test, en el DPN 140, en ratas macho (M) criadas en camadas normales (NL) o reducidas (SL)
alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). Los valores representan medias + SEM (n = 12
+ 2 por grupo). ANCOVA con post hoc Mann-Whitney U. Letras diferentes indican p <0.05. DPN: dia posnatal.

4.2 EFECTOS DE LA SOBREALIMENTACION NEONATAL Y DE LA DIETA CAF
SOBRE PARAMETROS MORFOMETRICOS Y METABOLICOS EN HEMBRAS
4.2.1 Variables morfométricas en hembras

4.2.1.1 Curvas de pesos durante todo el periodo experimental
Respecto a la ganancia de peso a lo largo del tiempo en las hembras, observamos que el

grupo con sobrealimentacién neonatal presentd mayor peso tras una semana de vida
(p=0.0158) (Figura 36 A). Al DPN 21, la ganancia de peso fue sustancialmente notable en el
grupo SL-F (p=0.0005) (Figura 36 A), confirmando el modelo de sobrealimentacion neonatal.
Luego del destete, ambos grupos recibieron alimentacidén con pellet y durante este periodo
las hembras SL-F igualaron el peso a las NL-F (Figura 36 B). Tras el inicio con la dieta CAF,
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aquellas que fueron alimentadas con pellet (NL-CON-F y SL-CON-F) presentaron un peso
corporal inferior a las que recibieron dieta CAF (NL-CAF-F y SL-CAF-F) evidenciando el
fuerte impacto que tiene la dieta sobre el peso corporal (p dieta <0.0001). En contraste, el
efecto de la sobrealimentacion neonatal fue evidente al inicio de la exposicion a la dieta CAF,
pero se atenda progresivamente hasta desaparecer en DPN125 (Figura 36 C).
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Figura 36. Evolucion del peso corporal de ratas hembras (F) criadas en camadas normales (NL) o pequefias (SL),
alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF). (A) DPN 1 a 21y (B) DPN 28 a 90 (n = 24+2 por
grupo). Los valores son medias = SEM segun la prueba T de Student o Mann Whitney, * con p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001. (C) DPN 97 a 167 (n = 12 + 2 por grupo). Los valores representan medias + SEM. ANOVA de 2 vias
con post hoc de Tukey, * indica p <0.05, ** indica p <0.01, *** indica p <0.001. Asteriscos negros indican
diferencias entre SL-CON-F y SL-CAF-F, asteriscos verdes muestran diferencias entre NL-CON-F y NL-CAF-F;
los rojos entre SL-CON-F y NL-CAF-F; en naranja las diferencias entre NL-CON-F y SL-CAF-F; # indica
diferencias entre SL-CAF-F y NL-CAF-F. DPN: dia posnatal.

4.2.1.2 Evolucion del IMC
En las hembras la curva de IMC reveld efectos diferenciales de la dieta y de la

sobrealimentacién neonatal a lo largo del periodo experimental. En el grupo SL-CAF-F se
observd un mayor IMC tras 5 semanas de administracién de alimentos palatables respecto
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al grupo SL-CON-F (p=0.001). Mientras que, entre NL-CAF-F vs. NL-CON-F, este incremento
en el IMC fue estadisticamente significativo unicamente en DPN160 (p=0.0006) (Figura 37).
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Figura 37. Evolucién del indice de masa corporal (IMC) en ratas hembras (F) criadas en camadas normales (NL)
0 pequeiias (SL), alimentadas con dieta control (CON) o dieta cafeteria (CAF) entre los dias DPN 97 y 167 (n =

12 £ 2 por grupo). ANOVA de 2 vias con post hoc de Tukey, * indica p <0.05, ** indica p <0.01, *** indica p <0.001.
Asteriscos verdes muestran diferencias entre NL-CON-F y NL-CAF-F; negros entre SL-CON-F y SL CAF-F. DPN:

dia posnatal.

4.2.1.3 Evolucion del Peso relativo
También se analiz6 la evolucién del peso corporal relativo, para complementar la valoracion

del estado nutricional. En la Figura 38, se puede visualizar el aumento progresivo de este
parametro en todos los grupos, a lo largo del periodo experimental. Principalmente,
presentando diferencias significativas en funcién de la dieta y, en menor medida, por la
sobrealimentacion neonatal.

Mientras que, tras 1 semana de dieta CAF (DPN97) no se observaron diferencias entre los
grupos experimentales, dos semanas fueron suficientes para hacer notar el impacto de la
misma sobre el peso. Asi, en DPN 104 el peso relativo fue sustancialmente mayor en los
grupos CAF (p dieta <0.001) en comparacion con sus respectivos controles (NL-CON y SL-
CON). Este comportamiento de la variable peso relativo, se perpetud a lo largo de todo el
periodo experimental hasta DPN 167.

En relacion con la condicion neonatal, las diferencias fueron menos consistentes y se hicieron
evidentes desde DPN 111 a 125 (p=0.03 a 0.01), tras lo cual se diluyeron hasta el final de la

experiencia.
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Figura 38. Evolucion del Peso Relativo en ratas hembras (F) criadas en camadas normales (NL) o pequeias
(SL), alimentadas con dieta control (CON) o dieta cafeteria (CAF) entre los dias DPN 97 y 167 (n = 12 + 2 por
grupo). ANOVA de 2 vias, * indica p <0.05, ** indica p <0.01, *** indica p <0.001. Asteriscos verdes muestran
interaccion entre los factores evaluados; negros diferencias por el factor dieta, rojo diferencias por el factor
sobrealimentacion nenoatal. DPN: dia posnatal.

4.2.2 Parches de tejido adiposo en DPN167 en hembras

La tabla 9 muestra el peso de los parches adiposos gonadal (TAG) y perirrenal (TAP)
analizado en las hembras en DPN 167. El peso del TAG se vio afectado por la dieta
administrada (p dieta <0.0001), siendo mas elevado en los grupos CAF como era esperado,

al igual que en el TAP (p dieta <0.0001).

Tabla 9. Parches del tejido adiposos en hembras

Parametro Andlisis estadistico
(DPN 167) NL-CON-F NL-CAF-F SL-CON-F SL-CAF-F (ANOVA de 2 vias)

TAG (9) 13.26 +£0.82642 18.85+0.9629° 14.99 £0.55462 19.03 £0.7530° p dieta<0.0001

TAP (g) 8.227 £0.51402@ 11.55+0.4538° 9.350 £0.419928 12.79 £0.5458° p dieta<0.0001

Peso (g) del tejido adiposo gonadal (TAG) o perirrenal (TAP) de ratas hembras (F) criadas en camadas normales
(NL) o reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en DPN 167. Los valores
representan medias + SEM (n = 1242 por grupo). ANOVA de 2 vias y post hoc Tukey. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0.05). DPN: dia posnatal.

4.2.3 Indice de adiposidad en DPN 167 en hembras

Como se muestra en la Figura 39 el IAd en las hembras presenté un aumento a causa de la
dieta CAF (p dieta<0.0001) independientemente de la sobrealimentacién neonatal. Estas
diferencias se hicieron evidentes para ambos grupos CAF (NL-CAF-F: p<0.0001; SL-CAF-F:
p=0.0031) respecto a sus controles.
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Figura 39 indice de adiposidad (%) en ratas hembras (F) criadas en camada normal (NL) o camada reducida
(SL), alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) desde el DPN 90 al 167. Los valores
representan medias + SEM (n = 12 + 2 por grupo). ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes

indican diferencia significativa (p < 0.05). DPN: dia posnatal.

