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Resumen

El sindrome metabdlico y la conducta de atracdn coexisten con gran frecuencia y
comparten alteraciones metabdlicas y emocionales que favorecen habitos
alimentarios similares, como consumir grandes cantidades de alimentos con un alto
contenido caldrico. Esta interaccion puede generar cambios en los sistemas de
regulacion central alimentaria y en los sensores energéticos para cubrir la demanda
del gran aporte caldrico consumido. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue
analizar la expresion de los sensores energéticos en el sistema mesolimbico en

ratas macho Wistar con atracones y sindrome metabdlico.

Para ello, se utilizaron 80 ratas macho Wistar, las cuales se dividieron en 4 grupos
(n = 20). 2 grupos fueron designados como controles normocaloricos y se
alimentaron con una dieta a base de pellet balanceada (LabDiet 5001) y agua ad
libitum. Los 2 grupos restantes conformaron los grupos hipercaléricos y fueron
alimentados con una dieta alta en carbohidratos (MX/E/2013/047377) y agua ad
libitum para inducir SMet durante 3 meses. Durante el cuarto mes se indujo la
conducta de atracén mediante una solucidon preparada a base de leche en polvo
Nido® y Choco Milk® disueltas en agua purificada. Los grupos normocaldricos e
hipercaldricos se dividieron en aquellos con un consumo alimenticio forzado y
aquellos que no. Posteriormente se caracterizaron los modelos, se evalud la ingesta
de alimentos y los parametros zoométricos; se llevaron a cabo pruebas
conductuales para evaluar los indicadores de emocionalidad de los animales.
Ademas, se evalud el fenotipo metabdlico mediante la curva de tolerancia oral a
glucosa, respuesta a insulina, perfil lipidico, indices HOMA-IR, VAl y DAI, asi como
la determinacidn hormonal de glucagdén, leptina, adiponectina, cortisol,
corticoesterona y ACTH. Se determind la expresion de los sensores energéticos
AMPK, SIRT1 y FOXO1 a través de ensayos de Western Blot y se cuantifico la
sintesis de ATP mitocondrial. Los resultados muestran que la dieta alta en
carbohidratos y la conducta de atracon generaron SMet en los animales con un
desbalance hormonal en el eje adrenal. A su vez, se dio una alteracion en la
homeostasis energética, ya que existi6 una sobreaactivacion de AMPK y un
aumento relativo de FOXO1 nuclear. Se redujo la sintesis de ATP, sobre todo en el
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modelo de atracén. La baja disponibilidad energética amplificd la busqueda de
alimento palatable como mecanismo compensatorio. Ademas, existe una
preferencia mayoritaria por el metabolismo de carbohidratos y aminoacidos.
Finalmente, el atracon generd una conducta similar a la ansiedad y se presento un
mayor impulso/deseo por el consumo de la solucién lactea, lo cual coincide con la
desregulacion mesolimbica. El sindrome metabdlico y la conducta tipo atracon

desregulan los sensores energéticos de las regiones cerebrales mesolimbicas.
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Abstract

Metabolic syndrome and binge eating behavior frequently coexist and share
metabolic and emotional alterations that favor similar eating habits, such as
consuming large amounts of high-calorie foods. This interaction should generate
changes in central food regulation systems and energy sensors to meet the
demands of the large caloric intake consumed. Therefore, the objective of this study
was to analyze the expression of energy sensors in the mesolimbic system in male

Wistar rats with binge eating and metabolic syndrome.

To this end, 80 male Wistar rats were divided into 4 groups (n = 20). Two groups
were designated as normocaloric controls and were fed a balanced pellet-based diet
(LabDiet 5001) and water ad libitum. The remaining two groups formed hypercaloric
groups and were fed a high-carbohydrate diet (MX/E/2013/047377) with water ad
libitum to induce MetS for 3 months. During the fourth month, binge eating behavior
was induced using a solution prepared with Nido® powdered milk and Choco Milk®
chocolate drink dissolved in purified water. The normocaloric and hypercaloric
groups were divided into those with forced feeding and those without. The models
were subsequently characterized, and food intake and zoometric parameters were
evaluated. Additionally, behavioral tests were conducted to assess the animals'
emotionality. In addition, the metabolic phenotype was evaluated using the oral
glucose tolerance test, insulin response, lipid profile, HOMA-IR, VAI, and DAI
indices, as well as hormonal determinations of glucagon, leptin, adiponectin, cortisol,
corticosteroids, and ACTH. The expressions of AMPK, SIRT1, and FOXO1 were
determined through Western blotting assays, and mitochondrial ATP synthesis was
quantified. The results show that the high-carbohydrate diet and binge eating
behavior generated MetS in animals with a hormonal imbalance in the adrenal axis.
In turn, there was an alteration in energy homeostasis, since there was an
overactivation of AMPK and a relative increase in nuclear FOXO1. ATP synthesis
was reduced, especially in the binge eating model, suggesting mitochondrial
dysfunction. The low energy availability amplified the search for palatable food as a
compensatory mechanism. Furthermore, there was a greater preference for
carbohydrate and amino acid metabolism. Finally, binge eating generated anxiety-
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like behaviors and a greater drive/desire to consume the milk solution, consistent
with mesolimbic dysregulation. In conclusion, metabolic syndrome and binge eating

behavior dysregulate energy sensors in mesolimbic brain regions.
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Marco teorico

Alimentacion y metabolismo celular

La alimentacion es una necesidad primaria para los seres vivos, ya que permite
obtener la energia necesaria para el crecimiento, desarrollo y sobrevivencia. Una
vez ingeridos los alimentos, transformados a moléculas mas simples y absorbidos
por el sistema gastrointestinal, son distribuidos a los diferentes tejidos, donde
llegaran a las células para su resguardo o metabolismo correspondiente [McQuilken
S.A, 2021 y de Sousa A.F, 2023]. El metabolismo celular consiste en un sistema
finamente regulado donde coexisten diversos procesos bioquimicos complejos que
implican la liberacién, transferencia, almacenamiento y utilizacidon de energia
[Spinelli JB, 2018 y Liu, H. et al., 2025].

Las rutas metabdlicas principales corresponden a procesos interconectados (Fig.
1), como la glucadlisis, el ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs) y la fosforilacion
oxidativa. Adicionalmente, existen rutas como la B-oxidacién de acidos grasos, la
gluconeogénesis, la cetogénesis, etc. Cabe resaltar que, el metabolismo de los
carbohidratos y los lipidos representa mas del 90% de las necesidades energéticas
del cuerpo [Liu, H. et al., 2025].

Un gran numero de moléculas participan en la regulacion del metabolismo en los
mamiferos, ya que censan el estado de los nutrientes para mantener la demanda
energética y el estrés celular, generando modificaciones postraduccionales de
proteinas clave que participan en el metabolismo, cambios en la dinamica
mitocondrial y respuesta nuclear. De esta manera se potencian o inhiben rutas
metabdlicas especificas [Yuan H.X., 2013 y Maissan P., 2021]. La regulacion de
estas vias es fundamental para mantener la homeostasis celular y garantizar el
funcionamiento 6ptimo de 6rganos y tejidos. La desregulacion del metabolismo
energético se encuentra estrechamente relacionada con la patogénesis de diversos
trastornos, como enfermedades neurolégicas, afecciones renales vy
cardiovasculares, diabetes y sus comorbilidades, las cuales convergen en una de
las mayores problematicas en salud, el sindrome metabdlico (SMet) [Liu H et al.,
2025].
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Figura 1. Principales rutas metabdlicas de produccién de energia y su regulacion molecular. Tomado de Liu,
H. et al., 2025.

Sensores energéticos metabodlicos

Dentro de estas moléculas, se encuentran tres sensores energéticos importantes:
la proteina cinasa activada por 5 adenosina monofosfato (AMPK), una proteina
reguladora maestra del metabolismo de la glucosa [Yuan H. X, 2013]; sirtuina 1
(SIRT1) una desacetilasa dependiente de nicotinamida adenina dinucledétido
oxidado NAD™, que juega un papel crucial en el metabolismo energético y la funcién
mitocondrial [Guarente L, 2011]. El factor de transcripcién de cabeza de horquilla de
clase O tipo 1 (FOXO1) es un factor de transcripcién involucrado en la regulacién
del metabolismo energético, especialmente en respuesta a sefales de insulina
[Teaney N.A., 2023].
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AMPK

La proteina cinasa activada por 5 adenosina monofosfato (AMPK) es una enzima
clave en el control de la energia celular y un regulador maestro del metabolismo de
la glucosa y los lipidos. Se encuentra en diversos tejidos como higado, tejido
adiposo, cerebro y pancreas. AMPK existe como un complejo heterotrimérico
compuesto por una subunidad catalitica alfa y dos subunidades reguladoras, beta y
gama. Censa los niveles de energia a través de una union directa de adenosin
monofosfato (AMP), adenosin difosfato (ADP) o adenosin trifosfato (ATP) en sitios
especificos de la subunidad gamma. Al unirsele una de estas moléculas, sufre un
cambio conformacional, promoviendo una fosforilacién o desfosforilacion (en el caso
de ATP) en el residuo de treonina 172 del dominio Ser/Thr de la subunidad alfa
[Yuan H. X, 2013]. Existen diversas moléculas que fosforilan este residuo,
destacando la higado-quinasa B1 (LKB1), una serina/treonina quinasa, y la proteina
quinasa dependiente de calcio/calmodulina 2 (CAMKK2) [Liu H et al., 2025].

La AMPK se activa cuando los niveles de ATP disminuyen y los de AMP aumentan,;
esto promueve vias catabodlicas para producir ATP, especificamente a partir de
glucosa y acidos grasos. Por lo tanto, AMPK es activada durante el ayuno y
suprimida durante la realimentacion. Respecto a la homeostasis de glucosa,
fomenta su recaptura al aumentar la expresién y funcion de transportadores de
glucosa de manera indirecta, a través de la fosforilacion del miembro 1 de la familia
del dominio TBC (TBC1D1) y la proteina que interactua con la tiorredoxina (TXNIP),
que regulan el movimiento y la expresién superficial de los transportadores de
glucosa 4 y 1 (GLUT4 y GLUT1) [Liu H et al., 2025]. Al mismo tiempo, impulsa la
glucdlisis a través de la fosforilacion de fosfofructocinasa-2 (PFK-2) e inhibe
procesos anabdlicos como la gluconeogénesis y la glucogénesis en el higado, al
inhibir multiples isoformas de la glucégeno sintasa. Ademas, influye en la
homeostasis de glucosa al suprimir la sintesis proteica, inhibiendo el objetivo
mamifero del complejo de rapamicina 1 (mTORC1) [Yuan H. X, 2013].

AMPK regula el catabolismo de los acidos grasos disminuyendo su sintesis, al

fosforilar e inhibir la acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1). También regula negativamente
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la expresion de las enzimas implicadas en la sintesis de acidos grasos a nivel
transcripcional, posiblemente mediante la fosforilacion e inhibicion de la proteina de
unién a los elementos regulatorios de esteroles (SREBP1c). AMPK promueve la
absorcidn y beta-oxidacion de acidos grasos mitocondriales a través de la inhibicion
de ACC2, enzima responsable de la sintesis de malonil-CoA, que inhibe la carnitina
palmitoiltransferasa | (CPT1), y, al mismo tiempo, disminuye la entrada de acidos
grasos a las mitocondrias. Estas funciones en conjunto dan como resultado la
inhibicién de la lipogénesis y fomentan la oxidacion de acidos grasos. Cabe
mencionar que AMPK promueve la biogénesis mitocondrial al fosforilar el
coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas
(PGC-10), regulando negativamente la autofagia y mitofagia [Yuan H. X, 2013], asi
como también esta implicado en la regulacion de la forma de la red mitocondrial en

las células (fusién y fisién) [Herzig, S. et al., 2018].

A nivel cerebral, se conoce que la glucosa es uno de los sustratos principales para
el desarrollo de las funciones metabdlicas (produccién de ATP) y no metabdlicas de
las células (estructuras celulares). Por lo tanto, ante condiciones de ayuno, la
expresion de AMPK permite la recaptura de glucosa a través de la expresion de
GLUT1 en los astrocitos y GLUT4 en las neuronas primordialmente hipotalamicas,
ademas de promover la glucdlisis, tal y como lo hace en los tejidos periféricos,

mediante la fosforilacion de PFK-2 [Muraleedharan, R. et al., 2022].

Por otra parte, estudios de Barbara Kahn y Caroline Small han demostrado que
AMPK esta implicado en el control hipotaldmico de la ingesta alimentaria. Su
actividad es inhibida en el nucleo arqueado (Arc) y paraventricular (PVN) por leptina,
insulina, glucosa alta y la realimentacion [Andersson, U. et al., 2004, Minokoshi, Y.
et al., 2004, Muraleedharan, R. et al., 2022 y Lim C., 2010]. Se ha demostrado que
a través de la administracion intracerebroventricular de grelina en ratas, aumenta la
fosforilacion de AMPK, incrementando el consumo alimenticio [Lopez M, 2008]. Por
lo tanto, AMPK es activada durante el ayuno y suprimida durante la alimentacion.

Aunado a ello, estudios genéticos de ratones deficientes en AMPK han establecido

que la presencia de esta cinasa genera efectos diversos en diferentes poblaciones
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neuronales del nucleo arcuato. La eliminacion de AMPK en neuronas de
proopiomelanocortina (POMC) disminuye la produccion de energia vy
consecuentemente aumenta la adiposidad. Mientras que la eliminacion en las
neuronas Agouti (AgRP) previene la obesidad al promover el efecto anorexigénico
de la melanocortina [Min, S.H. et al., 2024 y Claret, M. et al., 2007].

Sirtuina 1

Las sirtuinas son proteinas desacetilasas dependientes de NAD* [Guarente L, 2011
y Mei Z, 2016]. Los mamiferos poseen 7 sirtuinas denominadas SIRT1 - SIRT7, que
varian en especificidad tisular, localizacién subcelular, actividad enzimatica y
objetivos moleculares. En cuanto a su localizacion subcelular, SIRT1 se encuentra
principalmente en el nucleo, pero también se encuentra en el citosol; SIRT2 se
considera citosolico; en cambio, SIRT3, SIRT4 y SIRT5 se encuentran dentro de la
mitocondria. SIRT6 es predominantemente nuclear y se ha informado que SIRT7
reside en el nucléolo [Duan W, 2013]. Respecto a su distribucion anatémica, las
sirtuinas se encuentran en diversos tejidos tales como el higado, el tejido adiposo,

el cerebro, el pancreas, el corazon, el rindn, por mencionar los mas estudiados.

Las sirtuinas desacetilan una gran variedad de proteinas, como histonas, factores
de transcripcion y enzimas metabdlicas. Por lo tanto, estan implicadas en
numerosos procesos celulares, como el metabolismo energético, la respuesta al
estrés, la reparacion del ADN y la tumorogénesis. SIRT1 es la sirtuina mas

estudiada debido a su papel en el metabolismo celular [Duan W, 2013].

La disponibilidad celular de NAD™, que regula SIRT1, se encuentra influenciada por
diversas sefiales ambientales. Por ejemplo, los niveles celulares de NAD* se elevan
cuando existe un estado energético disminuido, en situaciones como el ayuno, la
restriccion caldrica y el ejercicio fisico. Por el contrario, los niveles de NAD*
disminuyen en estados de alta energia, como durante el consumo de una dieta rica

en grasas/carbohidratos o en la respuesta inflamatoria aguda [Liu H et al., 2025].

A nivel periférico, en condiciones de ayuno temprano, SIRT1 induce una
disminucién de la sintesis de glucosa hepatica al suprimir el coactivador 2 de la

transcripcion regulada por CREB (CRTCz2); en un ayuno prolongado, activa FOXO1,
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reforzando la gluconeogénesis. También atenua la transcripcion de genes
glucoliticos y mejora la sensibilizacion a la insulina al reprimir la proteina 2 de
desacoplamiento mitocondrial (UCP2) [Duan W, 2013]. La UCP2 es una proteina de
la membrana mitocondrial interna que puede desacoplar la fosforilacion oxidativa de
la produccion de ATP, a través de la disipacion del gradiente de protones; por lo
tanto, al inhibirla, en las células B-pancreaticas potencia la secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa y en tejidos periféricos, favorece una respuesta mas eficiente

a la insulina, mejorando la captacién de glucosa [Xu, J. et al., 2018].

Al mismo tiempo, SIRT1 regula la homeostasis de los lipidos: durante el ayuno,
desacetila e inhibe SREBP1c; ademas, reduce la actividad del receptor gamma
activado por proliferador de peroxisoma (PPARYy), inhibiendo la adipogénesis de
novo en el higado y el tejido adiposo blanco (WAT). SIRT1 mejora la oxidacién de
los lipidos al activar el receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma
(PPARa) y PGC-1a [Duan W, 2013].

Ademas de sus funciones periféricas, diversos estudios mencionan que SIRT1 se
relaciona con el envejecimiento cerebral, la neuroproteccion contra el estrés
oxidativo, la neuroinflamacién, la modulacién del reloj circadiano, las funciones
neuroendocrinas y el control central de la homeostasis energética [D'Angelo, S. et
al., 2021]. Esto ultimo, debido a que se encuentra en diferentes nucleos del
hipotalamo, como el nucleo arqueado, ventromedial (VMH), dorsomedial vy
paraventricular [Xu, J. et al., 2018 y D'Angelo, S. et al., 2021]. SIRT1 se expresa en
las neuronas POMC y neuronas del neuropéptido Y relacionado con agouti
(AgRP/NPY) del nucleo arqueado y en las neuronas del factor esteroidogénico 1
(SF1) del VMH [Toorie, A.M. et al., 2014], y su actividad esta involucrada en la
produccion de péptidos hipotalamicos que inhiben o inducen el apetito, mediante
una regulacion transcripcional directa (a través de la activacion de FOXO1) o por
desacetilaciones a enzimas encargadas de convertir péptidos como la POMC en su
forma activa a-MSH (hormona estimulante de melanocitos alfa) [ D'Angelo, S. et al.,
2021]. Aunado a ello, se ha observado en modelos animales que SIRT1 mejora la

sensibilidad a la leptina en el nucleo arcuato [Sasaki, T. et al., 2014]. Pero, por otra
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parte, la delecion panneuronal de SIRT1 se asocié sorprendentemente con la
sensibilizacién a la insulina en las neuronas hipotalamicas y sistémicamente [Chang
H.C. et al., 2014].

FOXO1

FOXO es una subfamilia de factores de transcripcion nuclear de mamiferos
pertenecientes a la clase 0. Se caracterizan por un motivo de unién a ADN altamente
conservado, una caja de cabeza de horquilla de 100 aminoacidos [Sparks J.D.,
2009]. Esta subfamilia consta de cuatro factores de transcripcion (FOXO1, FOXQO3,
FOXO04 y FOXO06) que participan en la respuesta de reparacion del dafio del ADN,
la apoptosis, el metabolismo, la proliferacion celular, la tolerancia al estrés y la
longevidad. FOXO se expresa en diversos tejidos [Cheng Z, 2011]. Estas proteinas
se localizan principalmente en el nucleo y ejercen sus acciones a través de su
capacidad para regular la transcripcion de genes especificos. Sin embargo, también

pueden encontrarse en el citoplasma, donde son inactivos [Teaney N.A., 2023].