4.2.4 Parametros bioquimicos en DPN 167 en hembras

También se analiz6 la concentracion sérica de metabolitos y hormonas circulantes. Las
hembras con sobrealimentacion neonatal presentaron valores mas elevados de glucemia (p
sobrealim. <0.0001; NL-CON-F vs. SL-CON-F, p = 0.02; NL-CAF-F vs SL-CAF-F, p <0.0001),
independiente de la dieta administrada. Sorprendentemente, los niveles de colesterol sérico
fueron menor en los animales CAF (p dieta = 0.0005; NL-CON-F vs NL-CAF-F, p=0.0078;
SL-CON-F vs SL-CAF-F, p=0.0149). Mientras que, para los triglicéridos, la sobrealimentacion
neonatal produjo un efecto sobre la concentracion plasmatica (p sobrealim. = 0.0430), siendo
significativa esta diferencia entre los animales NL-CAF-F vs SL-CAF-F (p =0.0323) (Tabla
10), con un incremento importante en este Gltimo grupo.

Tal como se pensaba, las concentraciones séricas de insulina aumentaron a causa de la
dieta CAF (p dieta = 0,0055), reflejado en el grupo NL (p = 0,0034). Los animales con
sobrealimentacién neonatal mostraron una tendencia al aumento, cercana a la significancia
estadistica (p = 0,0716) (Tabla 10).

En concordancia a lo esperado para, el HOMA-IR, la dieta CAF produjo mayor resistencia a
la insulina (p dieta = 0,0097), en particular dentro de los animales NL (p = 0,030). Ademas,
se observo una tendencia a la interaccién (p interac. = 0,0794) (Tabla 10).
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Tabla 10. Parametros bioquimicos en hembras

Parametro
(DPN 167)

Analisis estadistico
NL-CON-F NL-CAF-F SL-CON-F SL-CAF-F (ANOVA de 2 vias)

I | | | I I
Glucosa (mg/dL) 93.10+2.4082 85.90+2.6192 103.6+4.750° 105.5+1.638° p sobrealim. <0.0001

Triglicéridos
(mg/dL)

Colesterol (mg/dL) 88.73 £8.105% 63.33 +5.358° 81.80+5.8472 58.73+6.091° p dieta = 0.0005

119.2£2.121% 1159+6.3512 123.8+2.835% 129.9+5.301° p sobreaim. = 0.0430

| | | I I
Insulinemia (uU/ml) 23.86 £0.1232 24.72+0.469° 23.91 £0.129%" 24,50 + 0.452% p gieta = 0.0055

I
HOMA-IR

| I I I I
5.840 + 0.282 7.110£0.442> 5996 +0.312*  6.374 £ 0.399%° P gieta = 0.0097

Nivel de metabolitos plasmaticos (mg/dL) de ratas hembras (F) criadas en camadas normales (NL) o camadas
reducidas (SL) alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria (CAF) en DPN 167. Los valores
representan medias * SEM (n = 12+2 por grupo). ANOVA de 2 vias y post hoc LSD de Fisher. Letras diferentes
indican diferencia significativa (p < 0.05), ns indica ausencia de diferencia estadistica. DPN: dia posnatal.

4.2.5 Efectos de la sobrealimentacion neonatal y de la dieta CAF sobre la ingesta de
alimentos en hembras

4.2.5.1 Curva de ingesta de alimentos dulces, salados y pellet durante el desafio con dieta
CAF

Aligual que en los machos, para evaluar la ingesta de la dieta CAF de las hembras se realiz6

un analisis del consumo de alimentos agrupandolos por sabor (dulce o salado) y pellet (Figura
40).

La ingesta de alimentos dulces de las hembras NL-CAF-F disminuy6 a lo largo del tiempo
(linea punteada rosa, Pendiente: -0.0321; p = 0.0014) al igual que el de los salados (linea
punteada azul, Pendiente: -0.1289; p < 0.0001), mientras que el consumo de pellet fue
relativamente estable (linea punteada gris, Pendiente: 0.0066; p = 0.0906). Al comparar las
pendientes, fue posible detectar un consumo diferencial entre los alimentos dulces y salados
(p < 0.0001), entre los salados y pellet (p < 0.0001) y particularmente entre dulces y pellet (p
= 0.0002), ya que los alimentos dulces decrecieron en relacién al pellet (Figura 40 A).

Por el contrario de lo esperado, el grupo SL-CAF-F disminuy?¢ la eleccién de alimentos dulces
(linea punteada rosa; Pendiente: -0.1733; p < 0.0001), salados (linea punteada azul,
pendiente: -0.1210; p < 0.0001) y pellet (linea punteada gris, pendiente: -0.01455; p =
0.0058). Sugiriendo una conducta hipofagica a lo largo del periodo experimental, respecto a
las hembras NL-CAF-F (Figura 40 B). En la comparacion de pendientes de los grupos de
alimentos, los SL-CAF-F presentaron diferencias en la ingesta de los alimentos dulces y
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salados (p = 0.0014), dulces y pellet (p < 0.0001), salados y pellet (p < 0.0001), al igual que
en las NL-CAF-F (Figura 40 B).

Por su parte, el analisis del consumo comparativo entre los grupos experimentales NL-CAF-
F vs SL-CAF-F demostré diferencias en el consumo de alimentos dulces (p < 0.0001) con
una pendiente mas pronunciada en el grupo SL (disminucién mayor de los alimentos dulces).
De la misma manera sucedié con el pellet (p = 0.0078), pero sin esta diferencia tan
pronunciada entre los grupos y en el sentido contrario (aumentando levemente el consumo),

en tanto que no hubo cambios en el consumo de los alimentos salados (p = 0.5610) entre los

grupos CAF.
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Figura 40. Evolucion de la eleccion de alimentarias CAF (g/animal) a lo largo del tiempo, en hembras (F) criadas
en A. camada normal (NL) B. camada reducida (SL), alimentadas con dieta control (CON) o dieta de cafeteria
(CAF). DPN 97 a 167 (n = 12 £ 2 por grupo). Los valores representan medias + SEM (n = 12 + 2 por grupo).
Regresion lineal y comparacion de pendientes con prueba F. Las lineas punteadas muestran las tendencias de
ingesta a lo largo del tiempo. DPN: dia posnatal.
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4.3 VALIDACION DEL ANALISIS AUTOMATIZADO DEL TEST EPM MEDIANTE
RATRACK

Con el objetivo de evaluar la fiabilidad del software RaTrack, los registros de video
correspondientes al test del EPM fueron analizados de manera independiente mediante
evaluacion manual y analisis automatizado a doble ciego. Con el objetivo de optimizar el
proceso de validacion, se seleccionaron tres de los parametros mas relevantes del test: el
tiempo en el centro, en los brazos abiertos y en los brazos cerrados.

El andlisis comparativo no mostré diferencias significativas en los tiempos registrados en los
brazos abiertos (p=0,2750) entre los distintos evaluadores, tanto en el analisis manual como
en el realizado mediante RaTrack (Figura 41 A).

En contraste, se detectaron discrepancias en la cuantificacion del tiempo en los brazos
cerrados (p <0,0001) entre los diferentes métodos de analisis. Los animales analizados con
RaTrack presentaron un mayor tiempo en los brazos cerrados en comparacion con los grupos
evaluados manualmente. No se observaron diferencias significativas entre los grupos
evaluados manualmente entre si al igual que los analizados con RaTrack (Figura 41 B).
Respecto al tiempo de permanencia en la zona central, se detectaron diferencias
significativas entre los grupos (p <0,0001). Los animales analizados manualmente (PF y CS)
presentaron un mayor tiempo en la zona central en comparacion con los analizados con
RaTrack. No se observaron diferencias significativas entre los grupos evaluados
manualmente, pero si se observaron diferencias en el andlisis de esta zona con RaTrack

(Figura 41 C).
Tiempo de permanencia en los parametros analizados.
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Figura 41. Grafica que muestra el tiempo de permanencia en los (A) brazos abiertos, (B) brazos cerrados y (C)
zona central del test del laberinto en cruz elevado (EPM) en ratas macho, evaluado a doble ciego por distintos
evaluadores mediante el uso de RaTrack o analisis manual. Los valores se expresan como media + SEM (n = 12
+ 2 por grupo). Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via seguido del test post hoc de Tukey.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). DPN: dia posnatal. Diferentes siglas indican nombres
de operarios.
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5 DISCUSION

El presente trabajo, tuvo como objetivo analizar los efectos individuales de la
sobrealimentacion en las primeras etapas de la vida (centrdndonos en su impacto a largo
plazo) y la exposicién a CAF en la edad adulta, asi como su efecto combinado, sobre la
regulacion central de la ingesta de alimentos y el equilibrio metabdlico. El mismo se bas6 en
la hip6tesis de que la sobrealimentacion neonatal, deja una huella persistente en los
mecanismos centrales de regulacion de la ingesta. Esta huella se manifestaria como una
respuesta conductual y molecular alterada ante la exposicién a un estimulo alimentario
hedonico en la adultez.

En concreto, propusimos que la sobrenutricion en las primeras etapas de la vida predispone
a los animales a una regulacién deficiente del comportamiento alimentario cuando se
exponen a CAF en la edad adulta. Es importante sefalar que el uso de un disefio factorial
con cuatro grupos experimentales (NL-CON, NL-CAF, SL-CON, SL-CAF) para ambos sexos,
ofrecioé un diseno robusto que permitié identificar claramente tanto los efectos individuales

como los combinados de la sobrenutricidon temprana y la dieta ofrecida en la edad adulta.

5.1 EFECTOS DE LA SOBREALIMENTACION NEONATAL Y LA DIETA CAF SOBRE
PARAMETROS MORFOMETRICOS Y METABOLICOS

Caracterizamos la evolucion del peso corporal en SL y NL desde el destete hasta DPN 167.
Los animales SL-M mostraron un aumento de peso acelerado durante la lactancia y un peso
corporal significativamente mayor en el destete (DPN21), lo que confirmé la aptitud del
modelo como generador de obesidad neonatal. La diferencia entre NL-M y SL-M disminuyé
gradualmente después del destete al recibir ambos grupos alimento control, y el peso
corporal entre los grupos se igualé en DPN90. No obstante, el peso del parche adiposo
perirrenal siguié siendo mayor en en SL-M que en NL-M en machos. Esta observacion
concuerda con informes previos de nuestro grupo (Rossetti et al., 2024, 2025; Schumacher
et al., 2021, 2023), lo que refuerza la idea de que la sobrealimentacién en las primeras etapas
de la vida puede provocar aumentos temporales del peso corporal que pueden normalizarse
en condiciones dietéticas equilibradas a los 90 dias de edad, en consonancia con los
hallazgos previos de nuestro grupo y otros (Bassett & Craig, 1988; De Andrade Silva et al.,
2021; Hou et al., 2011; Plagemann et al., 2009, 2010; Schumacher et al., 2021, 2023;
Spencer & Tilbrook, 2009; Velkoska et al., 2008). A pesar de la normalizacion del peso
corporal, los animales SL-M conservaron un aumento de la masa de depdsitos de grasa tanto
en DPN90 como en DPN167, lo que indica que la adiposidad a largo plazo es un posible sello

distintivo de la sobrealimentacién temprana. Estos resultados coinciden con los de Argente-
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Arizon et al. (2016), quienes observaron diferencias persistentes en el peso de los depdsitos
de grasa a pesar de que no se produjeron cambios en el peso corporal total. En el caso de
las hembras se pudo constatar el mismo patrén en el peso corporal hasta el destete y luego
hasta DPN90. Es relevante destacar que las hembras presentaron una normalizacién de su
peso corporal mas temprana (DPN 35) en comparaciéon con los machos (DPN 70). Esta
observacion coincide con la ventana de divergencia madurativa y el inicio de las fluctuaciones
hormonales de la pubertad (entre DPN 30 y 42 en la cepa Wistar). En particular, el incremento
de los niveles de estradiol en esta etapa podria ejercer un efecto compensatorio, dado su rol
en la modulacién del metabolismo energético y la ingesta (Bell, 2018; Vigil et al., 2022; Maric
et al, 2025). Estos resultados nos inducen a profundizar los estudios en las hembras y evaluar
la influencia del dimorfismo sexual en los parametros estudiados.

Al final del periodo experimental, observamos un marcado aumento del IMC en los machos
de todos los grupos tratados en comparacién con el grupo NL-CON-M, lo que concuerda con
hallazgos previos (Aiassa et al.,, 2022; Bonfim et al., 2021; Gomez-Smith et al., 2016;
Stefanidis & Spencer, 2012; Vargas etal.,, 2025). En el caso de las hembras, el
comportamiento del IMC sufrié un patrén diferencial entre los grupos experimentales y se
observo aumento del IMC en los animales SL tras 5 semanas de dieta CAF, en tanto que los
NL presentaron un aumento del IMC tras 11 semanas de CAF. Nuevamente, esto demuestra
que el comportamiento es diferente en cada sexo.

A nivel experimental, en lineas generales no se han establecido rangos de normalidad del
IMC, como si sucede en humanos. Los estudios evaluan el grado de la obesidad en base al
peso corporal ganado en comparacién con un grupo control. Novelli et al. (2007) ha propuesto
como valores normales de IMC entre 0,45 y 0,68 g/cm2 para ratas adultas macho, siendo
este valor maximo umbral para la determinar obesidad. Por el contrario, para la valoracion
antropométrica de las hembras no fue posible determinar un valor de corte dada la
variabilidad de valores reportados (Bilibio et al., 2023; Greash et al., 2024).

Como se mencioné anteriormente, este comportamiento diferencial en las hembras
evidencia, una vez mas, la existencia de mecanismos compensatorios que interfieren en los
efectos de la programacién metabdlica a largo plazo, relacionados al impacto de los
estrégenos sobre el metabolismo energético y los sistemas de regulacion de la ingesta (Vigil
et al., 2022). En esta etapa, las ratas hembras (consideradas adultas maduras) presentan
ciclos estrales regulares y una secrecion ciclica de estradiol, hormona que ha sido
ampliamente implicada en la modulacién de circuitos hipotaldmicos asociados al balance

energético (Quirés Cognuck et al.,, 2020; Bell, 2018). En este contexto, la influencia
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estrogénica podria estar contrarrestando el efecto de la sobrealimentacién a largo plazo en
las hembras, ventaja biolégica que no se observa en los machos, aunque no seria suficiente
para contrarrestar los efectos de la dieta CAF.

Ademas, cabe mencionar que la mayor variabilidad observada en la curva de IMC respecto
al peso corporal responde a que el IMC es un parametro que toma en cuenta el peso y
longitud naso-anal. En particular, pequenas variaciones en la medicién de la longitud naso-
anal, sumadas al crecimiento no lineal propio del desarrollo, generan oscilaciones mas
marcadas que las observadas en la curva de peso. Tal como lo demuestran numerosos
estudios, es un parametro que, en conjunto con otros indicadores morfométricos permite
ampliar la valoracion e interpretacion de resultados (Novelli et al., 2007; Greash et al., 2024;
Vargas et al., 2025). Por otra parte, como indican los resultados del 1Ad, el IMC aumento
debido al incremento de la masa grasa corporal en los machos. Es importante destacar que,
en el grupo que recibié sobrealimentacion neonatal como estimulo (SL-CON-M) el aumento
de la adiposidad se debié unicamente a un aumento del TAP, en tanto que, en los grupos
expuestos a CAF (NL-CAF-M y SL-CAF-M), el aumento del IMC se debid al incremento del
TAP y del TAE. Este punto resulta interesante ya que el TAE esta relacionado con la grasa
visceral, considerada con mayor actividad metabdlica y potencialmente més dafina (Kim &
Park, 2008).