FOXO1 es un factor clave en el metabolismo de la glucosa y los lipidos, regulado
principalmente por la sefalizacion de insulina. Su actividad depende de
modificaciones postraduccionales como fosforilaciones, acetilaciones, metilaciones,
glicosilaciones y ubiquitinaciones; estas modificaciones alteran las interacciones
proteina-proteina y proteina-ADN. Dentro de los reguladores que inactivan FOXO1
se encuentran: proteina cinasa B (también conocida como Akt), cinasa regulada por
sefial extracelular (ERK), la cinasa dependiente de ciclinas (CDK), la proteina de
union a elementos de respuesta cAMP (conocida como CREB o CBP) y la proteina
de unién a EP300 (p300). En cambio, los reguladores positivos son AMPK, cinasa
c-Jun-N terminal (JNK), la cinasa similar S Ste20 (MST1), la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPK) y SIRT1. Una fosforilacion muy importante es aquella
mediada por la cinasa serina-treonina Akt, regulada por la insulina. La secrecion de
insulina estimulada por glucosa genera una activacién de su receptor al unirsele, lo
que conduce a la activacién de fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), que a su vez produce
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) y activa Akt. Una vez activado, fosforila a

FOXO1, excluyéndolo del nucleo e inactivandolo [Cheng Z, 2011].
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Por lo que FOXO1 es activado en condiciones de ayuno, donde se tienen bajos
niveles de insulina. Dentro de sus funciones periféricas, como es el caso del higado,
FOXO1 aumenta la expresién de glucosa-6-fosfato (G6PC) y fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK), enzimas involucradas en la gluconeogénesis, que traeran
consigo un aumento de los niveles de glucosa. A su vez, aumenta la lipogénesis, la
produccion de lipoproteinas VLDL y la inhibicion de la B-oxidacién. Sin embargo, los
efectos de FOXO1 dependen del tejido donde se encuentre, ya que en otros tejidos
como el musculo esquelético, reduce la captacion y oxidacién de glucosa,
promoviendo la captacién y oxidacion de lipidos [Teaney N.A., 2023 y Cheng Z.,
2011].

Dentro del estudio de este factor de transcripcion en el cerebro, se ha encontrado
que FOXO1 es expresado en neuronas POMC y AgRP vy su distribucién subcelular
depende de la ingesta de alimentos; durante la privacién de alimentos se localiza
en el nucleo y es biolégicamente activo, mientras que en condiciones de
alimentacion se inhiben sus funciones al ser expulsados hacia el citoplasma. Este
factor de transcripcion regula la ingesta de alimentos cuando se encuentra inactiva
la via AKT, permitiendo la senalizacién de FOXO vy la posterior inhibicion de las
neuronas POMC, causando un aumento en la hiperfagia. Ademas, inhibe la
sefalizacion de insulina y leptina. En cambio, cuando es inhibido, se genera un
aumento de POMC y una disminucién de la expresion de AgRP, lo que conlleva una

disminucién de la ingesta de alimentos y del aumento de peso [Maissan P, 2021].

Via AMPK-SIRT1-FOXO1 y su importancia en la homeostasis energética

La interaccién entre los sensores energéticos previamente mencionados constituye
una via de sefializacién fundamental para mantener la homeostasis energética,
sobre todo en condiciones de estrés metabdlico como la restriccién calérica, el
ayuno o el aumento de la demanda energética. Como se menciond previamente, el
AMPK es un sensor que se activa en respuesta a bajos niveles de ATP, promoviendo
procesos catabdlicos que generan energia (glucdlisis, oxidacion lipidica). Esto
genera un aumento en los niveles de NAD™, que a su vez activa a SIRT1. Una vez

activada, SIRT1 interactiua estrechamente con AMPK, formando un ciclo de
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retroalimentacion positiva, ya que desacetila y activa LKB1, una quinasa
responsable de la activacion de AMPK, amplificando asi los mecanismos de
deteccion de energia. Al mismo tiempo, junto con AMPK, SIRT1 modula aun mas el
metabolismo a través de desacetilaciones de factores de transcripcion como PGC-
1a. FOXO1 es activado mediante la desacetilacién de SIRT1; al ser un factor de
transcripcion, modula la expresion de genes involucrados en rutas como la
gluconeogénesis y la oxidacion de lipidos. Esta cascada de sefalizacion permite a
las células adaptarse a estados de déficit energético, favoreciendo la produccién de
energia, ademas de mejorar la funcién mitocondrial y la reduccion del estrés
oxidativo [Guan, G. et al., 2025].

Desregulacion metabdlica y conductas alimentarias

La alimentacion y el estilo de vida de los seres humanos han ido cambiando a lo
largo del tiempo. En los ultimos anos, las enfermedades no transmisibles, como las
cardiopatias, diabetes, SMet, accidentes cerebrovasculares y algunos tipos de
cancer, representan el 63% de las muertes a nivel mundial. Ademas, se ha estimado
que para el 2030 este tipo de enfermedades seran responsables de 52 millones de
muertes anuales en todo el mundo [Santos, L. 2022]. A pesar de que existen factores
genéticos asociados al desarrollo de dichas enfermedades, el estilo de vida
(actividad fisica, alimentacién saludable, consumo de tabaco y alcohol) influye

negativamente.

Los patrones alimenticios han experimentado una transicion hacia dietas cada vez
mas occidentalizadas y menos saludables. Es decir, dietas ricas en calorias, donde
se tiene un consumo excesivo de proteinas de origen animal, alimentos procesados,
grasas saturadas y azucares refinados, junto con un consumo escaso de fibra,
verduras y semillas. Esta tendencia esta relacionada con un aumento exponencial
de la prevalencia de enfermedades no transmisibles y conductas alimenticias tipo
atracén [Garcia FJ, 2020].

Sindrome metabodlico

El SMet corresponde a una condicién patolégica caracterizada por un conjunto de

factores fisioldgicos, bioquimicos y metabdlicos [Giangregorio F. et al., 2024].
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Diversas organizaciones internacionales, como la Organizaciéon Mundial de la
Salud, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) o la Asociacién Americana del
Corazon (AHA), han establecido criterios especificos para identificarlo vy
diagnosticarlo en la practica clinica. Dentro de ellos destacan la resistencia a la
insulina, la obesidad abdominal (causada por un aumento del tejido adiposo
visceral), dislipidemia metabdlica (triglicéridos elevados y colesterol de lipoproteinas
de alta densidad (HDL) disminuido), hiperglicemia, albuminuria y presion arterial
alta. Tomando en cuenta esto, se puede diagnosticar SMet con la presencia de al

menos 3 de 5 criterios [Neeland, I. J. et al., 2024].
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Figura 2. Vias moleculares involucradas en el desarrollo de SMet. Tomado de Neeland, 1. J. et al., 2024.
El SMet representa un problema de salud publica, asociado con una carga social,
personal y econdmica. Actualmente, afecta al 25% de la poblacion mundial y la
incidencia a menudo es paralela a la incidencia de la obesidad y diabetes tipo 2
(DT2) [Garcia FJ, 2020 y Saklayen M.G, 2018]. A su vez, la presencia de las
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alteraciones metabdlicas presentadas puede aumentar el riesgo de desarrollar

patologias cardiovasculares, renales y comorbilidades asociadas con DT2.

Como se menciond, su fisiopatologia es multifactorial e involucra factores genéticos,
epigenéticos, ambientales y de estilo de vida. Sin embargo, dentro de los
mecanismos que subyacen al desarrollo de SMet, convergen los eventos presentes

en la Figura 2.

Resistencia a la Insulina

La insulina es una hormona peptidica sintetizada por las células  pancreaticas y
secretada después de ingerir glucosa. Este proceso trae consigo la unidon de insulina
a sus receptores en las membranas de las células diana y la activacién de dos vias
de senalizacién principales: la via del PI3K/Akt y la via de la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK) [Rahman, M. S. et al., 2021]. La primera via ejerce
un control sobre el metabolismo, mientras que la segunda (mitogénica) promueve

la division celular, sintesis de proteinas y crecimiento celular [Norton L. et al., 2022].

La alteracion de la via metabdlica induce estados de disglucemia, en donde se
observa un aumento gradual en la concentracion de insulina, como respuesta
adaptativa del pancreas para compensar la sobrecarga glicémica dada por los
alimentos. Sin embargo, esto trae consigo la resistencia a la insulina (RI), definida
como la alteracion en la secuencia de fosforilaciones fisioldgicas que redundan en
el mal control de la glucosa y el desarrollo de dislipidemia metabdlica [Freeman A.M.
et al., 2023; Rahman, M.S. et al., 2021].

Conducta de atracoén

Por otra parte, derivado del estilo de vida actual, se han desarrollado conductas
alimentarias determinadas, como el atracén. Segun el Manual Diagnéstico y
Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-5), un atracén se define como un episodio
(en un periodo de tiempo determinado) incontrolable y compulsivo de consumo
excesivo de alimentos altamente palatables, acomparnado de una fuerte sensacion
de pérdida de control [American Psychiatric Association, 2013]. Esta conducta
puede presentarse de manera cotidiana en la actualidad, debido a los patrones de
alimentacion y los habitos. Sin embargo, también puede presentarse en una
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condicion patoldgica, el trastorno por atracén (BED), que corresponde al trastorno

alimentario mas frecuente [Qian, J. et al., 2013 y Mitchison, D. et al., 2015].

Los atracones pueden presentarse desde etapas tempranas como la infancia y la
adolescencia hasta la poblacion adulta [Romano A., 2020]. Por otra parte, los
episodios de atracones se asocian a tres (0 mas) de los hechos siguientes

[American Psychiatric Association, 2013]:

e Comer mucho mas rapidamente de lo normal.

e Comer hasta sentirse desagradablemente lleno.

e Comer grandes cantidades de alimentos cuando no se siente hambre
fisicamente.

e Comer solo debido a la verglenza que se siente por la cantidad de alimentos
que se ingiere.

e Sentirse luego a disgusto con uno mismo, deprimido o muy avergonzado.

Los episodios pueden estar precedidos por angustia emocional y podrian ser una
estrategia para evitar pensamientos y emociones perturbadoras. Algunas personas
describen los atracones alimentarios como una forma de adiccién a la comida (AF).
La AF se define como una mayor ingesta compulsiva de alimentos, que a su vez
puede conducir a la pérdida de su valor heddénico: una reduccion en el disfrute o
placer derivado de comer. De manera similar a otros tipos de adiccion, las personas
con AF a menudo consumen mayores cantidades de alimentos de lo previsto y
experimentan antojos, impulsos o un fuerte deseo de comer. Los pacientes con AF
a menudo informan que pasan grandes cantidades de tiempo obteniendo alimentos,

comiendo o recuperandose de comer [Rézycka, J. et al., 2025].

Las similitudes conductuales y clinicas entre el trastorno por atracén y AF pueden
reflejarse en mecanismos neuronales compartidos. La activacion de la dopamina
(DA) esta implicada en la motivacion para consumir drogas y alimentos. Estudios
recientes en animales han identificado patrones similares de actividad
dopaminérgica en respuesta tanto a los atracones como a la dependencia a drogas
de abuso. En respuesta a nuevos alimentos palatables, las ratas muestran una
mayor respuesta de DA, que generalmente disminuye con el consumo repetido de
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la comida. Sin embargo, en ratas que presentan atracones, la actividad de DA no
disminuye con la exposicion repetida, es decir, las oportunidades de generarse
atracones de alimentos familiares continuan dando como resultado respuestas de
DA elevadas; esto es paralelo al patron de respuesta sostenido encontrado durante
la administracion repetida de la nicotina [Gearhardt, A. N. et al., 2011]. Ademas, se
ha encontrado que el BED y la dependencia de sustancias también comparten
patrones similares de activacion neuronal en respuesta a sefiales, ya que Schienle
y colaboradores encontraron que los individuos con BED exhibieron una activacién
elevada en la corteza orbitofrontal medial (OFC) en respuesta a imagenes de
alimentos en relacidn con sujetos de control sanos con sobrepeso y con peso normal
[Schienle, A. et al., 2009]. La activacién elevada de la OFC se ha relacionado con

los “antojos” relacionados con las drogas de abuso.

A pesar de las similitudes, el BED y la AF difieren en aspectos importantes: en el
BED, un atracén ocurre cuando se consume una cantidad objetivamente grande de
alimentos durante un periodo discreto de tiempo, mientras que en la AF, se come

en exceso durante el transcurso de un dia [Gearhardt, A. N. et al., 2011].

Por otra parte, la conducta de atracon y el BED se ha asociado comunmente con la
obesidad y trastornos metabdlicos ya que, a diferencia de otros trastornos como la
bulimia nerviosa, BED no presenta conductas compensatorias (como la purga y el
ejercicio excesivo) para eliminar las calorias consumidas [Romano A, 2020], por lo
tanto, los episodios repetidos de sobreconsumo pueden inducir picos de glucosa e
insulina, lo que a la larga promueve el desarrollo de RI. Conti y colaboradores
mencionan que los atracones son un comportamiento clinicamente relevante para
el desarrollo de obesidad y SMet [Conti C, 2021]. De hecho, un estudio longitudinal
realizado en 2002 demostré que los sujetos con atracones tenian un mayor riesgo
de sufrir componentes del SMet en comparacién con sujetos que no presentaban
atracones [Bulik C.M., 2002].

La asociacion entre los atracones y la obesidad tiene consecuencias directas para
la salud fisica y emocional de los individuos, pues se presentan comorbilidades

como trastornos de bipolaridad, trastornos del estado de animo en el 46.1% de
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pacientes, siendo el trastorno depresivo mayor el mas comun, trastorno de ansiedad
(presente en el 56.1%), trastorno por consumo de sustancias en un 23.7%, etc.

[American Psychiatric Association, 2013 y Mars, J.A. et al., 2024].

Desregulacion de sensores energéticos

La desregulaciéon de los sensores energéticos metabdlicos juega un papel
importante en la patogénesis de la Rl y las enfermedades asociadas como el SMet
y la conducta de atracdon. Ke y colaboradores mencionan que en el musculo
esquelético la Rl va acompafada de una desregulacién de AMPK, potenciando la
oxidacion de acidos grasos [Ke R, 2018]. Esta potenciacion del metabolismo lipidico
podria deberse a que en la Rl existe una disminucion de la absorcién tisular de
glucosa [Freeman AM, 2023], teniendo como sustrato mayoritario los acidos grasos.
Por otra parte, se ha observado una actividad disminuida de AMPK en modelos
genéticos de roedores con un fenotipo de SMet, incluidos ratones ob/ob (deficientes
en leptina), ratas fa/fa (deficientes en receptores de leptina) y ratas macho ZDF
(deficientes en receptores de leptina con una mutacién en el promotor de insulina).
En cada caso, la terapia con el activador de AMPK AICAR mejord la homeostasis

de la Rl y la glucosa [Lépez M, 2016].

Por otra parte, se ha demostrado que SIRT1 posee funciones predominantemente
neuroprotectoras en el sistema nervioso central (SNC), pero en modelos animales
con una dieta alta en grasas disminuye su expresion en el hipocampo y la corteza
prefrontal, asociada a un estrés oxidativo y deterioro de la cognicion
[Chandramowlishwaran P, 2020].

La RI genera una menor activacion de la via PI3K/Akt, afectando a muchos tejidos
a través de la retencion nuclear y potenciacion de la actividad de FOXO1, generando
mayores estados de hiperglicemia y acumulacion lipidica a nivel periférico. En el
cerebro, genera un aumento de la ingesta de alimentos, alterando la tolerancia a la

glucosa y la secrecion de insulina [Teaney N.A., 2023].

Como consecuencia de estas alteraciones en cada sensor mencionado generadas
por la RI, se produce un desequilibrio energético, reduciendo el metabolismo

catabdlico, es decir, una menor oxidaciéon de sustratos como la glucosa o acidos
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grasos; asi como una reduccion de la termogénesis y del gasto energético basal y
un aumento en la lipogénesis y gluconeogénesis [Canto, C. et al., 2009]. De manera
que este fenotipo metabdlico puede exacerbar aun mas la Rl y la aparicion de

comorbilidades.

Por otra parte, la desregulacion de sensores energéticos no solo altera el
metabolismo celular, sino que genera un mayor desequilibrio en los diferentes
sistemas periféricos, tal y como la produccién hormonal de leptina [Kumar R. et al.,
2020], grelina y GLP-1, entre otras [Radziszewska M. et al., 2024]; la generacion de
inflamacion crénica de bajo grado y un aumento en el estrés oxidativo [Guan G. et
al., 2025]. Esto, a su vez, puede influir indirectamente y/o directamente en la
conducta alimentaria, ya que, aunque esta se regula por circuitos centrales, los
cambios periféricos pueden ser detectados por diversas areas cerebrales, alterando
el contexto hormonal-neuronal-metabdlico, que modula la motivacién y saciedad
[Obradovic M. et al., 2021].

Regulacion central de la alimentacion: Sistema mesolimbico

El control de la alimentacion, del apetito y de la saciedad esta controlado por el SNC
a través de sistemas que integran sefales externas e internas para modular la
homeostasis energética. Estos sistemas incluyen aquellos al centro cerebral
homeostatico (hipotalamo), los sistemas de emocion y memoria (como la amigdala
y el hipocampo), el sistema de recompensa (incluidos el nucleo accumbens, VTA
(area tegmental ventral) y el cuerpo estriado, que forman parte del control heddnico);
los sistemas de atencién (incluidas las cortezas parietal y visual) y el control
cognitivo (incluido el sistema prefrontal) [Farr O.M, 2016]. Ademas, existen factores
ambientales, sociales y psicoldgicos que influyen en qué, cuando y cuanto comemos
[Chae'Y, 2023].

El sistema mesolimbico estd compuesto por diversas areas cerebrales que
controlan la ingesta de alimentos a través de la cooperacion complementaria entre
el sistema de control homeostatico, el sistema emocional y el de recompensa

alimentaria. Cabe resaltar que estos sistemas neuronales se encuentran en
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estrecho contacto y juntos median las sefales externas e internas para llevar a cabo

una conducta alimentaria especifica.

Hipotalamo: integracién de senales periféricas

El hipotdlamo es una estructura cerebral con una anatomia muy conservada en
todas las especies de vertebrados, debido a su funcidn esencial en la homeostasis
fisiolégica y del comportamiento. Se encuentra ubicado en la posicidn mas ventral
del prosencéfalo [Shahid Z. et al., 2023]. Estda compuesto por nucleos celulares
divididos en 3 zonas que rodean el tercer ventriculo y los cuerpos mamilares. Los
nucleos en la zona periventricular usualmente se encargan de regular el sistema
endocrino, mientras que los nucleos en las zonas medial y lateral regulan el
comportamiento autonomo y somatico [Bear M.H. et al., 2022]. El hipotalamo juega
un papel importante en el control homeostatico, participando en la regulacion de la
alimentacién, como el hipotalamo ventromedial y lateral, el nucleo paraventricular

(PVN) y el nucleo arqueado.

El nucleo arcuato recibe sefales periféricas como hormonas gastrointestinales
(péptido YY, grelina, leptina, insulina, péptido similar al glucagon-1[GLP-1]) y
nutrientes como la glucosa [Chae Y, 2023]. Ademas, contiene neuronas
anorexigénicas POMC y el transcrito relacionado a la cocaina y anfetamina (CART),
que disminuyen el apetito y aumentan el gasto energético; y neuronas orexigénicas
que liberan neuropéptido Y (NPY) y AgRP, que aumentan el apetito y disminuyen el

gasto de energia [Farr O.M., 2016].

Nucleo Accumbens: Motivacién y placer alimentario

Se ha planteado la hipétesis de que la sefializacién de recompensa alterada en el
cerebro es la causa fundamental de la obesidad, ya que la comida es naturalmente
gratificante y actua sobre las vias de recompensa del cerebro, que son las mismas
vias implicadas cuando se tiene una adiccion por abuso de sustancias. El nucleo
accumbens (NAc) es uno de los centros principales del sistema de recompensa,
que media la recepcion e integracion de diferentes sefiales en respuesta a estimulos
alimenticios [Farr O.M., 2016]. Estas sefiales corresponden a proyecciones

dopaminérgicas del VTA y la sustancia negra, asi como proyecciones
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glutamatérgicas desde la amigdala, hipocampo, talamo, prelimbico y corteza
prefrontal. A su vez, las neuronas eferentes del NAc se proyectan a diversas areas
como la region predptica, el nucleo paratenial, el hipotalamo, la sustancia negra y la
amigdala [Salgado S, 2015].

Se ha propuesto el papel de NAc en el comportamiento (particularmente en la
motivacion, refuerzo y toma de decisiones orientada a recompensas), debido a su
entrada desde el sistema limbico, asi como a su salida con los nucleos motores de
los ganglios basales. Esto sugiere que forma parte del control de los impulsos
bioldgicos, desempefiando funciones cruciales en la locomocion, la evitacion, la
impulsividad, los comportamientos alimentarios, la recompensa y la motivacién
[Salgado S, 2015].

En las alteraciones de la conducta alimentaria, como es el caso de la obesidad, se
han planteado dos teorias en las que se ve afectada la capacidad de respuesta a la
recompensa. Una de ellas es |la de hiporesponsividad, que nos habla de una menor
sensibilidad a la recompensa, ya que el individuo necesita un mayor consumo de
alimentos, sobre todo alimentos ricos en calorias 0 grasas y azucares para lograr el

mismo nivel de recompensa [Farr O.M., 2016].

ElI NAc se divide en dos regiones principales, la corteza (o shell en inglés) y el centro
(core), ambas involucradas en los procesos relacionados con la ingesta de

alimentos de diferentes maneras:

e La corteza esta implicada en la integracion de sefales relacionadas con la
recompensa y la motivacién; puede influir en la motivacién para buscar
alimentos.

e El centro esta involucrado en la toma de decisiones relacionadas con la
anticipacion y la busqueda de recompensas (como los alimentos). Puede
estar implicada en la formacion de habitos alimentarios y en la regulacién del
comportamiento alimentario en respuesta a senales de recompensa
[Ambroggi F, 2011 y Mendoza J, 2005].
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Amigdala: Emocién y aprendizaje en la ingesta

Las emociones son importantes moduladoras del apetito. La amigdala es el area
principal encargada de su regulacion. Las emociones a corto plazo como la alegria
e ira generan una menor activacion de la amigdala, exhibiendo conductas
alimentarias menores y dietas de mayor calidad en comparacion con lo sucedido
con emociones como el miedo y la tristeza. Es por ello, que el estado de animo
deprimido de individuos con depresion y ansiedad genera emociones constantes
negativas que provocan una mayor activacion de la amigdala, llevando a un
aumento del apetito (deseo de comer por placer), aunque fisiolégicamente no se
presente el hambre (sefial homeostatica); de hecho, esta relacionado con la
obesidad central y una peor calidad de la dieta, ya que la amigdala también predice

el consumo de alimentos ricos en grasas, carbohidratos y calorias [Farr O.M., 2016].

La amigdala tiene una estructura diversa y comprende aproximadamente 13
nucleos organizados en cinco grupos principales: nucleos basolaterales, nucleos de
tipo cortical, nucleos centrales, otros nucleos amigdalinos y amigdala extendida
[AbuHasan Q, 2023]. En relacion con la alimentacion, las subregiones involucradas

incluyen el nucleo central (CeA) y el nucleo basolateral (BLA):

e CeA: Esta subregion estd involucrada en la regulacion de respuestas
emocionales, que pueden influir en el comportamiento alimentario

e BLA: Aunque el BLA se asocia comunmente con el aprendizaje emocional y
la formacion de asociaciones emocionales positivas, también puede tener un
papel en la integracion de sefiales sensoriales y emocionales relacionadas
con la alimentacion. Por ejemplo, puede estar involucrado en el
condicionamiento asociado con recompensas alimentarias y en la toma de

decisiones relacionadas con la busqueda y el consumo de alimentos.

Ademas, ambas subregiones de la amigdala reciben entradas que incluyen la
corteza prefrontal y gustativa, mientras que la CeA recibe informacién gustativa
ascendente adicional a través del nucleo parabraquial y el nucleo del tracto solitario.

Tanto el CeA como el BLA tienen proyecciones directas sobre los circuitos de
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alimentacion hipotalamicos y las vias de salida motoras involucradas en provocar la
conducta alimentaria [Will M. J., 2009 y McLaughlin R.J., 2007].

Modelos animales

El desarrollo de modelos animales es de vital importancia, ya que nos permite
investigar los mecanismos neurobiologicos y metabdlicos que subyacen a la
conducta del atracén y al SMet. A pesar de que los modelos animales no pueden
explicar ni reproducir todos los factores internos y externos que influyen en la
conducta alimentaria de los seres humanos, permite a los investigadores identificar
y controlar variables dietarias, genéticas y ambientales de manera que no es posible
en humanos, posibilitando la investigacion de como patrones de alimentacion
conducen a cambios en los mecanismos conductuales, fisiologicos, neuronales [Di

Segni M, 2014] y parametros metabdlicos que subyacen al atracon y SMet.

A lo largo de los afnos, se han desarrollado diversos modelos animales para el
estudio de atracones. Los modelos abarcan desde aspectos sencillos como la
disponibilidad de alimentos palatables en el ambiente, la restriccion alimentaria a
esos alimentos, el incremento de los niveles de estrés (ya que se ha visto que el
estrés es un factor de riesgo asociado al desarrollo de atracones) y
comportamientos para obtener el acceso a alimentos palatables [Avena N, 2021].
Ademas, debido a que una caracteristica importante es la falta de control por la
comida, similar al comportamiento asociado al consumo de drogas, existen modelos
que complementan cambios en el comportamiento y en la sefalizacién de la
dopamina asociados con los atracones por el consumo de azucar, la relacion entre
la preferencia por la sacarosa y la vulnerabilidad a las drogas, y la persistencia de

la busqueda de alimentos a pesar de las consecuencias aversivas [Avena N, 2021].

En cambio, para modelar el SMet, usualmente se emplean dietas ricas en grasas,
azucares o0 una combinacion de ambos; soluciones de fructosa o sacarosa en agua
y modelos genéticos o farmacoldgicos que inducen Rl y disfuncion metabdlica.
Estas dietas son ampliamente validadas para estudiar interacciones entre dieta,

metabolismo y conducta [Wong, S.K. et al., 2016].
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Las pruebas conductuales consisten en herramientas experimentales disefiadas
para evaluar de manera sistémica el comportamiento animal en condiciones
controladas. Permiten observar y cuantificar diferentes dimensiones de la conducta,
tales como la exploracion, coordinacion motora, alimentacion, cognicion,
aprendizaje y memoria, motivacion, ansiedad y depresion, anhedonia, impulsividad,

excavacion, agresion, etc.

La principal ventaja del uso de pruebas conductuales radica en que ofrecen un
puente entre las alteraciones moleculares o fisiolégicas y su manifestacion en la
conducta observable. De esta manera, permite comprender como los cambios
neuronales, hormonales o metabdlicos influyen en la manera en que los animales
interactian con su entorno, se alimentan o desarrollan patrones de conducta
repetitiva o desregulada. A su vez, permiten validar si un modelo reproduce
conductas comparables a las observadas en humanos y proporcionan informacién
valiosa para evaluar la eficacia de posibles intervenciones terapéuticas, ya sean

farmacolodgicas o dietarias.

La evaluacion del comportamiento consiste en un enfoque cientifico que se basa en
la capacidad de los observadores humanos para integrar detalles observados del
comportamiento, la postura y el contexto para poder resumir los patrones de
comportamiento de los animales. Los observadores usan descriptores como
“ansioso/tenso”, “relajado” o “estresado”, para evaluar los estados emocionales de
los animales. Por ello, se recomienda el uso de indicadores factibles y
estandarizados para evaluar el estado emocional en las pruebas conductuales

[KSV, A. et al., 2023].

Estos comportamientos pueden medirse en términos de intervalo (latencia),
frecuencia y duracion, y pueden medirse en segundos, minutos u horas. El primero
mide el tiempo que tarda en ocurrir un comportamiento especifico; la frecuencia se
refiere al numero de veces que ocurre un comportamiento durante un periodo de
observacion [KSV, A. et al., 2023].

Existen diversas pruebas conductuales que permiten evaluar uno o varios

comportamientos. Las pruebas conductuales usadas en la investigacion de la
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farmacodependencia en roedores se centran en medir la motivacion (que en este
caso puede ser el miedo, como el miedo al sonido de un depredador, o el hambre,
utilizando la tendencia natural de los animales a buscar comida y acumularla en sus
nidos), para realizar una accion seleccionada, Sin embargo, varias pruebas se
basan en el comportamiento espontaneo de los roedores, como la exploracion de
un entorno nuevo en campo abierto. La interpretacion de los resultados de las
pruebas conductuales requiere comprender la causa del comportamiento
observado, evaluar la validez etolégica de la prueba y conocer la capacidad
sensorial de los roedores sobre la prueba [Belovicova, K. et al., 2017]. Por otra parte,
para el estudio de la depresidn se emplean modelos animales validos donde sus
manifestaciones o sintomatologias sean razonablemente analogas al trastorno
humano y que provoquen un cambio de comportamiento que pueda monitorearse
objetivamente y ser reproducible entre investigadores [Cryan J.F. et al., 2005]. Se
han desarrollado diversas pruebas que buscan mostrar la incapacidad para afrontar
el estrés a través de la exposicidn a situaciones estresantes; a su vez, buscan medir
anhedonia, la pérdida de interés en actividades normalmente placenteras y
gratificantes. Ambos corresponden a sintomas de la depresion en humanos.
Mientras que para el caso de la ansiedad se recurre a pruebas de conflicto de
evitacion basadas en un enfoque exploratorio, con tareas exploratorias de
“aproximacién-evitacion”, debido a la presién selectiva para defenderse del
depredador, los roedores tienen una aversion innata a los espacios expuestos y bien
iluminados. Ademas, los roedores son una especie exploradora y buscadora de
alimento por naturaleza y las tareas basadas en la exploracién buscan las
tendencias contradictorias de acercarse o evitar una zona potencialmente peligrosa
[Cryan J.F. et al., 2005].

La seleccion de pruebas conductuales depende del modelo animal y de las
caracteristicas del experimento; sin embargo, es vital asegurar el bienestar animal.
El estrés animal no es solo una cuestion ética per se, sino que también es un factor
importante que pone en riesgo la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados
cientificos [d'lsa, R. et al., 2024].
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Planteamiento del problema

El SMet es una condicién patolégica caracterizada por obesidad abdominal, RI,
hiperglicemia, hipertension y dislipidemia metabdlica. Constituye un problema de
salud publica a nivel global y en México, ya que actualmente nuestro pais tiene una
de las tasas mas altas de este sindrome, oscilando entre el 41 y 54% para los
adultos mayores de 40 afos [Secretaria de Salud, 2016 y Bustamante-Villagémez,
S.K. et al., 2021]

Ademas, la presencia del SMet aumenta significativamente el riesgo de desarrollar
comorbilidades y otras enfermedades crénicas como lo son la obesidad, DT2,
enfermedades cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares, enfermedades
renales, etc. [Saklayen MG, 2018]. Entre los mexicanos que viven con DT2, se
producen casi 20,000 amputaciones cada afio. Ademas, mas de 80,000 pacientes
progresaron a insuficiencia renal y dependen de terapias de reemplazo para
mantenerse con vida [Hernandez-Jiménez S, 2021]. Datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) mencionan que hoy en dia las principales causas de
mortalidad estan asociadas con este desbalance metabdlico, incluidas las
enfermedades cardiovasculares (20.1%), la DT2 (15.2%), los tumores malignos
(10.8%) y las enfermedades hepaticas (7.6%) [Barquera S et al., 2020]. Ademas, la
pandemia de COVID-19 también revelé que el SMet y sus comorbilidades
corresponden a un factor significativo en la morbilidad y la mortalidad por

enfermedades infecciosas [Okunogbe A. et al., 2021].

Este panorama se traduce en un fuerte impacto econdmico, ya que las

enfermedades relacionadas con el SMet generan costos directos e indirectos
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significativos en los sistemas de salud al aumentar la demanda de los servicios y
medicamentos afectando una proporcion importante del gasto sanitario total;
ademas afecta en la productividad de los pacientes, lo que repercute en el ingreso
familiar. Diversas investigaciones mencionan que, para el caso, por ejemplo, de
diabetes tipo 2, en 2013 en México se estimd una utilizacion de recursos de salud
de 1.1 % del producto interno bruto (PIB), aproximadamente 14,056 mil millones de
délares. Ademas, los costos indirectos, aquellos relacionados con la mortalidad
prematura y la discapacidad o impedimento para contribuir al mercado laboral, se
estimaron en 1.1% adicional al PIB, aproximadamente 14,359 mil millones de
doélares [Hernandez-Jiménez S, 2021]. Estas cifras justifican intervenciones
orientadas al entendimiento, prevencién y tratamiento para reducir los factores de

riesgo dietario y promover estilos de vida saludables.

En paralelo, la conducta de atracén y los trastornos alimentarios relacionados
(trastorno de atracdén) han mostrado asociaciones clinicamente relevantes con
componentes del SMet, ya que estas dos condiciones comparten habitos
alimentarios similares, como consumir grandes cantidades de alimentos con un alto
contenido calodrico. Este habito se ha asociado con una menor tolerancia a la
glucosa, asi como niveles mas altos de glucosa en ayunas y produccion de insulina;
se ha relacionado el atracén con el desarrollo de obesidad, diabetes, enfermedades
cardiovasculares e hipertension arterial. Estudios longitudinales recientes han
indicado que las personas con BED y atracones presentan una mayor probabilidad
de desarrollar SMet con el tiempo [Alagha M. et al., 2025 y Solmi F. et al., 2021].

Ademas, el atracdén suele coexistir con comorbilidades psiquiatricas, como
depresion, ansiedad, trastorno por déficit de atencion (TDA), trastorno por déficit de
atencion con hiperactividad (TDAH), trastornos relacionados con sustancias y
adictivos (SRAD) [Bray B. et al., 2022], que incrementan la complejidad clinica y
dificultan el manejo integral del paciente. La presencia de estas comorbilidades no
solo afecta la calidad de vida y el prondstico mental, sino que también puede

perpetuar conductas de sobreconsumo, comprometiendo la salud de los pacientes.
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Por lo tanto, al existir una asociacién entre los atracones y el SMet, donde se
presenta una convergencia en la alteracion de la conducta alimentaria, ambos
pueden generar cambios en los sistemas de regulacion central alimentaria (como el
hipotalamo, amigdala y NAc) y en los sensores energéticos metabdlicos de las
células presentes en estos sistemas para cubrir la demanda del gran aporte caldrico

consumido. Es por ello que, se plantea la siguiente pregunta cientifica:

¢Los atracones modifican la expresion de los sensores energéticos en el

sistema mesolimbico de ratas macho Wistar con sindrome metabdlico?

Justificacion

Si bien el papel de los sensores energéticos metabdlicos ha sido estudiado a nivel
periférico y escasamente en el hipotalamo durante condiciones de resistencia de
insulina asociadas al SMet y a la DT2, aun no se han determinado las
modificaciones en la expresion que sufren estos sensores en el sistema
mesolimbico, especificamente en el hipotalamo, nucleo accumbens y la amigdala,
zonas vitales para la regulacién de la ingesta de alimentos desde el punto de vista
heddnico, donde tiene un impacto importante el sistema de recompensa ante

estimulos alimenticios y la regulacion de emociones como la ansiedad, el estrés y

miedo.

Los trastornos alimentarios, la obesidad y el SMet son afecciones con alta
morbilidad. Sin embargo, no se ha investigado lo suficiente para comprender los
diversos mecanismos que subyacen a estas condiciones. Ademas, aquellos
pacientes con conductas alimentarias irregulares experimentan graves trastornos
psiquiatricos, distorsiones psicologicas y condiciones somaticas que afectan
negativamente su vida [Chae Y, 2023]. EI comprender cémo se modifican los
sensores energéticos metabdlicos dentro de las poblaciones cerebrales ayudaria a
conocer el comportamiento y la respuesta celular asociados al origen de las
conductas alimentarias nocivas, lo que podria abrir el panorama a nuevas ventanas

terapéuticas.
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La conducta de atracon se presenta desde la infancia y adolescencia hasta la
adultez. Sin embargo, aun existe un gran desconocimiento de esta conducta, ya que
recientemente, en el 2013, fue catalogada en el Manual Diagnéstico y Estadistico

de Trastornos Mentales como parte fundamental del BED.

Estudiar el sistema mesolimbico (hipotalamo, NAc y amigdala), ya que en las
conductas de atracon, no solo se encuentra una desregulacion de alimentos
homeostatica por parte del hipotdlamo, sino también una heddnica y emocional,
pues en este trastorno se presenta una adiccion a los alimentos y enfermedades
psiquiatricas como lo son la depresion y la ansiedad. Actualmente no existen
estudios sobre la evaluacién de los sensores energéticos metabdlicos en estas

zonas cerebrales cuando existen atracones.

El uso de ratas Wistar como biomodelos permite estudiar integralmente el
metabolismo en un sistema biolégico complejo, generando respuestas y cambios
metabdlicos basados en la demanda energética de células, tejidos y organos. La
combinacion de una dieta alta en carbohidratos simples junto con alimentos
palatables de acceso libre posibilita reproducir la coexistencia del SMet y la
conducta del atracdn, permitiendo estudiar mecanismos bidireccionales de
desregulacion metabdlica, sensores energéticos y motivacion hedodnica. Los
modelos animales ofrecen una via valiosa para poder proponer intervenciones
terapéuticas y tener una mayor comprension de la comorbilidad entre SMet vy el

atracon.
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Objetivos

Objetivo general

Analizar la expresion de los sensores energéticos metabdlicos en el sistema

mesolimbico en ratas macho Wistar con atracones y sindrome metabdlico.

Objetivos especificos

En regiones mesolimbicas, tales como el hipotalamo, amigdala y nucleo accumbens
de animales con y sin sindrome metabdlico, evaluar la dinamica de atracones

respecto a:

1. Cuantificar la expresion de sensores energéticos citoplasmaticos, nucleares
y mitocondriales implicados en la biogénesis mitocondrial.
Analizar las rutas metabdlicas implicadas en la generacion de ATP.
Evaluar los cambios conductuales de ansiedad asociados al sobreconsumo

alimenticio forzado.

Hipotesis
Hipotesis nula

Los atracones no alteran la expresion de los sensores energéticos metabdlicos del
hipotalamo, amigdala y nucleo accumbens en ratas macho Wistar con sindrome

metabdlico.

Hipotesis alternativa

Los atracones alteran la expresion de los sensores energéticos metabdlicos del
hipotalamo, amigdala y nucleo accumbens en ratas macho Wistar con sindrome

metabdlico.
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Diagramas de trabajo

| NCD | ] HCD
NCD + HCD +
chocomilk chocomilk

Atracén
N=80 Leche Nido + Pruebas conductuales

chocomilk

4 horas ayuno
Extraccion cerebral

Induccién Sindrome
Metabdlico

Toma de muestra
sanguinea

Grupo Grupo
NCD HCD

23
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Metodologia

Animales

En este estudio se utilizaron 80 ratas macho Wistar con un peso inicial de 70-80 g,
equivalentes a 3-4 semanas de vida; fueron obtenidas del Bioterio “Claude Bernard”
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se alojaron en
cajas de policarbonato con serrin y fueron mantenidos bajo condiciones controladas
de temperatura (19-26 °C), humedad y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, con
acceso a comida y agua ad libitum. Se pesaron cada tercer dia hasta alcanzar un
peso de 100 g, que equivale a 15 dias de acondicionamiento. Posteriormente, se
realizd la conformacién de grupos. Cabe resaltar que todos los procesos descritos
se hicieron siguiendo los lineamientos de la “Guia para el Cuidado y uso de
Animales de Laboratorio” en concordancia con la Norma Oficial Mexicana
“Especificaciones técnicas para la produccion, uso y cuidado de animales de
laboratorio, NOM-062-Z00-1999” y la aprobaciéon del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales. Cada protocolo experimental se realizé pensando en
minimizar el numero de animales utilizados y asegurar el minimo dolor y/o malestar

del biomodelo.