En hembras, la dieta CAF aumentd el indice de adiposidad, mientras que la
sobrealimentacion neonatal no produjo cambios significativos. Esto podria relacionarse con
diferencias sexuales en la distribucion grasa y con el efecto protector de los estrégenos, ya
que en condiciones normales las hembras presentan menor tendencia al acumulo visceral y
una mayor proporcién relativa de tejido adiposo subcutaneo (Quirés Cognuck et al., 2020;
Argente-Arizén et al., 2016).

Estas diferencias respaldan la idea de que no todo el aumento de peso o la acumulacion de
grasa son metabdlicamente equivalentes, y que la distribucion y la funcion de la grasa
desempeiian un papel clave en los resultados relacionados con la obesidad. A su vez, pone
de relieve la importancia de evaluar el estado nutricional junto con la adiposidad para evaluar
la salud metabdlica, especialmente en modelos de programacién nutricional temprana.
Nuestras consideraciones concuerdan con las conclusiones de Conceicao et al. (2011),
quienes afirman que los programas de nutricion temprana influyen en el funcionamiento de
la grasa, y no solo en la cantidad que se acumula, al moldear la funcién de los adipocitos, la

produccion de leptina y el riesgo metabdlico asociado a la obesidad.
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En cuanto a los parametros bioquimicos, solo el grupo SL-CAF-M mostré valores de
hiperglucemia. Estudios previos de nuestro grupo y de otros han informado de niveles de
glucosa inalterados tras la administracién de dieta CAF (Buyukdere et al., 2019; Lazzarino
et al., 2017, 2019). Sin embargo, otros autores han descrito alteraciones en el metabolismo
de la glucosa y el fenotipo del sindrome metabdlico en modelos de sobrealimentacion
neonatal (Plagemann et al., 2010) o en respuesta a la administracion de una dieta CAF
(Bonfim et al., 2021; Gomez-Smith et al., 2016). En este parametro, ambos estimulos fueron
necesarios para provocar la alteracioén. Para el caso de las hembras la glucemia present6
aumento a causa de la sobrealimentacién neonatal y de la dieta CAF, a diferencia de los
machos donde el efecto de los factores analizados no fue tan evidente. Otra diferencia
respecto de los machos fue que el grupo con sobrealimentacién neonatal y dieta CAF (SL-
CAF-F) increment6 los TG respecto a NL-CAF-F. Quirds Cognuck et al. (2020) y Argente-
Arizon et al. (2016) reportaron que los procesos de envejecimiento en el metabolismo
energético de las ratas son especificos de cada sexo, con un mejor perfil lipidico y tolerancia
ala glucosa en las hembras adultas y otros pardmetros metabdlicos como la insulinemia. Por
el contrario de lo esperado, en nuestro estudio, en los machos los TG permanecieron
estables, posiblemente por una mayor capacidad de secuestro lipidico en depdsitos grasos
como adaptacion metabodlica. Mientras que en las hembras la sobrealimentacion neonatal
incrementd estos niveles, evidenciando una respuesta diferencial y sexo-especifica del
metabolismo lipidico frente a un desafio nutricional temprano. En este sentido, futuros
estudios en hembras deberian profundizar en los mecanismos responsables de esta
respuesta en los triglicéridos inducidos por la sobrealimentacién neonatal.

5.2 PROGRAMACION TEMPRANA DEL COMPORTAMIENTO ALIMENTARIO Y LA
RESPUESTA A LA DIETA EN LA ADULTEZ

Numerosos estudios indican que tanto el exceso ingesta en las primeras etapas de la vida
como la exposicion de los adultos a una dieta CAF alteran los mecanismos relacionados con
la homeostasis metabdlica (Bei et al., 2015; Lalanza & Snoeren, 2021; Marousez et al., 2019;
Teixeira et al., 2019). Nuestro trabajo mostré6 concentraciones elevadas de insulina sérica
debido a la obesidad neonatal en la adultez y también la exposicion a CAF en la etapa adulta
provoco hiperinsulinemia. Los niveles de glucosa en ayunas aumentaron en las ratas NL-
CAF-F. Esto podria sugerir que, en este grupo, el aumento de insulina ya no es suficiente
para ejercer sus efectos fisiologicos. De manera consistente, se observé resistencia a la
insulina en todos los grupos en comparacion con NL-CON-F. Los estudios que evaltan los

efectos de la dieta CAF a diferentes edades han reportado resultados variables: mientras que
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algunas investigaciones en ratas adultas jovenes han mostrado evidencia clara de resistencia
a la insulina (Teixeira et al., 2019), otras no han detectado tales efectos (Lazzarino et al.,
2019). Por el contrario, las pruebas de las consecuencias a largo plazo de la
sobrealimentacion neonatal son mas soélidas, y varios informes muestran un aumento del
HOMA-IR en la edad adulta (Bei et al., 2015). En conjunto, estos resultados ponen de relieve
que la sobrealimentacién en las primeras etapas de la vida induce alteraciones duraderas en
la sefializacion de la insulina y la vulnerabilidad metabdlica.

La alimentacién con CAF en la edad adulta en machos indujo sobrepeso en todos los grupos.
Curiosamente, este aumento de peso se produjo mas tarde en los animales SL-CAF-M, lo
que sugiere una respuesta retardada a la dieta apetecible. Contrariamente a nuestra
hipétesis inicial, la combinacién de sobrealimentacion neonatal y exposicion a CAF en la edad
adulta no exacerbo el aumento de peso ni la ingesta de energia. El grupo SL-CAF-M mostro
un patrén de alimentacion diferente caracterizado por la presencia de hipofagia,
caracteristica que fue mas pronunciada a medida que avanzaba el experimento. Esta
reduccion de la ingesta de CAF en los animales SL sugiere que la sobrealimentacidén
temprana altera el procesamiento heddnico a largo plazo. La respuesta hipofagica en los
animales SL-CAF-M puede reflejar una disminucién de la motivacion hacia los alimentos
apetecibles o una aparicibn mas temprana de la saciedad. Si bien otros estudios han
observado hipofagia en roedores alimentados con CAF a largo plazo, nuestros datos
sugieren que este comportamiento aparece antes en animales con sobrealimentacion
neonatal (Gomez-Smith et al., 2016; Lalanza & Snoeren, 2021; Lazzarino et al., 2019; Mattar
et al., 2023). Una posible explicacion es la pérdida del efecto de novedad hacia los alimentos
apetecibles 0 una desensibilizacion acelerada de las vias de recompensa. Esta observacion
plantea la cuestién de si la sobrealimentacién neonatal modula la autorregulacion de la
ingesta o conduce a una respuesta de recompensa deteriorada, lo que podria contribuir a un
estado similar a la anhedonia. Por su parte, las hembras SL no solo disminuyeron mas el
consumo de los alimentos dulces, sino que también redujeron el de los alimentos salados y
pellet, lo que podria estar relacionado no solo con una conducta hipoféagica sino de tipo
anheddnica como se refleja en los machos.

Nuestros resultados también muestran que, independientemente de la situacion en las
primeras etapas de la vida, la dieta CAF aumenta la eficiencia metabdlica y caldrica, lo que
concuerda con otros informes que demuestran que este tipo de dieta promueve una ingesta
excesiva de calorias y una conversion eficiente de la energia en tejido adiposo (Buyukdere
et al., 2019; White et al., 2009).
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En relacion con la eleccion de alimentos, las ratas SL-CAF-M mostraron patrones de
alimentacién alterados a lo largo del tiempo en comparacién con las NL-CAF-M. Observamos
que el grupo NL-CAF-M presentd una disminucidén progresiva en la ingesta de alimentos
salados. Este perfil concuerda con la preferencia de este grupo por los alimentos dulces. Por
el contrario, Bonfim et al. (2021) informaron de una menor preferencia por los alimentos ricos
en carbohidratos, representados especialmente por los alimentos dulces.