Los animales se dividieron aleatoriamente en 4 grupos con n = 20. De los cuales 2
grupos fueron designados como controles normocaléricos y se alimentaron durante
todo el tiempo del experimento con una dieta a base de pellet balanceada (LabDiet
5001) y agua ad libitum. Los 2 grupos restantes conformaron los grupos
hipercaldricos y fueron alimentados con una dieta alta en carbohidratos
(MX/E/2013/047377) y agua ad libitum para inducir SMet durante 3 meses. En la
tabla 1, se muestra la composicion porcentual de las dietas previamente

mencionadas.

51



Composicion Dieta normocalérica Dieta hipercalérica (HCD)
porcentual (NCD) LabDiet 5001 (MX/E/2013/047377) (%)

(%)
Carbohidratos 48.7 71.4
Proteinas 23.9 7.3
Grasas 5.0 5.8
Fibra (Cruda) 5.1 0.0
Cenizas 7.0 3.5
Total 90.4 88.0

Tabla 1. Composicién porcentual de las dietas soélidas utilizadas.

Posteriormente, durante el cuarto mes (dias 91-120), se llevo a cabo la induccién
de la conducta de tipo atracon, que consiste en la administracion de una solucion
preparada a base de leche en polvo Nido® y Choco Milk®, ambas disueltas en agua
purificada. De esta manera, los grupos normocaldricos e hipercaldricos se dividieron
en aquellos con un consumo alimenticio forzado y aquellos que no, siendo estos los

grupos control; por lo tanto, se tuvieron 4 grupos:

Dieta normocaldrica + solucion lactea (NCD + cho)
Dieta normocaldrica (NCD)

Dieta hipercalérica + solucién lactea (HCD + cho)

> wbh -

Dieta hipercalérica HCD

La solucién lactea fue ofrecida en bebederos, reemplazando el bebedero de agua
habitual, y se encontrd disponible ad libitum durante las 24 horas del dia. Cabe
resaltar que, con el objetivo de evitar un posible hostigamiento o rechazo hacia la
solucion, al dia siguiente se retiraba la mezcla y se ofrecia agua durante una hora
en un bebedero. De esta forma, se busco preservar el bienestar de los animales. La
formulacién de la solucién fue disefiada con base en la composicion nutrimental de
ambos productos comerciales, aproximandose al valor caldrico de la dieta
hipercalorica hiperglucida utilizada en dos de los grupos experimentales. A
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continuacion, se presenta la composicion de macronutrientes de la leche Nido®, de

Choco Milk® y de la mezcla utilizada.

Composicion nutrimental de Choco Milk®

Gramos Calorias (kcal) por cada
100 g
Carbohidratos | 89.5 358
Proteinas 2.2 8.8
Grasas 2 18
Total 384.8

Tabla 2. Composicién nutrimental de Choco Milk® expresada en gramos y calorias (kcal). Obtenido de Nestlé
México. (2025) Nido Fortificada: informacién nutrimental.

Composicion nutrimental de leche en polvo Nido®

Gramos Calorias (kcal) por cada
100 g
Carbohidratos 59 236
Proteinas 12 47.6
Grasas 19.5 175.5
Total 459.1

Tabla 3. Composicién nutrimental de leche en polvo Nido® expresada en gramos y calorias (kcal). Obtenido
de Nestlé México. (2025) Choco Milk: informacién nutrimental

Composicion nutrimental de solucion lactea (25 g de Choco Milk y 15 g de

Nido disueltos en 200 mL de agua)

Calorias (kcal) Composicion (%)
Carbohidratos 124.9 75.66
Proteinas 9.35 5.66
Grasas 30.83 18.67

Tabla 4. Composicién nutrimental de la solucién lactea preparada a partir de 25 g de Choco Milk® y 15 g de
leche en polvo Nido® expresada en calorias (kcal) y en porcentaje.

53



Parametros zoométricos e ingesta de alimentos

Se llevd un control diario de los gramos de alimento, calorias consumidas, cantidad
de agua y leche consumida al dia por cada jaula. A su vez, se llevé a cabo la
medicion del peso, la talla y la circunferencia abdominal semanalmente durante todo
el estudio. De esta manera, se obtuvieron las diferencias entre los grupos. Se

determinaron los siguientes parametros:
« Indice de masa corporal (IMC)= peso (g) / longitud? (cm?)

indice de Lee (% de grasa corporal) = [(peso en g©33))/tamafio en mm] x 100

¢ Ingesta de agua = volumen inicial del agua — volumen del agua sobrante
e Ingesta de dieta = Peso inicial del alimento — peso del alimento sobrante

¢ Ingesta de energia (kcal/dia) = Ingesta de dieta X energia contenida (kcal)
por gramo de alimento. La energia total (kcal/g) de LabDiet 5001 es de 3,36
kcal/g y 3,67 kcal/g en la dieta HCD.

¢ Ingesta caldrica de la solucion achocolatada = Ingesta de la solucién (mL) X

energia contenida (kcal) de solucién lactea / 200 mL

Pruebas conductuales

En los dias 120-125 los animales realizaron las siguientes pruebas conductuales:

Prueba del laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado consta de 4 brazos en forma de cruz con una zona central,
donde dos brazos opuestos sin paredes y dos brazos cerrados (con paredes). Los
animales fueron colocados en el centro y se grabé la conducta presentada durante
5 minutos, registrando el numero de entradas a los brazos abiertos y cerrados, y el

tiempo de permanencia en cada uno de ellos.

Esta prueba permite evaluar un comportamiento similar a la ansiedad, ya que, por
una parte, los roedores suelen evitar los lugares abiertos y fuertemente iluminados,

pero al mismo tiempo suelen explorar nuevos espacios. Asi se evalua la proporcion
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de estos estimulos opuestos, donde un mayor tiempo pasado en brazos abiertos

indica un menor grado de ansiedad [Belovicova K, 2017].

Prueba de enterramiento de canicas modificado

La prueba de enterramiento de canicas modificada fue descrita por Rodriguez-
Rangel y colaboradores. [Rodriguez-Rangel D.S. et al., 2024]. El procedimiento
consiste en colocar a las ratas individualmente en una jaula de acrilico transparente
(43 x 53 x 21 cm) con cama de virutas de madera fresca (5 cm de profundidad) y
20 canicas de vidrio (1,5 cm de diametro) en una disposicién de 4 x 5 en la parte
superior. Durante 5 minutos se realizé una videograbacion del comportamiento del
animal, en la que se report6 el tiempo que paso la rata enterrando y realizando un
aseo rostral repetitivo, ademas de cuantificar la cantidad de canicas enterradas.
Debido a que estas conductas compulsivas se describen como una estrategia de
afrontamiento para reducir la ansiedad y el estrés, mayor tiempo de estas conductas

se asocia con comportamientos similares a la ansiedad.

Prueba de preferencia a la sacarosa

La prueba de preferencia de sacarosa (SPT) se origina de la observacion de que
las ratas cronicamente estresadas reducen significativamente su consumo de
soluciones que contienen sacarosa y sacarina en comparacion con los animales
control [de Oliveira-Junior et al., 2024; Gencturk et al., 2024; y Katz, 1982], ya que
constituyen estimulos naturalmente gratificantes. La prueba esta asociada tanto con
la anhedonia consumatoria (gusto) como con la anhedonia motivacional (deseo). El
SPT se utiliza como un indicador de anhedonia, uno de los dos sintomas decisivos
para diagnosticar el trastorno depresivo mayor [American Psychiatric Association,
2013].

Para ello, los animales fueron alojados individualmente en aisladores durante 72 h.
Se colocaron dos botellas en la jaula. Durante los dias 1 y 2, ambas botellas
contenian agua potable. Cabe resaltar que diariamente se cambiaban de lugar las
botellas para evitar la preferencia por lado. En el tercer dia, una de ellas fue
reemplazada por una botella con solucion de sacarosa al 1%. Tras 24 horas de

experimento, se midieron los volumenes de cada botella.
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La preferencia a la sacarosa se dio por la formula:

Vol.solucion sacarosa 1%

Preferencia = 100

— , X
(Vol. solucion sacarosa 1% + Vol. agua sin sacarosa)

Prueba de alimentacion con supresion de novedad (Novelty-suppressed
feeding test)

La prueba de alimentacion con supresion de novedad (NSFT) evalua
comportamientos de roedores similares a la ansiedad examinando el conflicto entre
el estrés por novedad y el impulso instintivo de alimentacion [Gencturk et al., 2024].
Ademas, recientemente esta prueba se ha utilizado para estudiar tratamientos
antidepresivos crénicos y subcronicos en modelos de roedores [Belovicova et al.,
2017 y Gencturk et al., 2024].

La hiponeofagia, definida como una reduccidbn en el comportamiento de
alimentacion en respuesta a la novedad, puede inducirse introduciendo novedad en
varios aspectos del comportamiento alimentario, como el alimento en si [Gencturk
et al., 2024].

Previo al ensayo, los animales fueron sometidos a una restriccién alimentaria de 24
horas. Posteriormente, fueron colocados en una caja abierta (con la que
previamente se familiarizaron) donde en el centro se encontraba una caja Petri y el
alimento novedoso apetecible (una galleta Maria® azucarada partida en trozos). Se
midi6 el tiempo de latencia (en segundos) del acercamiento al alimento, la toma del
alimento y la alimentacion en un tiempo de experimentacion de 15 minutos. Una

mayor latencia se interpreta como indicador de ansiedad.

Sacrificio

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico por via intraperitoneal con
dosis de 150 mg/kg de peso. Se realiz6 una incision, se dejo expuesto el corazon vy,
a través de puncién cardiaca, se obtuvieron 5 mL de sangre, los cuales fueron

recolectados en tubos BD Vacutainer con gel separador; fueron centrifugados a

3,500 rpm durante 10 minutos. El suero fue separado y almacenado a -80 °C hasta
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su analisis. Al término de la puncion cardiaca, se perfundid utilizando PBS 1X

(solucidn salina tamponada con fosfatos) para posteriormente extraer el cerebro.

Cada cerebro fue almacenado inmediatamente; para el caso de los estudios
histoldgicos, se almacenaron en frascos de plastico con paraformaldehido al 4%;
aquellos para los ensayos de Western Blot y analisis de rutas metabdlicas se
diseccionaron en las regiones de interés y se congelaron a -80 °C. Para el caso de
la sintesis de ATP, aquellos cerebros extraidos fueron trabajados inmediatamente

utilizando cubetas de hielo para evitar la degradacion mitocondrial.

Caracterizacion metabdlica

En el dia 120, se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa y curvas de insulina
en grupos de animales a partir de un ayuno previo de 4 horas y la posterior
administracién via oral de una solucién de dextrosol 75 g (dosis de 1.75 g/kg de
peso). Se obtuvieron muestras sanguineas a partir de la vena de la cola del animal

en los tiempos 0, 30°, 60’ y 90’ para construir las curvas.

Por otra parte, a partir de la muestra sanguinea obtenida por puncion cardiaca, se
determinaron pruebas séricas como glucosa, perfil lipidico (triglicéridos, colesterol

total y sus fracciones) e insulina.

La glucosa y el perfil lipidico se determinaron por espectrofotometria con Kkits
comerciales de Spinreact. La determinacion de insulina, leptina, adiponectina y
glucagodn se realizé mediante un inmunoensayo ELISA tipo sandwich (Diagnostica
Internacional Company), con el complejo anticuerpo-antigeno resultante evaluado
a 415 nm en un lector de placas Stat Fax 2600. La concentracion de insulina se
obtuvo a partir de una curva estandar con un rango de 0 a 20 yU/mL. El indice
HOMA-IR fue calculado con las determinaciones de glucosa basal e insulina,
siguiendo la férmula matematica HOMA-IR = (Glucosa basal) (Insulina basal) / 2430
[Cacho J, 2008].

Por otra parte, se determin6 el indice de adiposidad visceral (VAI) calculado
mediante una féormula matematica (mostrada a continuacién) que incorpora la

circunferencia abdominal (CA), el indice de masa corporal (IMC), los triglicéridos
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(TAG) y la concentracion de colesterol en lipoproteinas de alta densidad (HDL)
[Amato M 2014 y Amato, M, 2010].

VAL = ( CA ) y (TAG) » (1.31)
~\39.68 + (1.88 x IMC) 1.03 HDL

De igual manera, el indice de adiposidad disfuncional (DAI) se determind, ya que es

un marcador temprano de anomalias morfofuncionales de los adipocitos [Reyes-
Barrera J, 2021].

DAJ = ( CA ) N (TAG) 9 (1.19)
-~ \22.79 + (2.68 X IMC) 1.37 HDL

Determinaciéon de cortisol/corticoesterona/ACTH

Se realizo la cuantificacion de cortisol, corticoesterona y ACTH en suero a través de

un método de quimioluminiscencia usando kits comerciales.

Ensayos de Western Blot

Los cerebros congelados a -20 °C fueron diseccionados para obtener hipotalamo,
amigdala y nucleo accumbens; fueron homogenizados y centrifugados a 10 000 x
g por 10 minutos a 4 °C; se tomo el sobrenadante y se cuantificaron las proteinas

usando el método de Bradford.

Para realizar la técnica de Western Blot (WB), se realiz6 una electroforesis
desnaturalizante  (SDS-PAGE); para ello, se prepararon geles de
acrilamida/bisacrilamida con un porcentaje especifico segun la proteina a detectar.
Se cargaron las proteinas con el buffer de carga correspondiente y se llevo a cabo
la electroforesis; posteriormente, se realizd la transferencia humeda a una
membrana de PVDF de 0.45 pym. Después se bloqueé la membrana con caseina
por 2 horas. Se incubaron los anticuerpos primarios de AMPK (SinoBiological Cat:
102146-T10, dilucion 1:700), SIRT1 (SinoBiological Cat: 11748-R032, dilucion
1:1000) y FOXO1 (SinoBiological Cat: 200239-T32, dilucion 1:500) durante toda la
noche. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-T y se incubd

el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa de rabano durante
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1 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados de 10 min con TBS-T y un lavado
de 10 min con TBS. La membrana fue revelada a través de luminol en el
fotodocumentador UVITEC Nine Alliance. Se obtuvieron las imagenes digitales y se
analizaron utilizando el software “Fiji”. El analisis se llevd a cabo empleando -actina
(Cell Signaling, 4970L, dilucion 1:1000) y Lamina A (Santa Cruz Biotechnology, sc-
20680, dilucidon 1:500), proteinas constitutivas del citoplasma y del nucleo,
respectivamente, para normalizar y ajustar a 1 vs el control NCD la expresién

relativa de cada proteina.

Aislamiento de mitocondrias

Para aislar mitocondrias de tejido cerebral, se realizé la diseccion de las zonas
correspondientes y se realizaron pequefios cortes para fraccionar el tejido. A 50-200
mg de tejido se le agregaron 800-1500 pL de medio A. Posteriormente, se utilizé un
homogeneizador para obtener una suspension homogénea sin lisar las células. Se
centrifugaron a 4 °C y 2000 rpm durante 10 minutos. Después, se recupero el
sobrenadante (el pellet contiene los nucleos celulares) en otro tubo Eppendorf y se
llevé a centrifugar a 4 °C y 10 000 rpm durante 10 minutos. Se conservo el pellet y
se homogeneizd con 500 ul de medio A. Se realizaron dos lavados, centrifugando
10 minutos a 10 000 rpm; se conservo el pellet y se volvid a homogeneizar con
medio A; se repiti6 el proceso una vez mas. Finalmente, el pellet final es
resuspendido en medio Ay se realiza la cuantificacién de proteinas o se congela a
-80 °C. Cabe resaltar que durante todo el procedimiento se trabajo el tejido en hielo
para mantener la integridad de las mitocondrias.

Sintesis de ATP

Para medir la sintesis de ATP de mitocondrias de cerebros recién extraidos se utilizd
el método de Vives-Bauza (2007), donde se utiliza la enzima luciferasa y el acople
de ATP. Esta enzima convierte la luciferina en oxiluciferina; la luz emitida sera leida
a través de un lumindmetro en unidades fluorescentes relativas (RFU). Se aislaron
mitocondrias de tejido cerebral recién extraidos y se resuspendieron en Buffer A
(150 mM KCI, 25 mM Tris-HCI pH 7.4, 2 mM EDTA, 0.1% BSA, 10 mM KHPO4,

MgCl2 0.1 mM). Después se colocaron 10 yg de proteinas de cada muestra en
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micropozos blancos junto con 160 pL de Buffer A, diadenosin pentafosfato 6 mM y
los sustratos: Piruvato/Malato, Malato/Glutamato o succinato, ADP 6 mM y 20 pL de
Buffer B (Tris-Acetato pH 7.75, 0.8 mM luciferina, 20 pg/mL luciferasa).
Inmediatamente después de la adicién del Buffer B, se siguio la sintesis de ATP
durante 3 minutos en un luminédmetro (Lumistat 4900), se calcul6é la ARFU y se
extrapol6 el valor contra una curva de concentracion estandar de ATP para obtener
las concentraciones de las muestras que posteriormente fueron normalizadas
contra la concentracion de proteinas y el tiempo de reaccion. La tasa de produccién
de ATP fue normalizada a la actividad de citrato sintasa descrita por Birch-Machin y
Turnbull en 2001 (Birch-Machin & Turnbull, 2001; Vives-Bauza et al., 2007).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron representados en graficas mostrando el promedio + el
error estandar de la media (EEM). Se realizaron las siguientes pruebas estadisticas

empleando el software GraphPad Prism version 8.0:

e Test de normalidad Shapiro-Wilk para verificar que los datos siguen una
distribucion normal.

e ANOVA de 2 vias, tomando como factores la dieta y el sobreconsumo de la
preparacion lactea, seguido de pruebas post hoc de Bonferroni,
considerando un nivel de significancia del 95% (con una P < 0.05 para
determinar diferencias estadisticamente significativas).

e t de Student para evaluar el monitoreo de la leche y de la “microestructura”
del lamido entre los dos grupos expuestos a la solucion lactea, considerando
un nivel de significancia del 95% (con una P < 0.05 para determinar

diferencias estadisticamente significativas).
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Resultados

Consumo alimenticio y parametros zoométricos de los modelos animales

Siguiendo el monitoreo del consumo alimenticio que se realizé diariamente, en el
cuarto mes (que corresponde al periodo donde se dio la solucién lactea) se
observan cambios significativos (tabla 5). El consumo de sodlidos disminuyo
significativamente para los grupos que estuvieron expuestos a la solucion lactea
debido al sobreconsumo de esta, obteniendo una F (1, 16) = 0.5163 y una P =
0.04828. No se observaron interacciones significativas entre la dieta y la solucién
lactea, sugiriendo que cada factor contribuye de manera independiente pero

significativa.

Por lo tanto, la ingesta de calorias (F (1, 16) = 0.0012 y P = 0.9720) y la ingesta de
carbohidratos (F (1, 16) = 4.630 y P = 0.0470) fueron menores para NCD + cho y
HCD + cho con respecto a los demas grupos. Sin embargo, la sumatoria de las
calorias ingeridas por la leche con los solidos consumidos indicd que el aporte

caldrico fue significativamente mayor.

Por otro lado, no se observaron ni diferencias ni interacciones significativas en
ninguno de los parametros zéometricos medidos (Tabla 5), con excepcién del indice
de Lee, en el que el grupo HCD + cho presenta un menor porcentaje de grasa
corporal a diferencia del grupo NCD + cho. Cabe mencionar que el analisis de dos
vias no mostré un efecto de interaccion significativo entre la dieta y la solucién
lactea, F (1, 16) = 3.297 y P = 0.0757.