Como sugiere Blum (2014), el azucar puede actuar como una sustancia psicoactiva, asociada
a procesos similares a los de la adiccidn, lo que explicaria su eleccion como alimento incluso
cuando se dispone de una gama variada de alimentos. Ademas, es interesante sefialar que
el concepto de “adiccion a la comida”, que fue una de las varias causas propuestas para la
epidemia de obesidad, se explica en términos del azicar como sustancia psicoactiva. Sin
embargo, otros estudios han sugerido que la exposicion crdnica a dietas muy apetecibles,
como la CAF, podria alterar la motivaciéon por el sabor dulce (Fam et al., 2022). Algunos
autores han sefalado que la preferencia por los sabores dulces esta relacionada con la
actividad del sistema serotoninérgico (Blum et al., 2014), lo que proporciona una base
neurobioldgica para este cambio en la motivacion alimentaria.

En el grupo SL-CAF-M observamos una disminucion progresiva en el consumo de alimentos
dulces, acompanada de un aumento sostenido en la ingesta de pellet, un alimento con menor
valor hedonico. Este patron podria interpretarse como un signo de alteracion del sistema
hedédnico, posiblemente relacionado con el comportamiento anheddénico que hemos descrito
anteriormente y es compatible con la hipétesis del sindrome de deficiencia de recompensa
propuesta por Blum et al. (2014). Este fendmeno, de origen genético y epigenético, evidencia
un deterioro de los circuitos de recompensa del cerebro, lo que da lugar a una hipofuncién
de la via dopaminérgica, asociado también a una mayor ansiedad (Blum et al. 2014).

El dimorfismo sexual también se hizo notar en las preferencias de consumo de las hembras
CAF. La disminucién de la ingesta de los alimentos, en ambos grupos podria estar explicada
por el estradiol que actia como potente anorexigénico al estimular las neuronas POMC e
inhibir NPY (Vigil et al., 2022). De manera particular, se evidencié una disminucién mas
notoria en los animales con sobrealimentacion neonatal lo cual sugeria una conducta
hipofagica, relacionada posiblemente con una disfuncion en el sistema de recompensa como
en el caso de los machos. Un estudio realizado por Klump et al. (2021) en ratas
ovariectomizadas presentaron un consumo aumentado de alimentos palatables y menor de
pellet (alimento con baja carga hedonica), sugiriendo que los estrogenos también tienen
impacto en el sistema de recompensa. Por otra parte, Maric et al. (2025) evaluaron los niveles
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de estrégenos en la amigdala cerebral y hallaron que una inhibicién de la aromatasa (enzima
principal implicada en la sintesis) se traduce en un aumento de la ingesta y de la
termogénesis. Asi mismo, informaron que esta disminucion en los estrégenos a nivel central
originé mayor preferencia por los alimentos ricos en grasas, pero no en sacarosa (Maric et
al., 2025). Estos antecedentes permiten remarcar el papel de los estrogenos en la
modulaciéon del consumo de alimentos, actuando sobre circuitos centrales en los que
convergen mecanismos homeostaticos y heddnicos, integrados en regiones como la
amigdala.

En este contexto, es esencial comprender como las primeras experiencias nutricionales
moldean no sélo el comportamiento alimentario, sino también la valoracion hedonica de los
alimentos. Esta informacién podria ser clave para el desarrollo de intervenciones que no se
limiten a regular el equilibrio energético, sino que también tengan en cuenta los aspectos
emocionales y motivacionales que guian la ingesta.

Aungue numerosos estudios han demostrado la preferencia por el sabor dulce a través de
diversas pruebas y analisis (Conceigéo et al., 2016; Fam et al., 2022; Myers, 2017), no hay
informes sobre la cantidad de comida chatarra consumida en relacién con los alimentos
dulces o salados. Esto es especialmente significativo en el contexto de la dieta CAF, donde
ciertas caracteristicas intrinsecas de los alimentos ultraprocesados pueden potenciar la
eleccion de lo dulce o lo salado. Un estudio realizado por (Bonfim et al., 2021) evalué el
consumo de alimentos en roedores mediante la administracion de tres tipos de dietas: la dieta
CON en forma de pellets y la dieta occidental, y alimentos CAF reales. Un hallazgo notable
fue la mayor ingesta de alimentos en el grupo CAF, lo que subraya la importancia de utilizar
este tipo de dieta para los experimentos (Bonfim et al., 2021).

5.3 EVALUACION CONDUCTUAL DE LA SACIEDAD Y LA ANSIEDAD

En este contexto, resulta central destacar el concepto de saciedad sensorial especifica,
entendido como el proceso mediante el cual el placer asociado al consumo de un
determinado alimento disminuye de manera selectiva, mientras se mantiene la motivacion
por otros alimentos con caracteristicas sensoriales diferentes (Rolls et al.,, 1981). Sin
embargo, cuando se dispone de una variedad de alimentos apetecibles, como es el caso de
la dieta CAF, una persona puede seguir comiendo mas alla del punto de saciedad debido a
la diversidad de sabores y texturas (Myers, 2017).

Llamativamente en el presente trabajo, las primeras etapas del test de SSS (familiarizacion
y preexposicion), mostré que los animales NL-CON-M y SL-CAF-M presentaron mayor

preferencia por la S, pero solo el primero presenté SSS conservada en el momento del choice
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test. La preferencia inicial por la sacarosa es fisiologicamente esperable debido a su mayor
palatabilidad y poder heddnico, y refleja un sistema de recompensa flexible y adaptable,
capaz de discriminar adecuadamente el valor sensorial de los estimulos alimentarios cuando
se da la posibilidad de eleccién, tal como sucede en el grupo NL-CON-M. Por el contrario, en
los animales SL-CAF-M, sugiere una respuesta intensificada a los estimulos dulces,
promoviendo una conducta de busqueda de placer y manteniendo un valor hedénico elevado
del estimulo que limita la respuesta frente a la novedad.

Es importante destacar que los animales SL-CON-M mostraron un déficit persistente de SSS,
previamente descrito en el DPN90 (Schumacher et al., 2023), lo que sugiere que la
sobrealimentaciéon neonatal por si sola tiene efectos duraderos en estos mecanismos. El
deterioro de la SSS puede ser la causa de las diferencias entre grupos en la ingesta de
alimentos y apuntar a una alteracion a largo plazo del procesamiento de la recompensa. Tal
y como describen Gonzales et al. (2018, 2022), la SSS implica circuitos neuronales complejos
que van mas alla de la simple habituacion.

En cuanto al comportamiento ansioso en los machos, reportes de nuestro grupo informaron
un aumento en la ansiedad a causa de la sobrealimentacién neonatal en DPN90 (Rossetti
et al.,, 2024). En el presente estudio, este efecto ya no era evidente en el DPN130 en
condiciones basales. Sin embargo, la combinacién de sobrealimentacién neonatal y
exposicion a CAF en la edad adulta (SL-CAF-M) condujo a un aumento sinérgico del 1An
indice de ansiedad. Esto respalda la hipotesis de los “dos golpes” en la programacion del
desarrollo, segun la cual las perturbaciones en las primeras etapas de la vida sensibilizan al
sistema ante los retos de etapas posteriores, dejando al descubierto vulnerabilidades latentes
(Deng et al., 2023). Mientras que algunos estudios informan de un aumento de la ansiedad
tras la sobrealimentacién neonatal (Amaro et al., 2023), otros observan una reduccion de la
ansiedad (Enes-Marques & Giusti-Paiva, 2018; Spencer & Tilbrook, 2009). Del mismo modo,
las dietas CAF se han asociado con un comportamiento similar a la ansiedad (Bonfim et al.,
2021; Ferreira et al., 2018). Nuestros resultados sugieren que los estimulos tempranos y
tardios producen conjuntamente una alteracion conductual mas robusta, haciendo posible

extraer conclusiones solidas respecto al fenotipo ansioso.