Grupo Experimental

Parametros NCD HCD NCD + cho HCD + cho
Consumo de sélidos  23.47 +0.53 21.01 £0.79 11.01+1.26]] 9.82+0.78]]

(9)
Ingesta caldrica por 75.28 £2.21 73.35+4.35 3484 +341|| 33.13+£2.25||
sélidos (kcal)
Ingesta calérica | 75.28 + 2.21 73.35+4.35 96.41 +3.1211 | 98.07 £5.92 11

(s6lidos + solucion

lactea) (kcal)
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Ingesta calérica | 43.11 £ 1.38 5548 +2.37 1 | 20.55+1.84 || 24.79+1.83 ||
carbohidratos por

sélidos (kcal)

Ingesta calérica | 43.11 £+ 1.38 5548 +2.37 1 | 67.14+2407 | 73.93+4.52 11
carbohidratos (sélidos

+ solucion lactea)

(kcal)

Peso (g) 400.8 £ 8.79 393.3 £ 9.27 415.3 £ 16.50 385.3 + 14.45
Perimetro abdominal  17.13 £ 0.21 17.23 £0.38 17.97 £ 0.39 17.14 £ 0.34
(cm)

Talla (cm) 23.00 £ 0.25 22.77 £ 0.17 22.72 £ 0.22 22.50 £ 0.32
IMC 0.77 £ .02 0.76 £ 0.02 0.80 + 0.02 0.68 + 0.06
indice de Lee 56.94 + 1.20 57.10 £ 1.60 60.37 £ 2.07 50.69 +4.15 |

Tabla 5. Mediciones del consumo alimentario y parametros zoométricos tras 4 meses de induccion. 1y | indican
diferencia estadistica con p < 0.05 (En color azul, diferencia significativa con respecto al grupo control NCD, en
color morado con respecto al grupo HCD y en color verde, con respecto al grupo NCD + cho

Caracterizacion metabdlica y hormonal de los grupos experimentales

Con el objetivo de evaluar el impacto metabdlico de la dieta hipercalérica y del
consumo de una solucién lactea achocolatada, se realizé un analisis bioquimico al
término del periodo experimental (cuatro meses). Esta comparacion nos permitio
observar no solo si el atracon sobre una dieta normocal6rica puede inducir
caracteristicas del SMet, sino también si su efecto combinado con la dieta HCD
agrava el desbalance metabdlico. En los resultados de la prueba de tolerancia oral
a la glucosa (Fig. 3A) se obtuvo una F (1, 20) = 10.67 y una P = 0.0039 para el
tiempo O, F (1, 20) = 1.422 y una P = 0.2471 para el tiempo 30, F (1, 20) =1.216 y
una P =0.2832 para el minuto 60y F (1, 20) =5.615 y una P = 0.0280 para el minuto
90, lo que sugiere que la dieta y la solucion lactea interaccionan de manera
importante en la respuesta en lo basal y en el postprandio (tiempo 0 y 90). En
condiciones basales se observd un incremento significativo en los tres grupos con
respecto al control, la media del grupo NCD fue de 95.7 mg/dL, del grupo HCD fue
de 122.2 mg/dL, de NCD + cho de 123.9 mg/dL y HCD + cho de 127.4 mg/dL; a los
30 minutos se obtuvo una disminucion significativa por parte de los grupos HCD

(media de 83 mg/dL) y HCD + cho (media de 66.4 mg/dL) con respecto al grupo
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control (media de 145 mg/dL) y aumento significativo a los 90 minutos por parte del
grupo HCD con respecto al NCD, con medias de 130 mg/dL y 110 mg/dL,

respectivamente.

De igual manera se cuantificé su respuesta insulinica (Fig. 3B), se obtuvo una F (1,
18) = 0.2943 y una P = 0.5941 para el tiempo 0, F (1, 18) = 2.376 y una P = 0.1406
para el tiempo 30, F (1, 16) = 6.916 y una P = 0.0182 para el minuto 60 y F (1, 16)
= 20.3 y una P = 0.0004 para el minuto 90, lo que sugiere que la dieta y la solucién
lactea interaccionan de manera importante en la respuesta postprandial de
recaptura muscular y adipocitaria (60 y 90 minutos). Se observé un aumento
significativo de insulina basal en el grupo HCD + cho (19 pU/mL) con respecto al
NCD (9.4 pU/mL), un aumento en el tiempo 60 por parte del grupo hipercalérico

(21.5 pU/mL) con respecto al NCD (12.9 yU/mL) y finalmente en el tiempo 90.

Se evidencié el incremento de insulina en los tres grupos HCD (20.9 pU/mL), NCD
+ cho (22.9 yU/mL) y HCD + cho (17.8 pU/mL) con respecto al control (10.1 pU/mL).
Para confirmar Rl se utilizé el indice HOMA-IR, F (1, 20) = 0.3894 y una P = 0.5397,
observando un aumento significativo de los tres grupos con respecto a su control
(Fig. 3C), con una media de 0.4 para el grupo NCD, 0.8 para HCD, 0.8 para NCD +
cho y 1.1 para HCD + cho. Ademas, el grupo HCD + cho presentd mayor

insulinorresistencia en comparacion con el grupo HCD y el grupo NCD + cho.

Por otra parte, como la RI provoca dislipidemia caracteristica en el SMet, se evalué
un perfil lipidico, donde se obtuvo una F (1, 34) = 1.7 y P = 0.2011 para triglicéridos,
para colesterol F (1, 29) = 0.2259 y P = 0.6382, para colesterol en las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) F (1, 12) = 1.538 y P = 0.2386 y para colesterol en las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) F (1, 12) = 0.4730 y P = 0.5047. Nuestros
resultados indican que no existe interaccion entre la dieta y el consumo de solucion

lactea, lo que sugiere que cada factor contribuye de manera independiente.

Los grupos HCD (128.7 mg/dL) y HCD + cho (129.6 mg/dL) presentaron un aumento
de triglicéridos (TAG) significativo con respecto al grupo control (94.4 mg/dL),
ademas un aumento de colesterol LDL para el grupo HCD + cho (70.2 mg/dL) con
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respecto al control (41.6 mg/dL) y una tendencia a la disminucion del colesterol HDL

para los tres grupos con respecto al control (Fig. 3D).
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Figura 3. Caracterizacion metabdlica tras 4 meses de induccion. A. Prueba de tolerancia oral a la glucosa. B.
Insulina a los tiempos 0, 30, 60 y 90 minutos tras la carga oral de glucosa. C. indice de resistencia a la insulina
(HOMA-IR). D. Panel lipidico. * indica diferencia estadistica con p < 0.05 por ANOVA de dos vias post hoc
Bonferroni. TAG. Triglicéridos, CT. Colesterol, HDL. Lipoproteina de alta densidad, LDL. Lipoproteina de baja
densidad.

Adicionalmente, se determiné el indice de adiposidad visceral (VAl) y el indice de
adiposidad disfuncional (DAI). Para VAl se obtuvo una F (1, 48) =28.86 y P <0.0001
y para DAl una F (1, 48) = 28.43 y P < 0.0001, lo que nos indica que la dieta y la
solucion lactea interactuan fuertemente para inducir disfuncion del tejido adiposo
visceral. En la figura 4 se muestran los resultados de VAl y DAI con un aumento
significativo en el grupo HCD (1.9 de VAl y 2.2 de DAI), HCD + cho (1.5 de VAl y 1.7
de DAI) y NCD + cho (1.1 de VAl y 1.3 de DAI), con respecto al NCD (0.77 de VAl y
0.87 de DAI). Ademas, dentro de estos tres grupos, el que presenta una mayor
afeccion y disfuncién corresponde al grupo HCD, seguido del grupo HCD + cho y,

finalmente, del grupo NCD + cho.
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Figura 4. A. indice de adiposidad visceral (VAI). B. indice de adiposidad disfuncional (DAI). * Indica diferencias
entre grupos con p < 0.05 por ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

Se realizé también la cuantificacion de glucagén (Fig. 5A), adiponectina (Fig. 5B) y

leptina (Fig. 5C) para evaluar el estado hormonal

periférico

influenciado

directamente por el consumo alimenticio. El analisis estadistico mostré una F (1, 50)
= 5.597 y P = 0.0219 para glucagén, una F (1, 50) = 0.2821 y P = 0.5977 para
adiponectina y una F (1, 50) = 0.4730 y P = 0.4948 para leptina. Unicamente se

obtuvo una interaccion significativa para glucagon. Ademas, no se observaron

diferencias significativas entre los grupos; sin embargo, se observa una tendencia

a la disminucion por parte de adiponectina en los tres grupos con respecto al control.
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Figura 5. Determinacion hormonal A. Glucagon. B. Adiponectina. C. Leptina. * indica diferencias entre grupos
con p < 0.05 por ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

Se realiz6 la determinacién hormonal del eje HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal)
para evaluar si la exposicion prolongada a una dieta hipercaldrica, asi como la
conducta de atracon, generaban un estrés fisiolégico como resultado del
desequilibrio metabdlico inducido. Para la determinacién de cortisol, se obtuvo una
F (1,12) = 1.235 y P = 0.2882, mientras que para corticoesterona se tuvo una F
(1,12) = 0.7608 y P = 0.4002, y para la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) una
F (1,12) = 3.711 y P = 0.0781, por lo que no se encuentran interacciones

significativas entre las variables.

En la figura 6 se puede observar un aumento significativo de las tres hormonas en
el grupo HCD + cho (7.95 ug/mL de cortisol, 11050 ng/mL de corticoesterona y 48.5
pg/mL de ACTH), HCD (5.63 pg/mL de cortisol, 9265 ng/mL de corticoesterona y
32.6 pg/mL de ACTH) y NCD + cho (5.72 ug/mL de cortisol, 7729 ng/mL de
corticoesterona y 23.9 pg/mL de ACTH) con respecto al grupo control (2.48 pg/mL
de cortisol, 5175 ng/mL de corticoesterona y 19.4 pg/mL de ACTH). Ademas, el

grupo HCD + cho fue el que genero la mayor actividad del eje HPA.
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Figura 6. Determinacion del eje adrenal. A. Cortisol. B. Corticoesterona. C. ACTH. * indica diferencias entre
grupos con p < 0.05 por ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

Conducta de atracén

Para confirmar el modelo propuesto de atracén, el cual difiere en varios aspectos

de los protocolos comunmente establecidos en el gremio cientifico, se monitored
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diariamente el consumo voluntario de la solucion achocolatada y se comparo con el

consumo diario de agua.

Como se puede observar en la figura 7, el consumo de liquidos para el grupo NCD
fue de 43.7 mL, para el grupo HCD fue de 34.1 mL, mientras que el grupo NCD +
cho y HCD + cho consumieron 74.6 y 78.7 mL de solucién lactea, respectivamente.
Se obtuvo una F (1,16) = 3.917 y P = 0.0653, lo que nos indica que el consumo de
liquido no se ve influenciado por el tipo de dieta que consumen. Los animales de
ambos tipos de dieta que consumieron la solucién lactea presentaron un consumo
significativamente mayor de mililitros en comparacién con el consumo de agua, lo

que enfatiza el consumo exacerbado de la solucidon achocolatada.
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Figura 7. Consumo de liquidos en el cuarto mes del experimento * indica diferencia estadistica con p < 0.05
por ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

Posteriormente, en el dia 160, un grupo de animales fueron colocados en cajas
individuales para monitorear el consumo de la leche y la “microestructura” del lamido
en un periodo de 2 horas, teniendo énfasis en los primeros 30 minutos de exposiciéon
a la botella, ya que se propone que en este periodo se da la conducta de atracdn
voluntaria. Con la premisa de que la exposicion intermitente a la solucién lactea
(altamente palatable) pueda generar una mayor recompensa, que a su vez resulta

en que los animales ingieran cantidades desproporcionadas de solucion; se
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determind la latencia (tiempo que tarda el animal a consumir la leche) (Fig. 8A), el
numero de episodios (periodo en el tiempo donde el animal consume la leche sin
interrupcion alguna) (Fig. 8B), las lamidas realizadas por cada episodio (Fig. 8C) y
el cociente entre lamidas/episodios (Fig. 8D). Nos basamos en los experimentos
propuestos por Guillaumin, M. y colaboradores en el 2023 para poder analizar si el

consumo de la solucién lactea se asociaba a conductas de “deseo” y/o “motivacion”.
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Figura 8. Monitoreo de leche y de la “microestructura” del lamido. A. Latencia en consumir la solucion lactea.
B. Numero de episodios durante el consumo. C. Numero de lamidas. D Cociente lamidas/episodios. * indica
diferencia estadistica con p < 0.05 por t de student post hoc Bonferroni.

Como se observa en la figura 8, el grupo NCD + cho presentd una menor latencia
para acercarse y consumir la solucién lactea que el grupo HCD + cho (13.3 y 33.3

segundos, y una P = 0.0383). A su vez, el numero de episodios, las lamidas y el
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cociente de lamidas/episodios fueron mayores para el grupo HCD + cho. El grupo
NCD + cho tuvo 50.0 episodios, mientras que el grupo HCD + cho tuvo 55.8 con una
P = 0.0429. En cuanto a las lamidas, fueron 33.9 y 51.0 para los grupos NCD + cho
y HCD + cho, con una P = 0.0115. Para el cociente lamidas/episodios, el grupo NCD
+ cho tuvo 0.71 y el grupo HCD + cho 1.07 con una P = 0.0272.

Los resultados muestran un gran numero de episodios para ambos grupos en un
periodo de tiempo corto, correspondiente a la conducta de atracon, ya que se tuvo

un consumo excesivo de un alimento altamente palatable.

Efecto del sindrome metabdlico y el atracdén sobre la conducta de los modelos

animales

Las pruebas conductuales aplicadas en el presente estudio permitieron explorar de
manera integral los efectos del SMet y del sobreconsumo de una solucion lactea
que derivo en la conducta de atracon y su relacion con la ansiedad, la motivacion,

la anhedonia y la respuesta a estimulos novedosos.

En la prueba de laberinto elevado en cruz se evalu6 el numero de entradas a los
brazos abiertos (Fig. 9A) y el tiempo de estadia en ellos (Fig.9B). El analisis
estadistico reveld para cada uno de ellos una F (1, 24) = 0.4074 con P = 0.5293 y
una F (1, 23) = 3.546 con P = 0.0724, sin interaccion significativa.

A su vez, no se observaron diferencias en el numero de entradas a los brazos
abiertos. Sin embargo, el grupo normocaldrico expuesto a la solucion lactea paso
un menor tiempo en los brazos abiertos (26.97 segundos) en comparacion con el
grupo NCD (104.3 seg) y HCD (87.20 seg), lo que se interpretaria como la presencia

de una conducta tipo ansiosa.
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Figura 9. Prueba del laberinto elevado en cruz. A. Numero de entradas a brazos abiertos. B. Tiempo de estadia
en brazos abiertos * indica diferencias entre grupos con p < 0.05 por ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

Con respecto a la prueba de enterramiento de canicas modificado, se registro el
numero de canicas enterradas por cada animal, considerando como enterradas
aquellas que estuvieron completamente cubiertas por aserrin o al menos en tres
cuartas partes de su volumen. Se obtuvo una F (1,21) = 1.091 y P = 0.3082, con un
promedio de 3.7 canicas para el grupo NCD, 2.7 para HCD, 4 para NCD + choy 7
para HCD + cho. A pesar de que el grupo HCD + solucién achocolatada presento
una tendencia mayor de canicas enterradas (Fig. 10), no fue significativa, por lo que
ninguno de los grupos experimentales presenté un comportamiento de ansiedad

asociado a un tipo obsesivo-compulsivo.

70



Canicas enterradas completamente

Numero de canicas

20

15

3

.......... i es s e s e sedenene i

|
3

e NCD
e HCD

Figura 10. Canicas enterradas por cada animal en la prueba de enterramiento de marmol modificado por
ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

La prueba de alimentacién con supresion de novedad (NSFT) se realizé con el

objetivo de evaluar el comportamiento de ansiedad y anhedonia (Fig. 11). Se

determind la latencia del acercamiento al alimento novedoso, la latencia al contacto

y la latencia al consumo del alimento. Unicamente se obtuvieron interacciones

significativas en la latencia al contacto, con una F (1, 15) = 14.99 y P = 0.0015. El

grupo HCD presentd una latencia menor significativa al primer contacto con el

alimento novedoso, es decir, requiri6 menos tiempo para acercarse y tomar la

galleta azucarada. Esto puede interpretarse como una mayor motivacion hacia

recompensas alimentarias (por la exposicion a una dieta sélida alta en

carbohidratos) y una desensibilizacion al estrés de la novedad.
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Figura 11. Parametros evaluados en la prueba de alimentacién con supresién de novedad. A. Latencia
acercamiento al alimento novedoso. B. Latencia del contacto con alimento novedoso. C. Latencia del consumo
de alimento novedoso. * indica diferencias entre grupos con p < 0.05 por ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni.

Finalmente, en la prueba de preferencia de sacarosa (Fig. 12A) se determiné el nivel
de preferencia, dado por la féormula mencionada previamente en la metodologia. No
se observaron interacciones significativas (F (1, 20) = 2.071 y P = 0.1655). Sin
embargo, hubo un aumento significativo en el grupo HCD + cho (94.7%) con

respecto al grupo HCD (87.9%).

Al monitorear el consumo y la microestructura del lamido durante el consumo de la
solucién de sacarosa al 1%, se observaron interacciones y diferencias significativas
en los grupos expuestos a la solucién lactea. La informacion estadistica obtenida
fueuna F (1,12) = 37.23 y P < 0.0001 para los episodios, con un promedio de 18.5
episodios para el grupo control, 13.3 para el HCD, 4.3 para NCD + cho y 22 para el
grupo HCD + cho. Como se observa en la figura 12B, hubo una disminucion
significativa de los episodios para el grupo NCD + cho con respecto a los grupos
NCD y HCD, mientras que se observo un aumento significativo del grupo HCD +

cho con respecto a los grupos HCD y NCD + cho.

Siguiendo el monitoreo de las lamidas, se encontré un aumento significativo del
grupo HCD + cho (22 lamidas) con respecto al grupo hipercaldrico (15.4 lamidas).
Finalmente, se encontraron interacciones significativas para el cociente
lamidas/episodios, con una F (1, 12) = 27.37 y P = 0.0002; asi como un aumento
significativo para el grupo NCD + cho (4.5) con respecto a los grupos NCD (1.2) y
HCD (1.6) y una disminucién significativa del grupo HCD + cho (0.9) con respecto

al grupo NCD + cho.
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Figura 12. Parametros obtenidos por la prueba de preferencia a la sacarosa. A. Preferencia por la solucién de
sacarosa. B. Numero de episodios durante el consumo de sacarosa. C. Numero de lamidas durante el consumo
de sacarosa. D. Cociente lamidas/episodios. * indica diferencias entre grupos con p < 0.05.

Efecto del sindrome metabdlico y la conducta de atracdn sobre la expresiéon de los

sensores energéticos

El estudio de los sensores energéticos resulta fundamental para comprender como
el cerebro integra las sefiales metabdlicas y regula tanto el balance energético como
la conducta alimentaria. Proteinas como AMPK, SIRT1 y FOXO1 actuan como

nodos centrales en la deteccién del estado nutricional y de la demanda energética,
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y en la adaptacion de las células a condiciones de exceso o déficit energético. A
continuacion, se presentan los resultados obtenidos sobre la expresion de dichos
sensores en el NAc, amigdala e hipotalamo (regiones centrales primordiales para la
regulacion homeostatica, emocional y de recompensa), con el fin de evaluar como
el SMet y la conducta de atracén modifican sus niveles y, en consecuencia, cémo
influyen en la regulacién del consumo de alimentos, la conducta animal y la

homeostasis metabdlica.

En el nucleo accumbens (Fig. 13), no se encontraron interacciones significativas en
la expresion citoplasmatica de SIRT1 (F (1, 8) = 0.0537 y P = 0.8226), de igual
manera, no hubo cambios significativos de los 3 grupos con respecto al control, sin
embargo, se observa una tendencia a la alta para los grupos expuestos a la solucion
lactea NCD + cho (1.7 veces) y HCD + cho (1.4 veces) en comparacion del grupo
NCD, lo que sugiere un posible efecto de la conducta tipo atracén sobre la

regulacion citoplasmatica de esta proteina.

En cuanto a la expresién de AMPK, el analisis con ANOVA de dos vias mostré
interacciones significativas entre la dieta hipercaldrica y la solucién lactea (F (1,8) =
59.24 y P < 0.0001) y se encontraron aumentos significativos de los grupos HCD
(1.8 veces) y NCD + cho (2.0 veces) con respecto al control, asi como una
disminucion significativa de AMPK en el grupo HCD + cho (0.75) con respecto a
HCD y NCD + cho. Estos hallazgos sugieren que tanto la exposicién crénica a la
dieta hipercaldrica como a la solucion lactea inducen una activacion diferencial de
AMPK en esta region, mientras que la exposicion a ambas variables genera una
disminucion.

Para FOXO1, se analizdé la fraccion nuclear y la fraccion citoplasmatica por
separado; esto se debid a que, al ser un factor de transcripcion, su localizacién
nuclear nos hablaria del sensor activado, mientras que una mayor expresion en el
citoplasma corresponderia a la proteina inactiva. A nivel citoplasmatico, no existe
interaccién (F (1,8) =2.767 y P = 0.1348) ni diferencia en su expresion. Sin embargo,
el grupo HCD + cho mostré una tendencia al incremento (1.8 veces). De igual

manera, a nivel nuclear no se demostro interaccion (F (1,8) =3.155y P = 0.1136) ni
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diferencia entre grupos; unicamente se observo una tendencia al aumento en el
grupo HCD (2.8 veces).
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Figura 13. A. Imagenes representativas de WB que muestran la modulacién en la expresion de los sensores
energéticos SIRT1, AMPK y FOXO1 (a nivel citoplasmatico y nuclear) en el nucleo accumbens (NAc). B.
Cuantificacion de la expresion relativa de las proteinas. Los datos se presentan como la media de 3 mediciones
individuales + EEM. * indica diferencias entre grupos con p < 0.05.

En la amigdala (Fig. 14), la cuantificacion de SIRT1 mostré una interaccion
significativa F (1, 8) = 31.12 y P = 0.0005; ademas, se evidenciaron cambios
significativos en su expresién, particularmente en el grupo NCD + cho, en el cual
existié un aumento (2.8 veces) con respecto a los otros tres grupos (NCD; HCD, 1.5
veces; y HCD + cho 1.3 veces).

El analisis de AMPK evidenci6 una interaccion significativa (F (1, 8) = 12.32 y P =
0.008), asi como un aumento en la expresion de AMPK del grupo sometido a dieta
hipercaldrica (HCD, 1.2 veces) con respecto al control, asi como también el grupo
expuesto a ambas variables (HCD + cho, 1.5 veces) mostrd un aumento significativo

a comparacion de los 3 grupos restantes.
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Respecto a FOXO1, en la fraccién citoplasmatica no se demostré interaccién entre
las variables (F (1, 8) = 0.8176 y P = 0.3923) ni se observaron cambios con
significancia estadistica. Unicamente se observa una tendencia al incremento en la
expresion para los tres grupos con respecto al control, sobre todo para el caso de
NCD + cho (2.1 veces). En la fraccion nuclear si se obtuvo una interacciéon
significativa (F (1, 8) = 10.27 y P = 0.0125), asi como un aumento de su expresion

en el grupo NCD + cho (3.7) con respecto a los grupos NCD y HCD (1.6 veces).
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Figura 14. A. Imagenes representativas de WB que muestran la modulacién en la expresion de los sensores
energéticos SIRT1, AMPK y FOXO1 (a nivel citoplasmatico y nuclear) en la amigdala (AMY). B. Cuantificacion
de la expresion relativa de las proteinas. Los datos se presentan como la media de 3 mediciones individuales +
EEM. * indica diferencias entre grupos con p < 0.05.

Finalmente, en el caso del hipotalamo (Fig. 15), la evaluacién de SIRT1 evidencio
un aumento sin significancia estadistica para los grupos expuestos a solucién
lactea, NCD + cho (2.4 veces) y HCD + cho (1.5 veces). Ademas, el analisis indico
que no existieron interacciones significativas entre los factores de dieta y consumo
de solucion lactea, con una F (1, 8) = 0.6378 y una P = 0.4476.

Para AMPK, existi6 una interaccidn significativa entre los factores evaluados, con

una F (1, 8) = 9.254 y una P = 0.016. A su vez, el analisis revel6 aumentos
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significativos en su expresion tanto en el grupo HCD (1.1 veces) como en el grupo

NCD + cho (1.2 veces) frente al control.

En relacion con FOXO1, se encontré una interaccidn significativa para ambas
fracciones, teniendouna F (1, 8) =9.732 y P = 0.0142 para la fraccion citoplasmatica
yunaF (1, 8) =6.225y P = 0.0372 para la nuclear. A su vez, a nivel citoplasmatico
se obtuvo un aumento en la expresion de FOXO1 para el grupo HCD + cho (2.6
veces). De manera similar a lo observado en regiones como la amigdala, a nivel
nuclear se observé un aumento con significancia estadistica para el grupo NCD +

cho (4.7) con respecto al control.
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Figura 15. A. Imagenes representativas de WB que muestran la modulacién en la expresion de los sensores
energéticos SIRT1, AMPK y FOXO1 (a nivel citoplasmatico y nuclear) en el hipotalamo (HT). B. Cuantificacién
de la expresion relativa de las proteinas. Los datos se presentan como la media de 3 mediciones individuales +
EEM. * indica diferencias entre grupos con p < 0.05.

Efecto del sindrome metabdlico y la conducta de atracon sobre la bioenergética

mitocondrial

La variaciéon en las rutas metabdlicas puede impactar a la mitocondria debido a un
mayor flujo de sustratos hacia la cadena transportadora de electrones (CTE) para
la sintesis de ATP. Evaluamos la sintesis de ATP proveniente de diferentes sustratos
energéticos (Fig. 16) para posteriormente vincularla con la expresion de los

sensores energéticos, el SMet y la conducta de atracon. Para el caso del nucleo
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accumbens (NAc), nuestro analisis por ANOVA de dos vias nos permitié obtener los
valores de F y P para cada sustrato. Para la ruta metabdlica de Piruvato + Malato
(Pir + Mal) se observo una F(1,8) = 25.19, P = 0.0010, para la via del Glutamato +
Malato (Glu + Mal) una F(1,8) = 44.38, P = 0.0002 y para Succinato (Succ) una
F(1,8) = 3.955, P = 0.0820. Por lo tanto, existen interacciones significativas entre la
solucion lactea y la dieta hipercal6rica para las primeras dos rutas metabdlicas.
Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas: para el sustrato Pir + Mal,
los tres grupos presentan una menor sintesis de ATP con respecto al control (NCD:
1.52, HCD: 0.49, NCD + cho: 0.72 y HCD + cho: 0.41). Para el sustrato Glu + Mal,
se encontré un aumento significativo en el grupo HCD (1.99) con respecto al NCD
(1.038) y una disminucion en los grupos NCD + cho y HCD + cho. Finalmente, para
el caso del succinato, existid una disminucion significativa de ATP en los grupos

expuestos a la solucién lactea, pero un incremento en el grupo HCD (Fig. 16A).

En cuanto a la amigdala, para el sustrato Pir + Mal se obtuvo una F (1,8) =49.35, P
= 0.0001, para Glu + Mal una F (1,8) = 34.24, P = 0.0004 y para Succinato una F
(1,8)=97.92, P < 0.0001, lo que nos permite establecer una interaccion significativa
entre las variables evaluadas para los tres sustratos. Se encontraron diferencias
significativas entre grupos; para los sustratos Pir + Mal, Glu + Mal y succinato, los

tres grupos presentan una menor sintesis de ATP con respecto al control.

En el hipotalamo, se obtuvieron interacciones significativas entre las dos variables
para cada sustrato, obteniendo estadisticos de F (1,8) = 41.98, P = 0.0002 para Pir
+ Mal, para Glu + Mal una F (1,8) = 15.22, P = 0.0045 y para Succinato una F (1,8)
=41.6, P =0.0002. Observandose una menor sintesis de ATP a partir de las 3 rutas
metabdlicas. Siendo los grupos expuestos a la bebida achocolatada los mas

afectados.
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Figura 16. Sintesis de ATP mitocondrial. Se muestra el analisis de sintesis de ATP mitocondrial con diferentes
sustratos: piruvato + malato, glutamato + malato y succinato. A. Nucleo accumbens, B. Amigdala y C.
Hipotalamo. Los datos se presentan como la media de 3 mediciones individuales + EEM. * Representa una
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Discusion
Consumo alimenticio y parametros zoométricos de los modelos animales

A pesar de que el consumo alimenticio, la ingesta de calorias y carbohidratos fueron
mayores en los grupos expuestos a la solucion lactea, los resultados muestran que
los animales no tuvieron cambios estadisticamente significativos en su peso,
perimetro abdominal, talla e IMC. Se esperaria que las medidas corporales fueran
mayores por el exceso de calorias consumidas y el crecimiento del tejido adiposo
blanco, ademas de que el aumento de la obesidad abdominal corresponde a uno de
los criterios diagndsticos del SMet. Sin embargo, diversos estudios sugieren que la
obesidad no siempre conlleva anomalias metabdlicas ni un mayor riesgo de
complicaciones cardiometabdlicas; de hecho, una masa grasa muy baja puede
asociarse con dicho aumento de riesgos [lacobini, C. et al., 2019; Stefan N., 2020;
y Mathew, H. et al., 2016]. Esto se debe a que existe una variacién interindividual
considerable en la respuesta al consumo excesivo de energia. La cantidad y el lugar
donde se almacena la grasa estan bajo el control de varios factores, como la
genética, la edad, el sexo y el contenido total de grasa corporal. [lacobini, C. et al.,
2019]. Nuestro modelo animal emula el fenotipo de sujetos no obesos

metabdlicamente no saludables, como se menciona a continuacion.
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El diagndstico de obesidad a menudo se basa en el IMC, calculado como el peso
en kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado (kg/m?). Para humanos,
las personas con un IMC de 18.5 a 24.9 se consideran con peso normal, aquellas
con un IMC de 25 a 29.9 se consideran con sobrepeso y aquellas con un IMC > 30
se consideran obesas [Anand, S. et al., 2025 y Ahima, R.S. et al., 2013]. Ademas,
se ha generado una paradoja obesidad-diabetes-mortalidad, con la idea incorrecta
de que todos los pacientes que tienen obesidad son metabdlicamente enfermos,
mientras que todos los pacientes con un peso o IMC normal son sanos. En realidad,

existen cuatro fenotipos metabdlicos, tal como lo muestra la figura 19:

Individuos con IMC normal metabdlicamente sanos (MHNO)
Individuos con IMC alto (obeso) metabdlicamente sanos (MHO)

Individuos con IMC normal metabdlicamente enfermos (MUNO)

> wDnh -

Individuos con IMC alto (obeso) metabdlicamente enfermos (MUO)

____A

Normal BMI Obese BMI Naormal BMI Obese BMI
Metabolically healthy Metabolically healthy Metabolically unhealthy Metabolically unhealthy

+Reduced fat =Excess subcutaneous = =Chronic illness «Excess visceral >
*Increased muscle visceral fat *Muscle loss (sarcopenia) subcutaneous fat
«Increased fitness =Increased muscle =Excess visceral fat »Muscle loss (sarcopenia)
«Normal insulin sensitivity =Increased fitness «Reduced fitness »Reduced fitness
«Normal blood sugar »Hyperinsulinemia »|nsulin resistance »Hyperinsulinemia
+Low cardiovascular risk =Normal insulin sensitivity +Diabetes +Diabetes

=MNormal blood sugar *|nflammation +*Dyslipidemia

=Mild cardiovascular risk +High cardiovascular risk +*Inflammation

+High cancer risk +High cardiovascular risk

+High cancer risk

Figura 17. Fenotipos metabdlicos sanos y enfermos. Tomado de Ahima, R.S. et al., 2013.
Los fenotipos 1 y 4 corresponden a los fenotipos mas comunes, mientras que el

fenotipo 2 caracteriza a pacientes obesos sin alteraciones metabdlicas asociadas a
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sSu peso, con un menor riesgo cardiovascular. Particularmente, el fenotipo 3
corresponde a individuos que, a pesar de tener un peso “normal”, soportan una

mayor carga de riesgos cardiometabdlicos [Mathew, H. et al., 2016].

Para el caso de los sujetos MUNO (fenotipo 3), la ingesta caldrica alta y el bajo
gasto energético no pueden ser cubiertos por el tejido adiposo blanco, ya que su
capacidad para almacenar lipidos se ve afectada. Este fenotipo se caracteriza
fuertemente por la variabilidad en los genes que regulan la distribucion de la grasa
corporal, el metabolismo de la grasa especifica de depdsito, la plasticidad del tejido
adiposo [lacobini, C. et al., 2019], la diferenciacion de los adipocitos, la lipogénesis
y la lipdlisis. Dentro de los genes mas estudiados se encuentran el sustrato 1 del
receptor de insulina (IRS1), la proteina 14 unida al receptor del factor de crecimiento
(GRB14), el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARY)
y la proteina similar a lisofosfolipasa 1 (LYPLAL1). Ademas, los genes que regulan
la lipogénesis hepatica de novo, la liberacion de lipidos del higado y los parametros
del estilo de vida del individuo y sus padres, los cuales impactan en la patogénesis
del higado graso [Stefan N., 2020, Lacobini, C. et al., 2019 y Mathew, H. et al., 2016],
gque a su vez, se asocia a la generacién de Rl y, posteriormente SMet, dislipidemia,

diabetes y enfermedades cardiovasculares.

El tejido adiposo blanco desempefia un papel en la regulacion de lipidos y glucosa,
almacenando y metabolizando estos nutrientes cuando se tiene un aporte
hipercaldrico y un menor gasto energético. No todos los depdsitos de grasa son
igualmente peligrosos para la salud. Una ubicacion anatomica diferente (es decir,
visceral versus subcutanea) y un tipo de grasa (es decir, blanca versus marrén)
marcan la diferencia. El tejido adiposo subcutaneo (SAT) puede no ser un factor de
riesgo para enfermedades metabdlicas, mientras que la acumulacién de tejido
adiposo visceral (VAT) y grasa ectopica en o alrededor del higado, del corazén y de
los musculos esta causalmente relacionada con la RI, la homeostasis de la glucosa
deteriorada y la ECV. Con respecto al tipo de grasa, mientras que el tejido adiposo
blanco esta involucrado en la patogénesis de los trastornos metabdlicos

relacionados con la obesidad, el potencial de quema de energia del tejido adiposo
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marron le confiere a este tipo de grasa un papel protector para la salud metabdlica
y cardiovascular. Los individuos con MHO se caracterizan por mas SAT y menos
VAT, asi como una menor acumulacion de grasa en el higado y el musculo
esquelético en comparacion con los sujetos MUO emparejados por IMC y masa
grasa. Ademas, estudios epidemiologicos han demostrado que, para una cantidad
dada de grasa total, una mayor acumulacién de grasa en el SAT del cuerpo inferior
(es decir, grasa corporal gluteofemoral) es un determinante de MHO y se asocia con
un menor riesgo de ECV incidente. Por el contrario, en individuos igualmente
obesos, la acumulacion de grasa prevalente en VAT se asocia con un fenotipo MUO,
caracterizado por hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa y dislipidemia
aterogénica [lacobini, C. et al., 2019]. Se ha visto que la distribucion de grasa
corporal en sujetos MUNO es diferente, ya que se caracteriza por una cantidad baja

de masa grasa gluteofemoral y visceral [Stefan N., 2020].

Se ha demostrado que el almacenamiento masivo de grasa en el tejido adiposo
periférico es metabolicamente inerte en ciertos modelos de ratén [Unger, R.H. et al.,
2010]. De igual manera, es posible que en los individuos MHO, este aumento en el
tejido adiposo (sobre todo en los depdsitos subcutaneos) proporcione un puerto
seguro para lipidos potencialmente toxicos en individuos obesos, mejorando asi la
salud metabdlica, con situaciones de hiperinsulinemia pero con una sensibilidad
normal a la insulina, ausencia de diabetes y menor riesgo de enfermedades
cardiovasculares. También es posible que el tejido adiposo proporcione reservas
energéticas cruciales para satisfacer las demandas metabdlicas durante
enfermedades cronicas, lo que podria disminuir la mortalidad en pacientes obesos
[Ahima, R.S. et al., 2013]. Sin embargo, la MHO puede corresponder a un estado
intermedio y transitorio de bajo riesgo metabdlico. Con el envejecimiento, la

prevalencia disminuye y puede evolucionar a MUO [Guzman-Garcia, J. et al., 2024].

En los fenotipos no saludables (MUNO y MUOQO) prevalece la disfunciéon del tejido
adiposo o la adiposopatia [Richard A.J. et al., 2020]. Fisiolégicamente, este tejido
ejerce funciones endocrinas importantes, ya que produce diversas adipocinas, de

las cuales la leptina y la adiponectina son clinicamente relevantes. Ambas hormonas
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actuan a nivel autocrino, paracrino y endocrino, con diversos efectos relacionados
con el apetito, el equilibrio energético, la inflamacién/antiinflamacion, la sensibilidad
a la insulina y la homeostasis de los lipidos [Ronti T. et al., 2006]. En el contexto de
la RI, se observa una hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos en compensacion
del incremento en el aporte caldrico y la sintesis de lipidos. Sin embargo, en
condiciones cronicas el tejido adiposo puede perder su capacidad compensatoria y
empezar a generar un estado proinflamatorio de bajo grado, liberando citocinas
proinflamatorias como IL-6, TNF-qa, IL-1B y MCP-1, que reclutan macréfagos de
fenotipo M1 (proinflamatorios) al tejido adiposo y perpetuan la sintesis de la leptina,
disminuyendo la produccion de adiponectina [Ronti T. et al., 2006 y Neeland, I. J. et
al., 2024].

Los indices VAI y DAI son un reflejo de la disfuncién adipocitaria y, por ende, del
desarrollo del fenotipo metabdlicamente no saludable. Estos indices incorporan en
su modelo matematico: la circunferencia abdominal, el IMC, ademas de parametros
bioquimicos como TAG y HDL [Amato M, 2014 y Amato M, 2010], lo que permite
tomarlos como marcadores tempranos de anomalias morfofuncionales de
adipocitos que contribuyen al desarrollo de SMet [Reyes-Barrera J, 2021]. Como se
observa en los resultados, hubo un aumento significativo de ambos indices por parte
de los grupos HCD, NCD + cho y HCD + cho con respecto al control, lo que nos
permite inferir de manera indirecta que la adiposidad visceral de nuestros modelos
animales expuestos a la dieta hipercaldrica o/y a la solucion lactea presenta un
compromiso en su funcionalidad. Por lo tanto, estos grupos experimentales se
clasificarian como un fenotipo 3; es por ello que, aunque no observamos

alteraciones en los parametros zoomeétricos, si existe una alteracién metabdlica.

Caracterizacion metabdlica y hormonal de los grupos experimentales

La disponibilidad de nutrientes juega un papel importante en la secrecion y
regulacion funcional de la insulina [Rahman, M. S. et al., 2021]. En el presente
trabajo, el consumo cronico de una dieta alta en carbohidratos (MX/E/2013/047377,
71.4% de carbohidratos simples, de los cuales el 80% corresponde a glucosa y el

20% restante a fructosa); asi como la exposicion a una solucién lactea achocolatada
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con una composicion de 75.7% de carbohidratos, generd en los modelos animales
un balance energético positivo, es decir, la ingesta de energia excedio el gasto de
energia [Hill J.O. et al.,, 2012]. Este consumo excesivo de azucares altera el
metabolismo, generando estados de disglucemia. Como se observa en la figura 6,
nuestros resultados muestran hiperglucemias dadas en el tiempo 0’ de la curva de
tolerancia oral a la glucosa para los grupos HCD (asi como hiperglucemia en el
tiempo 90’) NCD + cho y HCD + cho.