5.4 REGULACION DEL SISTEMA HOMEOSTATICO HIPOTALAMICO: EXPRESION
GENICA Y MECANISMOS EPIGENETICOS

La regulacion homeostatica de la ingesta en los machos, evidenci6 que la sobrealimentacion
temprana disminuy6 la expresién hipotaldmica de Pomc en el ARC, al menos en parte, a

través de un mecanismo epigenético. También describimos que la sobrealimentacion
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neonatal disminuye la expresion del gen Npy en el ARC durante la edad adulta,
aparentemente en respuesta a estimulos periféricos. Esto muestra un efecto a largo plazo
sobre un neuropéptido que recientemente se ha propuesto como el vinculo entre los sistemas
homeostatico y hedbdnico de la ingesta de alimentos (Rezitis et al., 2022). La expresion del
receptor de leptina en ARC se reduce como resultado de la dieta CAF. La
inmunohistoquimica confirmé la presencia de la localizacién de la proteina Pomc en el ARC.
Los analisis de expresion génica de neuropéptidos clave en el ARC revelaron una alteracién
de los mecanismos homeostaticos centrales que regulan la ingesta de alimentos en todos los
grupos experimentales en relacion con el control. Aunque todos desarrollaron obesidad, los
mecanismos subyacentes parecen diferir, como lo demuestran los resultados descritos, que
ponen de relieve los efectos duraderos de la sobrenutricion temprana. En este contexto,
nuestro grupo de investigacion demostré anteriormente que la dieta SL induce obesidad
temprana, altera la regulacibn homeostatica de la ingesta de alimentos y modifica el
comportamiento alimentario relacionado con una respuesta ansiosa alterada (Rossetti et al.,
2025; Schumacher et al., 2021). Estos efectos pueden revertirse en parte cambiando la dieta
y podrian estar relacionados con cambios epigenéticos duraderos (Schumacher et al., 2021).
La dieta CAF también generd una desregulacién hipotaldmica de la ingesta mediada por un
patrén de metilacion alterado, asociado con hiperleptinemia e hiperfagia (Lazzarino et al.,
2017, 2019).

En condiciones fisioldgicas, la expresion de Pomc es activada por la leptina y la insulina a
través de la via de sefalizacion STAT3, que es esencial para reducir la ingesta y aumentar
el gasto energético (Vohra et al., 2022). En nuestro estudio, identificamos sitios de unién a
STAT3 hipermetilados en las regiones promotoras y potenciadoras de Pomc en los grupos
con sobrealimentacién temprana, lo que podria afectar negativamente a la transcripciéon de
Pomc y a su accion anorexigena.

Aunque la reduccion de la expresion de Pomc y la hipermetilacion del potenciador en los
animales SL-CON-M predeciria te6ricamente un aumento de la ingesta de alimentos, no se
observaron diferencias significativas en la ingesta en relacion con los animales NL-CON-M.
Dado el papel central de las neuronas Pomc en el equilibrio energético, cabria esperar que
estas alteraciones transcripcionales y epigenéticas afectaran al comportamiento alimentario.
Por lo tanto, la ausencia de cambios medibles en el consumo sugiere la activacion de
mecanismos compensatorios —que podrian implicar vias hedoénicas, sefales hormonales
periféricas o circuitos hipotalamicos paralelos— que podrian amortiguar los efectos de la
desregulacion de Pomc. Ademas, aunque confirmamos la presencia de la proteina Pomc
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mediante tincidon de inmunofluorescencia en ARC, se necesitan otros métodos para
cuantificar la cantidad de proteina.

Por otra parte, la disminucion de la expresion de Npy, un potente neuropéptido orexigénico,
parece responder a los niveles mas altos de grasa y, por consiguiente, de leptina, y podria
reflejar un mecanismo de retroalimentacion compensatorio (Plagemann et al., 2009; Vohra
et al., 2022). Por el contrario, no se observaron alteraciones en la expresion de Agrp o Cart,
lo que sugiere una vulnerabilidad selectiva dentro de la red neuropeptidérgica responsable
del equilibrio energético, tal y como informaron (Lazzarino et al., 2019).

La exposicién a la CAF provoco una disminucion de la expresion del receptor de leptina, un
hallazgo descrito anteriormente como caracteristico de la resistencia central a la leptina a
través de la via clasica (Conceigao et al., 2011; Lopez et al., 2005; Zhang & Scarpace, 2006),
una condicién comun en animales obesos (Lalanza & Snoeren, 2021). La resistencia a la
leptina permite una alta ingesta calérica a pesar de los altos niveles circulantes de esta
hormona, lo que crea un circulo vicioso: la obesidad promueve la resistencia a la leptina, que
a su vez exacerba la obesidad (Zhang & Scarpace, 2006). Fenotipicamente, el grupo NL-
CAF-M present6 obesidad acompariada de una disminucidn de la expresion del receptor de
leptina, en consonancia con hallazgos anteriores (Lavoie et al., 2023; Lazzarino et al., 2019;
Zhang & Scarpace, 2006). Del mismo modo, este grupo presentd hiperfagia, tal y como
informaron otros autores (Buyukdere et al., 2019; Lalanza & Snoeren, 2021).

La sobrealimentacion neonatal parece inducir una alteraciéon en la programacion temprana
del hipotalamo, lo que genera una respuesta atenuada de las neuronas reguladoras de la
ingesta a los cambios energéticos en la edad adulta (Marousez et al., 2019; Souza et al.,
2022). Las reducciones en la expresién de Pomcy Npy observadas en animales SL-CAF-M
indican una inhibicion generalizada del tono neuronal hipotalamico, que afecta a las vias
anorexigénicas (Vohra et al., 2022). La sobrealimentacion temprana reduce la expresion de
Pomc en el ARC en relacion con modificaciones vinculadas a la memoria epigenética
(Marousez et al., 2019; Rossetti et al., 2024; Schumacher et al., 2021; Souza et al., 2020,
2022).

Es de destacar que cuando la sobrealimentacién neonatal se combina con la exposicion a
una dieta CAF en la edad adulta, también se observa un patron compatible con la resistencia
a la leptina. Estos resultados sugieren un comportamiento hiperfagico; sin embargo, en estos
animales (SL-CAF-M), observamos una hipofagia sostenida a lo largo del periodo
experimental relacionada con mecanismos compatibles con la anhedonia como se mencioné

anteriormente. Una investigacién reciente de McFadden (2023) demostré que la
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manipulacién directa de la metilacion del ADN del promotor Pomc no era suficiente para
prevenir o inducir un aumento de peso anormal en ratas expuestas a una dieta alta en grasas,
lo que advierte que estas alteraciones son una consecuencia y no una causa de la obesidad.
En conjunto, nuestros resultados sugieren la existencia de tres fenotipos diferenciados de
obesidad en la edad adulta, cada uno asociado a mecanismos subyacentes especificos.

5.5 REGULACION DEL SISTEMA HEDONICO MESOLIMBICO: EXPRESION GENICA
Y SU INTERACCION CON LA REGULACION HOMEOSTATICA

La sobrealimentacion neonatal generada por el modelo SL afecta a la funcién del circuito
mesolimbico dopaminérgico cuando se expone a ratas macho a una dieta CAF en la edad
adulta. Ademas, observamos que la exposicion a una dieta CAF por si sola en la edad adulta
también afecta a la via dopaminérgica, induce alteraciones a largo plazo en la regulacion
hedonica de la alimentacién, incluyendo cambios en las vias relacionadas en VTA y NAc,
pero de manera diferente, provocando efectos distintos en el comportamiento alimentario.
Mientras que en el primer caso provoca anhedonia y ansiedad, en el segundo provoca un
comportamiento de ansia similar al observado en las adicciones. La prueba de
inmunomarcacion revelo la presencia de la proteina TH en VTA, cualitativamente menor en
NL-CAF-M, en concordancia con la disminucién observada en la expresién de su ARNm.

En mas detalle, en VTA, observamos una disminucion de la expresion de TH y DRD2 en
animales NL-CAF-M, confirmada por inmunofluorescencia, lo que sugiere una reduccién de
la sintesis de DA. En el NACSH, encontramos un aumento de la expresion del ARN mensajero
de DRD1 y DRD2, lo que podria reflejar una regulacion compensatoria al alza en respuesta
a la disminucion de la entrada de DA, un patrén observado en estados similares a la adiccion.
El uso de una técnica refinada de micropuncién permitié aislar con precisién las regiones de
la corteza y el NAc, lo cual es fundamental dado su papel diferencial en el procesamiento de
estimulos nuevos frente a los aprendidos (Bayassi-Jakowicka et al., 2021; Marinescu &
Labouesse, 2024).

Anteriormente hemos observado que la sobrealimentacion neonatal produce, al destete, un
aumento de la expresion de TH y DRD1 en VTA junto con una disminucién de DAT
(Schumacher et al., 2023). Estos resultados muestran una clara activacion de la via
dopaminérgica caracterizada por el aumento de la expresion de TH que catalizaria la
produccion de DA, junto con el aumento de los receptores DRD1, que influyen en su accion.
La disminucion de DAT en este nucleo, con su funcién de recaptacion que busca eliminar la
DA del espacio sinaptico, contribuye a proporcionar una mayor biodisponibilidad de este

neurotransmisor.
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En el NAcSh, donde se procesan los estimulos novedosos, observamos un claro aumento
de DAT, lo que interpretamos como el mecanismo compensatorio para contrarrestar la DA
que llega a este nucleo efector desde el VTA. Estos resultados refuerzan la idea de que la
sobrealimentacion debida a la reduccién de la camada puede considerarse un estimulo
alimentario hedénico.

En el DPN167, no observamos modificaciones en los parametros evaluados de la via
dopaminérgica mesolimbica entre NL-CON-M y SL-CON-M. Sin embargo, cuando los
animales fueron expuestos a un nuevo estimulo alimentario hedénico, como la dieta CAF,
reaparecio el aumento de la expresion de DAT en el NAcSh (responsable del procesamiento
de estimulos novedosos). Ademas, se observé un aumento en la expresion de DAT en el
NAcC, el nucleo responsable de procesar los estimulos aprendidos.

En resumen, la sobrealimentacion neonatal deja una huella que provoca que la respuesta a
largo plazo a los estimulos hedonicos dé lugar a una desensibilizacién dopaminérgica. En
esta linea, Blum et al. (2014) proponen la hipdtesis del sindrome de deficiencia de
recompensa, caracterizado por un mal funcionamiento del sistema de recompensa, que
implica la interaccion de potentes neurotransmisores y da lugar a un comportamiento de
ansia anormal. Las pruebas obtenidas en estudios con animales y seres humanos respaldan
la hipotesis de que multiples circuitos cerebrales similares se alteran en la obesidad y la
dependencia de las drogas y, en su mayor parte, implican la participacién de circuitos de
recompensa modulados por la DA en los comportamientos alimentarios patolégicos (Blum
et al., 2014). Nuestras observaciones en SL-CAF-M son coherentes con este modelo, ya que
observamos hipofunciéon dopaminérgica y comportamiento similar a la ansiedad.

Si bien estas interpretaciones proporcionan un modelo coherente, reconocemos que algunos
mecanismos siguen siendo especulativos y requieren mas investigacion. Queda por
determinar si esta marca se produce a través de la metilacién de los genes implicados y el
papel de la via serotoninérgica.

Sin embargo, al integrar estos resultados de aumento del DAT en nucleos clave del sistema
mesolimbico junto con los observados en la ingesta de alimentos y en la prueba SSS
comentada anteriormente, se podria inferir que lo que ocurre en los trastornos SL-CAF-M
tiene similitudes con los comportamientos depresivos y con la anhedonia (Serretti, 2023).
Reforzando esta linea de pensamiento, Zhu et al. (2023) demostraron que el tratamiento con
un inhibidor de la DAT (propofol) es eficaz como anti-anhedénico (Zhu et al., 2023). Ademas,
en la revision de Son y Kim (2020), se menciona que uno de los farmacos que se utilizan
actualmente para el tratamiento de la obesidad es la naltrexona EN/bupropion ER (Contrave).
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El bupropion es un inhibidor de la recaptacién de norepinefrina y DA que se utiliza para el
tratamiento de la depresién y para dejar de fumar (Son & Kim, 2020).

Aunque tanto la sobrealimentacion neonatal como la exposicion a dieta CAF en la edad
adulta afectan a la via dopaminérgica del circuito mesolimbico de recompensa, parecen
seguir vias diferentes. La primera estrategia utiliza el aumento de DAT en el NAc como
agente extractor y eliminador de DA del espacio sinaptico, mientras que la segunda afectaria
directamente a la produccién de DA en el VTA a través de la disminucién de la expresion de
TH. Estas diferencias podrian explicar las diferencias entre estos grupos en cuanto a la
ansiedad y el comportamiento alimentario cuando se exponen a CAF.

El NPY, un péptido implicado en el control homeostatico y heddnico de la ingesta, puede
representar un mediador clave entre el sistema homeostéatico y el hedoénico (Rezitis et al.,
2022). En nuestro estudio, la expresion de NPY en ARC se redujo tanto en los animales SL-
CON-M como en los SL-CAF-M, lo que sugiere un efecto a largo plazo de la
sobrealimentacién neonatal. Dadas las funciones del NPY en la motivacion y la recompensa
alimentarias, esta disminucién puede contribuir a la hipofagia observada y a los cambios
dopaminérgicos. Cabe destacar que el NPY interactua con los sistemas de DA y serotonina,
aunque aun no se han definido los circuitos exactos (Rezitis et al., 2022).

5.6 ALCANCES Y LIMITACIONES DEL ANALISIS AUTOMATIZADO DEL EPM
MEDIANTE RATRACK

Respecto al andlisis automatizado de este test con RaTrack, si bien mostré una elevada
concordancia con la evaluacién manual para los parametros asociados a los brazos abiertos,
se observaron discrepancias en la cuantificacion del tiempo de permanencia en la region
central y en los brazos abiertos. Esta diferencia podria atribuirse a la menor definicién
espacial de los limites de dichas regiones, lo que dificulta su segmentacion precisa mediante
algoritmos de procesamiento de imagenes basados en umbrales de pixeles. Asimismo, el
area central representa una zona de transicion en la que el animal suele presentar
comportamientos ambiguos, como exploraciones parciales o desplazamientos rapidos entre
regiones, lo que introduce variabilidad adicional tanto en el analisis manual como en el
automatizado.

Estas observaciones sugieren que, si bien RaTrack constituye una herramienta prometedora
para la evaluacién de conductas clasicamente asociadas a ansiedad en el EPM, aunque
requiere ajustes metodolégicos adicionales. Por este motivo, se debe continuar
perfeccionando la sensibilidad y la capacidad de discriminacion del sistema, particularmente

en los sectores donde los limites espaciales son menos definidos. Una fortaleza es explorar

98



alternativas complementarias basadas en algoritmos de inteligencia artificial y técnicas de
visibn computacional, con el propésito de optimizar la deteccién automatica de las zonas del
laberinto y mejorar la concordancia entre el analisis automatizado y la evaluacién humana.
Estas estrategias no solo buscan consolidar la herramienta como un recurso confiable y
reproducible para el estudio del comportamiento en modelos animales, sino que también
posibilitaron una experiencia enriquecedora que contribuyé a una formacién cientifica integral

en el marco del presente trabajo de tesis.