Como respuesta a la sobreingesta de azucares simples, existe un aumento gradual
en la concentracion de insulina, llamado hiperinsulinemia compensatoria, que se da
como respuesta adaptativa del pancreas. Con el tiempo, la alta concentracién de
insulina promueve el desarrollo de RI. La RI es definida como la alteracién en la
secuencia de fosforilaciones fisioldgicas que redundan en el mal control de la
glucosa y el desarrollo de dislipidemia metabdlica [Freeman A.M. et al., 2023;
Rahman, M. S. et al., 2021]. Es por ello que al evaluar la respuesta insulinica, se
observd una mayor liberacion de insulina y valores mayores en el indice HOMA-IR

en nuestros grupos experimentales (Fig. 3B y 3C).

En un individuo metabdlicamente sano, las acciones de la insulina se pueden
resumir con base en sus tres principales 6rganos diana. En el higado, la insulina
promueve la generacion de glucdégeno, acidos grasos vy triglicéridos. En el musculo
esquelético, la insulina facilita la captacién de glucosa y aminoacidos del torrente
sanguineo para la produccion de ATP y la sintesis de proteinas [Rahman, M. S. et
al., 2021]. Mientras que la principal accion de la insulina en los adipocitos es la
estimulaciéon de la adipogénesis, al promover la sintesis de triglicéridos y la
supresion de la lipdlisis [Norton L. et al., 2022].

Sin embargo, en individuos o modelos experimentales con Rl se aumentan la
lipogénesis, la gluconeogénesis y la lipdlisis, y disminuye la glucogénesis, tal como
se muestra en la figura 18. Es por ello que en nuestros resultados se muestra un
aumento en los triglicéridos para los grupos HCD y HCD + cho. En lo que respecta

a las fracciones de colesterol, existi6 un aumento de colesterol LDL para el grupo
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HCD + cho y una tendencia a la disminucion del colesterol HDL para los tres grupos

con respecto al control.
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Figura 18. Efecto del consumo de una dieta hipercaldrica hiperglucida y una solucién lactea achocolatada en
ratas machos Wistar. Tomado y modificado de tesis de maestria de M.C. Hernandez, H.

La caracterizacibn metabdlica muestra que, si bien el grupo HCD continué
desarrollando caracteristicas compatibles con el SMet tras 4 meses de dieta alta en
carbohidratos, se presentdé una desregulacion metabdlica aun mayor tras el
consumo de la solucion lactea. Este incremento en la carga de carbohidratos
simples parece haber intensificado la Rl (Fig. 3C), lo que sugiere un efecto sinérgico
entre la dieta hipercalérica cronica y el consumo agudo de alimentos altamente
palatables. Por otra parte, los animales que recibieron una dieta normocalérica
durante tres meses pero que fueron expuestos agudamente a la solucién
achocolatada en el ultimo mes también desarrollaron alteraciones metabdlicas
significativas, como hiperglucemia basal, hiperinsulinemia y RI. Estos hallazgos
refuerzan la nocién de que la conducta de atracon (y a su vez el sobreconsumo de
alimentos altamente palatables) es suficiente para desencadenar un estado

metabodlicamente desequilibrado, incluso en ausencia de una dieta hipercaldrica
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sostenida, subrayando la relevancia del comportamiento alimentario en el desarrollo
del SMet [Hudson, J. I. et al., 2020 y Alagha, M. et al., 2025].

Por otro lado, la respuesta a estresores metabdlicos que generan inflamaciéon no
resolutiva de bajo grado se da por ejes hormonales especificos, como es el caso
del HPA. Existen diversos mecanismos propuestos por los cuales las caracteristicas
tipicas del SMet y la conducta del atracon pueden generar una sobreactivacion del
eje HPA mostrada en los resultados previos. Uno de ellos corresponde a la
inflamacion de bajo grado y al estrés oxidativo generados por la disfuncion
adipositaria [Neeland, 1.J. et al., 2024].

Se propone que las citocinas y diversos factores inflamatorios generados en el tejido
adiposo visceral y perirrenal podrian llegar de manera paracrina hacia otros tejidos
cercanos [Hammoud, S.H. et al., 2021], como las glandulas suprarrenales, alterando
el eje adrenal. Por otra parte, nuestro grupo de investigacion ha demostrado la
presencia de un estado inflamatorio en diversas areas cerebrales [Trevifo, S. et al.,
2022], por lo que, si esta inflamacion también se encontrara en el hipotalamo,
especificamente en el PVN, podria verse afectada la sintesis de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y, por ende, las hormonas de este eje endocrino

como se observaron en nuestros resultados (Fig. 6).

La inflamacion en regiones hipotalamicas y la hiperactividad del eje HPA en el
trastorno por atracén pueden provocar cambios desadaptativos en la funcion de
dicho eje, observandose un exceso de glucocorticoides [Ring M., 2025 y Rosenberg,
N. et al., 2013]. Estos cambios, a su vez, pueden contribuir a problemas metabdlicos
como el aumento de la glucosa y la RI, que se asocian frecuentemente con el
trastorno por atracon. Adicionalmente, el incremento de citocinas inflamatorias como
la IL-6 y el TNF-a [Lei, A. A. et al., 2025], que estan elevados en el trastorno por
atracén, podria ser mediadores clave en la disfuncion o hiperreactividad del eje HPA
asociada a cambios en la conducta emocional y motivacional de los individuos; se
ha observado que la amigdala es particularmente sensible a la sefializacion de los

glucocorticoides [Mbiydzenyuy, N. E. et al., 2024].
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Modelo animal de la conducta de atracon

El trastorno de atracon es definido en el Manual Diagnéstico y Estadistico de
Trastornos Mentales (DSM-5) como un episodio (en un periodo de tiempo
determinado) incontrolable y compulsivo de consumo excesivo de alimentos
altamente palatables, acompafado de una fuerte sensacién de pérdida de control,
sentimientos de culpa, verguenza, ansiedad y depresion [American Psychiatric
Association, 2013]. Corresponde a uno de los trastornos alimentarios con mayor
relevancia e impacto en la salud publica y puede converger con otros trastornos
como la bulimia nerviosa (BN), ya que en este se presenta la conducta del atracén.
De igual manera, aunque la AF aun no es reconocida como un trastorno en el DSM-
5 ni forma parte de la Clasificacién Internacional de Enfermedades, comparte ciertas
caracteristicas afines al atracon, sobre todo por el consumo excesivo de alimentos
altamente caldricos, la presencia de impulsos y un fuerte deseo de comer esos
alimentos, asi como intentos fallidos de reducir la ingesta, necesidad de comer mas
para reducir emociones negativas o aumentar el placer y sintomas de abstinencia
[Kehan, B. et al., 2022].

A menudo se encuentran altas tasas de AF autoinformada en BED y BN; existen
correlaciones positivas entre la AF y el numero de sintomas de atracones [Gearhardt
et al., 2014; Granero et al., 2014; Peng-Li et al., 2020; y Rodrigue et al., 2019]. En
el presente trabajo se buscé generar un modelo animal que desarrollara la conducta
de tipo atracdn, ya que esta se puede presentar de manera cotidiana debido al estilo
de vida actual. Cabe resaltar que es imprescindible reconocer que los modelos
animales poseen la limitante de no poder reproducir en su totalidad las
complejidades del BED humano, especificamente factores cognitivos, emocionales
o culturales. Resulta complejo saber si un animal presenta un deseo incontrolable,
sentimientos de culpa, verguenza, ansiedad y depresion, ya que no posee el mismo
desarrollo cognitivo que los humanos y que estos estén involucrados en
modificaciones en la expresion de sensores metabdlicos. Sin embargo, empleamos

criterios minimos para validar nuestro modelo de atracon [Rehn, S. et al., 2022]:
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1. Consumo excesivo de alimento altamente palatable en un periodo de tiempo
corto (habitualmente entre 1 y 2 horas).

2. Alto consumo por episodio comparado con el grupo control.

3. Latencia corta al inicio del episodio.

4. Preferencia marcada hacia el alimento mas palatable frente al alimento
estandar.

5. Aplicacion de pruebas conductuales para evaluar conductas similares a la

ansiedad y la depresion.

Existen numerosos modelos animales de atracones que difieren ampliamente en
sus definiciones operativas, caracteristicas en los biomodelos y parametros
metodoldgicos [Di Segni M. et al., 2014 y Rehn, S. et al., 2022]. Para generar la
conducta deseada, se han empleado alimentos como soluciéon de sacarosa al 10%
o glucosa al 25%, galletas, manteca vegetal, dieta tipo cafeteria, alimentos sdlidos
o liquidos con alto contenido en carbohidratos y/o lipidos. Asimismo, en las
diferentes metodologias se encuentran el consumo intermitente del alimento,
restriccion caldrica, generacion de estrés o privacion previa para intensificar la
conducta de ingesta palatable [Rehn, S. et al., 2022 y Hildebrandt, B. A. et al., 2021].
Como se menciond anteriormente, en el presente trabajo se empled una solucién
lactea achocolatada elaborada a partir de leche Nido®, Choco Milk® y agua,

alimentos que son altamente palatables y con alto contenido cal6rico.

En la figura 7 observamos que los grupos expuestos a la solucién lactea (NCD +
cho y HCD + cho) presentaron un mayor volumen de consumo en comparacion con
los animales expuestos al agua de consumo, lo que confirma el primer y segundo
criterio para validar el modelo de atracon. Ademas, con el monitoreo del consumo
alimenticio realizado diariamente, observamos que los animales prefieren la
solucion lactea al alimento estandar (LabDiet 5001) e incluso a la dieta hipercaldrica
(MX/E/2013/047377), ya que ambos grupos disminuyeron significativamente el
consumo de solidos (Tabla 5); de esta manera podemos confirmar la presencia del
criterio 4. En segundo lugar, al determinar la ingesta calédrica total y la ingesta de

carbohidratos total (sélidos + solucién lactea), observamos aumentos significativos
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para dichos grupos, lo que confirma nuevamente el consumo excesivo de alimentos

en comparacion con nuestro grupo control.

Por otra parte, para confirmar el punto 3 y evaluar si el consumo excesivo se
presentaba durante un periodo de tiempo determinado (punto 1), asi como para
analizar de manera mas detallada los episodios de atracdén, se llevo a cabo el
monitoreo del consumo de la leche y la “microestructura” del lamido, basandonos
en el trabajo propuesto por Guillaumin, M. y colaboradores en el 2023. Nuestros
resultados muestran que la latencia al consumo de la leche (Fig. 8A) es muy corta,
ya que se genera en menos de 40 segundos, sobre todo para el grupo NCD + cho,

lo que confirma el criterio 3.

Cabe resaltar que, esta diferencia significativa entre el grupo con dieta estandar y
el grupo con dieta hipercal6rica puede deberse a que existe una mayor motivacion
hedonica o “urgencia” por consumir el alimento, en el grupo NCD + cho, en el cual
el sistema de recompensa podria estar mas sensible, y con ello mas motivado, al
generase un “choque palatable” entre la solucion lactea y el alimento estandar. En
cambio, el grupo HCD + cho, al estar acondicionado a una dieta rica en calorias y
carbohidratos, puede percibir de manera limitada o en menor medida la solucién
lactea como un estimulo particularmente valioso, alargando asi la latencia en su
consumo. Sin embargo, es de resaltar que ambos grupos presentan la conducta de

atracon.

Tomando en cuenta la “Teoria de la prominencia de los incentivos” (Incentive
Salience Theory), que explica como ciertos estimulos asociados con recompensas
(como alimentos palatables) pueden adquirir un valor motivacional excesivo y
volverse altamente “deseables” [Berridge, K.C. et al., 2016], la recompensa no es
un proceso unitario, sino que comprende un componente de placer afectivo
denominado “gusto” y un componente motivacional no afectivo denominado
“‘deseo”. Es decir, “gustar” corresponde al componente hedodnico que refleja la
experiencia inmediata de comer un alimento placentero, mientras que “deseo” es la
motivacion de incentivo que puede conducir a un consumo excesivo de alimentos
[Guillaumin, M. et al., 2023].
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Dichos estimulos corresponden a procesos psicologicos diferentes con mecanismos
neuronales distintos, incluso cuando ambos procesos ocurren simultaneamente
[Robinson, M. et al., 2013]. Para poder diferenciar entre el “deseo” y “gusto” frente
a un alimento palatable, Guillaumin y colaboradores analizaron la microestructura
del lamido, concluyendo que un aumento en el numero de episodios y una
disminucién en el intervalo entre episodios representan una mayor relevancia del
“deseo”, mientras que un aumento en la duracion de las lamidas individuales y la
duracion de los episodios de lamidas (dada por el cociente lamidas/episodio) se

asocia al “gusto” [Guillaumin, M. et al., 2023].

Esto sugiere que nuestros animales estdn mas motivados (presentan un mayor
“dese0”) para consumir la solucion lactea, ya que presentaron una gran cantidad de
episodios en un periodo de tiempo corto (30 minutos), lo que también nos habla de
una disminucion en el intervalo entre episodios. Es probable que los estimulos
sensoriales (olor, sabor y textura) vinculados al consumo hayan adquirido un valor
motivacional desproporcionado, impulsando su ingesta a pesar de la ausencia de

una necesidad energética real, desencadenando la conducta de atracon.

Al comparar los resultados ya mencionados con los obtenidos en la prueba de
preferencia a la sacarosa (Fig. 12), podemos observar una situacion interesante.
Primero, el monitoreo de dicha prueba se realizé en un periodo de 6 horas mientras
que el monitoreo del consumo de la solucidn lactea solo duré 2 horas, a pesar de
que se obtuvieron datos por mas tiempo en el monitoreo de sacarosa, los episodios
fueron menores, teniendo un maximo de 22 para el grupo HCD + cho, mientras que
para la solucién lactea se tuvieron mas de 50 episodios para ambos grupos, lo que
nos habla de una conducta establecida de deseo para la solucion lactea.

Neurobiologia del atracén

Es por demas importante analizar por qué los modelos animales (y humanos)
prefieren alimentos ricos en azucares/grasa al alimento estandar y como esto puede
conducir a episodios de atracon. Al respecto, se puede discutir como participa la
activacion de los circuitos cerebrales asociados a los procesos

homeostaticos/apetitivos, emocionales y heddnicos/basados en la recompensa.
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Multiples neurotransmisores, neuropéptidos y metabolitos periféricos pueden influir
en estos procesos, incluidos la dopamina, los opioides, los péptidos orexigénicos,
el glutamato, el acido gamma-aminobutirico (GABA), los endocannabinoides, la
leptina, insulina, grelina y GLP-1 [Boswell, R. G. et al., 2021]. En el siguiente
esquema se muestran las principales areas cerebrales implicadas en la regulacion

de la alimentacion junto con los neurotransmisores participantes.
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Figura 19. Circuito principal encargado de la regulacion de la ingesta de alimentos. Para simplificar, la ilustracion
no muestra todas las interconexiones y excluye algunas regiones adicionales. Arc, nucleo arqueado; NTS,
nucleo del tracto solitario; VTA, area tegmental ventral; LH, hipotalamo lateral; PVN, nucleo paraventricular;
NAc, nucleo accumbens; AMY, amigdala; PFC, corteza prefrontal; OFC, corteza orbitofrontal. Elaboracion
propia.

La informacion sensorial del gusto de la boca se transmite a las areas corticales que
reciben sefales de saciedad del intestino a través de mecanismos subcorticales. El
nucleo del tracto solitario (NTS) y el talamo transmiten informacién de los sistemas
de control de energia en el hipotalamo [Avena, N.M. et al., 2012]. El nucleo arcuato
recibe sefiales periféricas como hormonas gastrointestinales (péptido YY, grelina,
leptina, insulina, péptido similar al glucagon-1[GLP-1]) y nutrientes como la glucosa
[Chae Y, 2023]. Ademas, contiene neuronas anorexigéenicas POMC vy el transcrito
relacionado con la cocaina y la anfetamina (CART); sus proyecciones se dirigen

principalmente al PVN vy al hipotalamo lateral (LH), donde liberan hormona
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estimulante de melanocitos a (a-MSH), inhibiendo la ingesta y aumentando el gasto
energético. En contraste, también contiene neuronas orexigénicas que liberan
neuropéptido Y (NPY) y AgRP, ambos potentes estimuladores del consumo
alimenticio. Estas neuronas también proyectan hacia el PVN y LH, donde
promueven la liberacion de hormonas como la orexina, que aumenta el apetito y
disminuye el gasto de energia [Farr O.M., 2016]. Sin embargo, este sistema no
opera de manera aislada; existen conexiones indirectas hacia la amigdala, el NAcy
la corteza prefrontal a través de proyecciones directas de PVN y LH, por lo que
existe un puente funcional entre los circuitos homeostaticos y hedonicos del
consumo alimenticio. Estudios recientes han encontrado que las neuronas LH que
proyectan al VTA codifican acciones de busqueda de recompensa y estan
involucradas en la busqueda compulsiva de sacarosa. Asimismo, las neuronas LH
glutamatérgicas se han visto involucradas en la supresion de la alimentacion
[Bourdy, R. et al., 2023].

La desregulacion del sistema homeostatico (causada por la RI, resistencia a la
leptina y diferentes alteraciones metabdlicas) puede desregular las sefales de
saciedad y hambre, favoreciendo la dominancia de las vias orexigénicas y
generando un mayor peso al sistema de recompensa para regular la conducta

alimentaria [Avena, N.M. et al., 2012].

Las emociones son importantes moduladoras del apetito. La amigdala participa no
solo en la regulacion emocional, sino también en el procesamiento de sefales
sensoriales y motivacionales asociadas al alimento [Farr O.M., 2016], ya que vincula
los aspectos heddnicos, emocionales y de aprendizaje del acto de comer,
modulando la decision de inhibir o iniciar la ingesta en base a la experiencia previa,
el contexto y el valor emocional del estimulo alimentario. La amigdala mantiene una
estrecha comunicacion con el VTA y el NAc, por lo que, a través de estas
condiciones, mediadas por glutamato, GABA y dopamina (Fig. 19), permite que las
experiencias previas con alimentos altamente palatables generen una memoria

emocional positiva que potencia el deseo por su consumo futuro.
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Su disfuncién, especialmente en estados metabdlicos alterados, como el SMet o la
conducta de atracén, podria explicar la dificultad para resistir alimentos ricos en
azucar o grasa, incluso cuando las demandas energéticas del organismo ya han
sido cubiertas. De hecho, la reactividad emocional, definida como la intensidad y
duracién de las emociones en respuesta a estimulos, esta involucrada en la
psicopatologia relacionada con la alimentacion. Una mayor emocion negativa
reportada se ha asociado con atracones posteriores en individuos con BED [Haedt-
Matt, A.A. et al., 2011], ademas de que se relaciona con una mayor impulsividad.
Las personas que padecen BED muestran mayor reactividad al estrés, con sintomas
de depresion y ansiedad graves. La angustia emocional puede sensibilizar el
sistema de recompensa del cerebro a los alimentos y sus sefales predictivas; en
consecuencia, los atracones pueden ser precipitados por los efectos de la

reactividad emocional [Boswell, R. G. et al., 2021].

Ademas, la amigdala esta involucrada en la impulsividad asociada a los alimentos
palatables y en la tendencia a comer en exceso alimentos palatables en respuesta
a estados emocionales negativos, promoviendo asi el comportamiento de
aproximacion a estos alimentos a través de la activacion estriatal y la supresion del
control inhibitorio descendente de PFC [Bourdy R. et al., 2023].