5.7 INTEGRACION DE RESULTADOS Y ALCANCES DEL ESTUDIO
En base a lo expuesto anteriormente, podemos decir que hay tres fenotipos de obesidad que

responden a mecanismos diferentes: el primero se desarrolla impulsado por la exposicion a
una dieta CAF en la edad adulta, caracterizada por resistencia central a la leptina por
reduccion de la expresién del receptor de leptina y con conducta hiperfagica, asociada a
respuesta dopaminérgica similar a la observada en las adicciones. El segundo, es el
resultado de la sobrenutricion neonatal, marcada por la adiposidad perirrenal persistente, la
represion epigenética de Pomc y la ingesta de alimentos sin cambios, posiblemente
mantenida a través de la regulacion compensatoria a la baja de NPY. Una tercera forma
puede surgir de la combinacidén de la sobrenutricion temprana y la exposicién a CAF en la
edad adulta, presentando caracteristicas de ambas condiciones, incluyendo la metilacién del
promotor Pomc, la resistencia a la leptina y el comportamiento alimentario alterado
consistente con la anhedonia a nivel heddnico. Es importante sefalar que, en este modelo
combinado, la supresion de Pomc probablemente refleje una huella epigenética estable
establecida anteriormente en la vida (por ejemplo, en DPN21 y DPN90), como ha demostrado
anteriormente nuestro grupo (Schumacher et al., 2021, 2023), mientras que la resistencia a
la leptina probablemente esté asociada con la acumulacion de grasa visceral inducida por la
dieta CAF.

Curiosamente, en la obesidad a largo plazo resultante de la sobrenutricién neonatal, el NPY
parece seguir respondiendo al aumento de la adiposidad y la leptina circulante, mientras que
el Pomc no responde debido a su silenciamiento inducido por la metilacién. Por el contrario,
en la obesidad inducida por CAF, el NPY deja de responder, probablemente como
consecuencia de la resistencia a la leptina. En la obesidad de doble impacto, los efectos de
la sobrealimentacién neonatal parecen predominar, ya que la expresion de NPY se regula a
la baja de manera similar a la observada en animales SL-CON-M.

Finalmente cabe resaltar que, estos hallazgos respaldan la idea de que la programacion

nutricional en las primeras etapas de la vida influye no solo en aspectos conductuales, sino
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también en componentes moleculares de la regulacién de la alimentacion de diferentes
maneras. Esto sugiere que los distintos origenes de la obesidad pueden activar mecanismos
reguladores distintos, lo que refuerza la necesidad de enfoques terapéuticos personalizados.
Esto enfatiza la idea de que, a pesar de las exhaustivas investigaciones, nuestro
conocimiento sobre el control central de la ingesta de alimentos sigue siendo incompleto, lo
que refleja la complejidad de las redes neuroendocrinas involucradas.

En el presente estudio, si bien se incluyeron animales de ambos sexos para el andlisis de las
variables morfométricas, metabdlicas y de ingesta alimentaria, los resultados obtenidos en
hembras deben considerarse preliminares. Debido a limitaciones de tiempo y recursos, las
determinaciones moleculares y otros analisis complementarios se realizaron exclusivamente
en machos. No obstante, las muestras correspondientes a las hembras fueron conservadas
para su analisis en una etapa posterior, lo que permitira profundizar en la caracterizacion de

posibles diferencias sexuales.
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6 CONCLUSION
Como se ha descrito en estudios previos de nuestro grupo, la sobrealimentacion neonatal

generada por el modelo SL provocéd la aparicién temprana de obesidad y alteraciones
metabdlicas (Schumacher et al., 2023; Walf & Frye, 2007). Ademas, hemos demostrado que
la sobrealimentacién neonatal altera el circuito dopaminérgico mesolimbico, el
comportamiento alimentario y el comportamiento ansioso en machos (Schumacher et al.,
2021; Walf & Frye, 2007). Asimismo, nuestro grupo demostrd que las alteraciones causadas
por la sobrealimentacion neonatal en las vias centrales de regulacion de la ingesta de
alimentos podrian revertirse con una dieta equilibrada (Schumacher et al., 2023). A pesar de
ello, se encontraron alteraciones epigenéticas en algunas de las vias implicadas en la
regulacion de la ingesta (Schumacher et al., 2021, 2023). Alteraciones metabdlicas y
moleculares, especialmente en la regulacién central de la ingesta de alimentos pudiendo
estar mediados por modificaciones epigenéticas (Gonzalez-Gaspar et al., 2021; Lazzarino
et al., 2019).

Basandonos en estas pruebas, nuestra hipétesis postula que la exposicion a la
sobrealimentacion neonatal deja una huella en la regulacion central de la ingesta, que se
manifiesta en una alteracion del comportamiento alimentario cuando se expone a un estimulo
heddnico en la vida adulta. Por esta razén, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos
de la sobrenutricion neonatal y/o la exposicidén adulta a la dieta CAF sobre el comportamiento
alimentario y en la expresion de genes clave implicados en la regulacion de la ingesta de
alimentos a nivel cerebral. Asi, comprender cdmo el sistema nervioso afecta a la motivacion,
la cognicion y el comportamiento proporciona informacion clave sobre la etiologia del
sobrepeso y la obesidad. La comprension de estos mecanismos puede ayudarnos a adaptar
las terapias para los origenes multifactoriales de la obesidad.

Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio que muestra evidencia de como la
sobrealimentacion neonatal puede dejar marcas en el cerebro que se activan con un nuevo
estimulo hedonico, lo que influye en el comportamiento alimentario. Los estudios futuros
podrian centrarse en explorar otros circuitos neuronales implicados en la regulacion de la
ingesta de alimentos, como la serotoninérgica. Ademas, los resultados sugieren un interés
particular en evaluar las modificaciones epigenéticas en areas clave del cerebro implicadas
en la homeostasis energética, lo que proporciona informacién valiosa sobre la relacién entre
la regulacion neonatal y la regulacién a largo plazo de la ingesta de alimentos.

Este estudio demuestra que la sobrealimentacién neonatal induce modificaciones

epigenéticas duraderas en las vias hipotalamicas que regulan el equilibrio energético, en
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particular a través de la metilacién del promotor Pomc, que persisten hasta la edad adulta y
determinan la respuesta del organismo a estimulos obesogénicos, como CAF. En
consecuencia, identificamos tres fenotipos distintos de obesidad con diferentes mecanismos
neurobiolégicos: la obesidad inducida por CAF, caracterizada por resistencia a la leptina,
resistencia a la insulina e hiperfagia; la obesidad a largo plazo por sobrealimentacién
neonatal, con desregulaciéon selectiva de neuropéptidos y resistencia a la insulina; y una
forma combinada que presenta caracteristicas de ambas condiciones junto con un
comportamiento alimentario alterado.

Estos hallazgos subrayan la heterogeneidad de los origenes de la obesidad y el impacto
duradero de la programacién nutricional temprana. También ponen de relieve la necesidad
de intervenciones personalizadas que aborden tanto la regulacion homeostatica como la
hedonica de la ingesta de alimentos, asi como su integracidn con otros sistemas neuronales,
incluida la via serotoninérgica.

En este contexto, es imperativo trabajar desde multiples frentes para lograr un cambio de
paradigma que permita abordar la obesidad como una patologia compleja que es,
reivindicando su comprension como una enfermedad crénica y multifactorial en la que
intervienen muchos mas factores que simplemente el peso.

Comprender los mecanismos por los que la nutricibn postnatal temprana influye en la
regulacion del peso corporal en la edad adulta ofreceria la oportunidad de disefar
recomendaciones e intervenciones especificas para obtener beneficios a largo plazo.
Aungue se necesita mas investigacion, nuestros resultados proporcionan evidencia de los
posibles mecanismos involucrados en el comportamiento alimentario que podrian ser de
interés para la investigacion de farmacos terapéuticos para tratar esta patologia. Ademas,
nuestros resultados resaltan la importancia del estilo de vida desde una edad temprana y sus

consecuencias a largo plazo.
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