El nucleo accumbens constituye una pieza central del sistema de recompensa y
cumple un papel vital en la motivacion, el placer y el control del comportamiento
alimentario. Actua como un centro integrador de sefales provenientes de diversas
regiones cerebrales, recibiendo sefales dopaminérgicas del VTA, glutamatérgicas
de la amigdala y PFC, asi como orexigénicas desde el LH donde convergen las
sefales homeostaticas del hambre y la saciedad (Fig. 19). Desde una perspectiva
funcional, participa en la evaluacion del valor heddnico y motivacional de los
estimulos alimentarios. Como se menciond, su activacién se asocia al deseo y
gusto, que son modulados principalmente por la liberacion de dopamina, la cual
puede aumentar en respuesta a alimentos ricos en azucares o grasas, reforzando

asi la conducta de busqueda y consumo [Guillaumin, M. et al., 2023].
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En la conducta de atracon, estudios recientes mencionan que existe una
sensibilizacion elevada a la recompensa de comida junto con una mayor
impulsividad y compulsividad [Boswell, R. G. et al., 2021]. La impulsividad
corresponde a un constructo multifacético caracterizado por “acciones que estan
mal concebidas, se expresan prematuramente, son excesivamente arriesgadas o
inapropiadas para la situacion y que a menudo resultan en consecuencias
indeseables”, es decir, implica actuar precipitadamente, tener mayores impulsos
relacionados con la recompensa y una toma de decisiones desventajosa [Kessler,
R.M. et al., 2016]. Por el contrario, la compulsividad se caracteriza por
“comportamientos perseverantes y repetitivos que no tienen una relacion obvia con
un objetivo general y que a menudo resultan en consecuencias indeseables” [Dalley,
J.W. et al.,, 2011]. Estas conductas pueden reflejar fallas del control cognitivo,
posiblemente mediadas en parte por interacciones entre los circuitos prefrontales
(sistema ejecutivo) y los que promueven la participacion conductual, como el
sistema mesocorticolimbico. Se ha planteado la hipétesis de que una transicion de
conductas impulsivas, impulsadas por la recompensa, a conductas compulsivas,
impulsadas por el habito, puede ser un indicador de una mayor gravedad del BED
[Boswell, R. G. et al., 2021].

También hay evidencia de una teoria de sensibilizaciéon a incentivos en los
atracones, que sugiere que los episodios repetidos de atracones de comida
sensibilizan al cerebro, o que conduce a una mayor saliencia de incentivos, o
"deseo" de comida, pero no en la anticipacion de otros elementos potencialmente
gratificantes [Donnelly B. et al., 2024; Leenaerts, N. et al., 2022; Bourdy R. et al.,
2023].

En modelos animales con BED, los episodios repetidos de atracones son
responsables de una sobreactivacion del sistema mesocorticolimbico que podria
explicar la desensibilizacion heddnica, lo que conlleva una mayor busqueda de
alimentos apetecibles, mayor frecuencia de atracones y mayores niveles de
consumo de alimentos. Esto contribuiria al mantenimiento de los atracones,

involucrando a los individuos en un circulo vicioso de ingesta desadaptativa de
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alimentos. Por otro lado, la perpetuacion de los atracones podria reflejar una mayor
sensibilidad a la recompensa de las sefales relacionadas con los alimentos
apetecibles, lo que potencia el aprendizaje de refuerzo para la comida y, a su vez,

conduce a un comportamiento impulsivo [Bourdy R. et al., 2023].

Efecto del sindrome metabdlico y el atracdn sobre la conducta de los modelos

animales

Las pruebas conductuales aplicadas en el presente estudio permitieron explorar de
manera integral los efectos del SMet y del sobreconsumo de una solucion lactea
que derivo en la conducta de atracon y en su efecto sobre la conducta emocional y
motivacional de nuestros modelos. A través de la prueba de laberinto elevado en
cruz, se establece que el grupo normocalérico expuesto a la solucion lactea
presenta una conducta similar a la ansiedad, ya que pas6 un menor tiempo en los
brazos abiertos en comparacién con el grupo NCD. Esta prueba se basa en el
conflicto entre la tendencia exploratoria natural del animal y su aversién innata a los
espacios abiertos y elevados. Los roedores prefieren ambientes cerrados y
protegidos (que ofrecen una seguridad contra los depredadores), por lo que evitan
espacios abiertos donde se sienten vulnerables; es por ello que una reduccion en el
tiempo pasado o en las entradas a los brazos abiertos se interpreta como un
aumento en la conducta tipo ansiosa [Carobrez, A.P. et al., 2005]. Debido a que se
generé una condicion de SMet, se encuentra presente un estado de
neuroinflamacion y estrés oxidativo de bajo grado a nivel central [Trevifio, S. et al.,
2022], comprometiendo la funcionalidad celular.

La inflamacion crénica de bajo grado y el estrés oxidativo no se limitan a tejidos
periféricos. Pueden inducir disfuncion endotelial, contribuyendo a la aparicion de las
demas condiciones clinicas que caracterizan al SMet [Neeland, I. J. et al., 2024]. A
mismo tiempo, puede alterarse la barrera hematoencefdlica y producir
neuroinflamacion, tal como se muestra en la figura 20 [Trevifio, S. et al., 2022],
generando un mayor riesgo de deterioro cognitivo y enfermedades
neurodegenerativas (como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,

depresion, trastornos de ansiedad, etc.), mediante mecanismos que incluyen estrés
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oxidativo, disfuncién mitocondrial, inflamacion microglial y Rl a nivel central
[Salcudean, A. et al., 2025 y Ezkurdia, A. et al., 2023].
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Figura 20. Desbalance cerebral causado por la desregulacién metabdlica periférica. Tomado de Trevifio, S. et
al., 2022.

En nuestro grupo de trabajo es bien sabido el impacto de la neuroinflamacion en las
areas cerebrales encargadas del aprendizaje y la memoria. Sin embargo, se pueden
generar cambios en otras areas, tales como las involucradas en estados de
ansiedad, donde destaca la amigdala [Fuentes E. et al., 2023 y Cen, M. et al., 2024].
Aunado a ello, la posible alteracion en el sistema de recompensa dada por los
patrones de “deseo” ante el consumo de la soluciéon lactea descritos previamente

podria asociarse a la ansiedad.

Por otra parte, si bien en la prueba de enterramiento de marmol no se hallaron
diferencias significativas y se podria creer que existen resultados contradictorios, la
conducta de enterrar objetos no solo se asocia a una ansiedad frente a un estimulo
nuevo, sino también puede interpretarse como un comportamiento repetitivo y de
compulsividad, que en este caso no es presentada por los animales [Angoa-Perez,

M. et al., 2013]. La ausencia de este comportamiento radica nuevamente en las
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areas cerebrales con mayor afectacion respecto al consumo de alimentos altamente
palatables y a la gravedad de la conducta del atracon. Como se describid
anteriormente, en el atracon existen conductas de impulsividad y compulsividad, y
la transicion de una conducta impulsiva hacia una compulsiva, la cual es un

indicador de mayor gravedad en pacientes con BED [Boswell, R. G. et al., 2021].

La prueba de alimentacién con supresion de novedad (NSFT) permite detectar
patrones de ansiedad (debido al conflicto entre el estrés por novedad y el impulso
instintivo de alimentacion [Gencturk et al., 2024]) y, sobre todo, anhedonia, que se
define como la incapacidad o disminucién para experimentar placer en actividades
que normalmente resultan gratificantes o placenteras [Gorwood P., 2008]. A pesar
de no encontrar diferencias significativas (con excepcion del grupo HCD en la
latencia a acercarse al alimento con respecto al control), esto no necesariamente
significa una alteracién en la anhedonia o falta de placer. Debido a que los animales
previamente estuvieron expuestos de manera continua a una solucion lactea, al ser
altamente palatable generd un mayor “deseo” al estimulo [Guillaumin, M.C.C., et al.,
2023], y esta informacion fue memorizada, ya que al presentarse un alimento nuevo
con caracteristicas sensoriales y organolépticas diferentes (olor, textura,
presentacion, composicion), pero con la misma carga caldrica, no se asocié el
mismo “deseo”, y por lo tanto, el sistema de recompensa no fue activado con la
misma intensidad. Cabe resaltar que, estos resultados apoyarian la teoria de
sensibilizacién de incentivos de los atracones, ya que los atracones sensibilizaron
al cerebro (por ello presentan un mayor deseo) y generan una mayor actividad o
liberacién dopaminérgica en las regiones asociadas con la recompensa cuando se
anticipa la solucion lactea; mientras que la exposicion a un alimento novedoso

posiblemente no generd la misma sensibilizacion y liberacion del neurotransmisor.

Es por ello que, en la prueba de preferencia a una solucién de sacarosa al 1%, que
evalua la anhedonia consumatoria (gusto) y la anhedonia motivacional (deseo) y se
utiliza como un indicador de la conducta similar a la depresién [American Psychiatric
Association, 2013], no hubo cambios significativos en la preferencia. Debido a que

nuestros animales no presentan anhedonia y, que la sacarosa también
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corresponderia a un alimento novedoso con caracteristicas organolépticas
diferentes a la solucion lactea. Ademas, al analizar la microestructura del lamido,
vemos que el comportamiento no se asocia a un “deseo” tal como ocurre con la
solucion lactea, debido a que los grupos expuestos a la solucion presentan un
menor numero de episodios a diferencia de cuando se da el atracdn y para el caso
del grupo NCD + cho, el numero de episodios es mucho menor al del grupo control

en el consumo de sacarosa, por lo que se asociaria a una conducta de “gusto”.

Efecto del sindrome metabdlico y la conducta de atracon sobre la expresion de los

sensores energéticos

Los sensores energéticos, AMPK, SIRT1y FOXO1, permiten regular el metabolismo
censando el estado de los nutrientes para mantener la demanda energética celular.
Como se describié previamente, AMPK censa directamente los niveles bajos de
ATP, promoviendo vias catabdlicas para generar energia, como la glucdélisis [Liu H.
et al., 2025] y la B-oxidacién de acidos grasos [Yuan H. X., 2013]. Para el caso de
SIRT1, se promueve la B-oxidacion, activa FOXO1 y, junto con AMPK, la biogénesis
mitocondrial al fosforilar PGC-1a [Duan W, 2013]. Finalmente, FOXO1 es un factor
de transcripcion que puede activarse cuando existen niveles bajos de insulina o
presencia de RI; promueve la transcripcion de genes asociados a la
gluconeogénesis y lipogénesis y, dependiendo del tejido, puede inhibir o promover
la B-oxidacion [Teaney N.A., 2023 y Cheng Z., 2011]. Asimismo, debido a que estos
sensores energeticos se encuentran en las areas centrales de regulacion de la
alimentacion (homeostatico/metabdlico y motivacional/emocional), su activacion o
inhibicion modula y responde a cambios en la conducta alimentaria, generando un
mayor o menor consumo de alimentos [Maissan P., 2021, D'Angelo, S. et al., 2021
y Muraleedharan, R. et al., 2022].

La actividad de los sensores energéticos se ve aumentada en condiciones de ayuno,
ya que la disponibilidad de los nutrientes es baja y se requiere mantener la demanda
energeética celular. En nuestros experimentos, los modelos animales se encontraban
con 4 horas de ayuno al momento del sacrificio; se esperaria que estuvieran activos

los sensores debido a la restriccion de alimento. Cabe mencionar que este
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corresponderia a un comportamiento fisioldgicamente normal. Ahora bien, la RI

periférica fue confirmada en los grupos HCD, NCD + cho y HCD + cho; si esta

también se encuentra en las regiones cerebrales analizadas, para el caso especifico

de FOXO1, sus niveles de expresion deberian ser mucho mayores en comparacion

con el grupo control y su localizacion deberia predominar a nivel nuclear.

A continuacion, se resumen los resultados obtenidos de la cuantificacion de los

sensores energéticos en la siguiente tabla para una mayor facilidad en su

interpretacion. Se agruparon las diferencias estadisticamente significativas y no

significativas con respecto al grupo control.

Grupo Nucleo accumbens | Amigdala (AMY) Hipotalamo (HT)
(NAc)
HCD SIRT1: | SIRT1: 1 SIRT1: |
AMPK: 1 AMPK: 1 AMPK: 1
FOXO1 FOXO1 FOXO1
(citoplasmatico): | (citoplasmatico): 1 (citoplasmatico): sc
FOXO1 (nuclear): 1 | FOXO1 (nuclear): 1 | FOXO1 (nuclear): 1
NCD + cho | SIRT1: 1 SIRT1: 1 SIRT1: ¢t
AMPK: 1 AMPK: 1 AMPK: 1
FOXO1 FOXO1 FOXO1
(citoplasmatico): | (citoplasmatico): 1 (citoplasmatico): 1
FOXO1 (nuclear): | | FOXO1 (nuclear): 1 | FOXO1 (nuclear): 1
HCD + cho | SIRT1: 7 SIRT1: 1 SIRT1: 1
AMPK: | AMPK: 1 AMPK: 1
FOXO1 FOXO1 FOXO1
(citoplasmatico): 1 (citoplasmatico): 1 (citoplasmatico): 1
FOXO1 (nuclear): | | FOXO1 (nuclear): 1 | FOXO1 (nuclear): 1

Tabla 6. Expresion de los sensores energéticos en el sistema mesolimbico. Las flechas rojas indican diferencias
estadisticamente significativas, mientras que las flechas negras representan tendencias observadas en los

graficos.
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En este sentido, iniciando con el hipotalamo, para el caso del grupo expuesto a la
dieta hipercaldrica (HCD) unicamente existié un aumento significativo de AMPK con
ligeras tendencias a cambios en los demas sensores, lo que nos habla de una
desregulacion de AMPK; la tendencia a la baja de SIRT1 podria deberse a niveles
mas bajos de NAD+ o un evento inicial de disfuncién mitocondrial. ElI grupo
normocaldrico expuesto a la solucion lactea (NCD + cho) también tuvo un aumento
significativo de AMPK y de FOXO1 a nivel nuclear, lo que nos indicaria que existe
RI en el hipotalamo y este grupo presentaria la mayor desregulacién. Mientras que
para el caso de SIRT1 y FOXO1 citoplasmaticos se observan tendencias al alza.
Para el grupo expuesto a las dos variables (HCD + cho), solo existié un aumento en
la fraccion citoplasmatica de FOXO1 y tendencias al alza en los demas sensores,
por lo que el sobreconsumo de calorias podria compensar la desregulacion de los
sensores, causando la mayor expresion de FOXO1 en el citoplasma. Este
comportamiento podria asociarse a una adaptacion del sistema ante la exposicion

cronica a diferentes alimentos altamente palatables.

La activacion de AMPK llevaria consigo el aumento de procesos catabdlicos y
autofagia mitocondrial, asi como una estimulacion del apetito (por incremento de
AgRP/NPY y disminucién de POMC [Min, S.H. et al., 2024 y Claret, M. et al., 2007]).
Asimismo, la mayor expresiéon de FOXO1 nuclear promoveria la transcripcion de

genes asociados a la gluconeogénesis y genes orexigenicos.

La disrupcion de los sensores energéticos es multifactorial; en el hipotalamo, cobran
gran importancia las hormonas periféricas y las hormonas del eje adrenal. La leptina
puede aumentar la expresion de los genes POMC vy regular la excitacion de las
neuronas POMC, cuyo producto (a-estimulante de los melanocitos o a-MSH) se
libera en la sinapsis para activar las neuronas mediante la union al receptor de la
melanocortina (MCR); ademas inhibe la sintesis de NPY/AgRP en las neuronas,
inhibe la actividad de FOXO1 a través de la via PI3K en el hipotalamo y promueve
la unién de STAT3 al promotor POMC, teniendo un efecto final la reduccion en la

ingesta de alimentos y la generacién de sefales de saciedad.
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La insulina y la adiponectina también cuentan con receptores en las neuronas
POMC, por lo que modulan la excitabilidad y expresion proteica de estas células y
participan en las sefales de saciedad. Las hormonas endocrinas de origen
intestinal, GLP-1 y GLP-2, regulan el apetito y el metabolismo de la glucosa, ya que
poseen receptores en las neuronas POMC y NPY [Yang, D. et al., 2022]. A su vez,
las neuronas POMC reciben sefiales neuronales centrales, como la a-MSH, la B-
endorfina y la hormona adrenocorticotropica (ACTH). La activacion del eje adrenal
inhibe el apetito; sin embargo, se ha observado que en condiciones cronicas, los
glucocorticoides actuan en el hipotalamo y la amigdala para estimular el apetito,
aumentan la sefalizacion de AMPK en el nucleo arqueado para regular
positivamente la expresion de NPY y AGRP y estimular las acciones de estos
péptidos orexigénicos [Sominsky, L. et al., 2014, Scerif, M. et al., 2013 y Rosenberg,
N. et al., 2013].

Por lo tanto, en situaciones de hiperinsulinemia, RI, resistencia a la leptina y
disrupciones en las hormonas previamente mencionadas impedirian la correcta
supresion de la alimentacion y el aumento del gasto energético [Liu, J. et al., 2022
y Obradovic, M. et al., 2021]. Respecto a nuestros modelos animales, a nivel
periférico solo encontramos Rl y una activacion del eje adrenal; esto explicaria por
qué solo el sensor AMPK presenta una desregulacion (a excepcion del caso de NCD
+ cho, que tiene dos sensores desregulados). Es probable que, en un tiempo mayor
de exposicion a la dieta hipercaldrica y a la solucion lactea, se genere una disfuncion

adipositaria franca, generando una disrupcion total de los sensores energéticos.

Con respecto al NAc y la amigdala, que corresponden al cerebro
heddnico/emocional, debemos recordar que no se encuentran aislados del sistema
homeostatico. Como lo muestra la Fig. 19, las proyecciones del nucleo arqueado
llegan hacia el PVN y LH, nucleos del hipotalamo que tienen proyecciones directas
al VTA y a su vez conexiones con la amigdala; aunque no se muestra en el
esquema, diversos estudios mencionan proyecciones directas del nucleo arqueado
hacia el NAc [Eliason, N.L. et al., 2023 y Song, J. et al., 2023] y amigdala [Song, J.

et al., 2023]. Por lo que la desregulacién mostrada en el hipotdlamo de AMPK y
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FOXO1 puede generar sefales que se proyecten a estas dos areas cerebrales,

afectando sus acciones y la expresidon de sus propios sensores energéticos.

Como se muestra en los resultados (Fig. 13 y tabla 6), en el NAc el grupo sometido
a dieta hipercalérica mostro una desregulacion de AMPK al tener un aumento
significativo; los demas sensores solo muestran ligeras tendencias a una menor
actividad de SIRT1 y una mayor actividad de FOXO1 que estaria asociada a la Rl
en esta area cerebral. En cuanto al grupo NCD + cho, también se observa la misma
desregulacion de AMPK, mientras que se observa una tendencia al alza de SIRT1
y una tendencia a una menor actividad de FOXO1. La desregulacion de AMPK para
ambos grupos se interpreta como una deficiencia energética que las células estan
reconociendo y puede deberse no solo a las proyecciones del hipotalamo [Xu, Y., et

al., 2024], sino también a las de la amigdala.

La amigdala basolateral (BLA) es crucial para las conductas de recompensa a
través de una proyeccion al NAc. Las proyecciones glutamatérgicas estan
involucradas en el aprendizaje por refuerzo, la busqueda de recompensa, la
respuesta instrumental sostenida y las conductas de riesgo al facilitar la activaciéon
de NAc en respuesta a sefales predictivas de recompensa. Diversos estudios
mencionan que los subconjuntos de neuronas en BLA se activan selectivamente en
respuesta a estimulos gratificantes y condicionados predecibles, como una solucién
de sacarosa gratificante [Dieterich, A. et al., 2021]. Por lo tanto, al estar alterados
los sensores energéticos en la amigdala, estas sefiales de motivacion y consumo

de la solucion lactea y la dieta hipercaldrica pueden proyectarse hacia el NAc.

A su vez, puede generarse una activacion del sistema de recompensa con la
participacion de diversos neurotransmisores y sistemas. Primeramente, se verian
involucradas la hiperactividad de DA liberada por VTAy la menor expresién de D2R
[Alagha M. et al., 2025 y Donnelly B. et al., 2024]. En segundo lugar, el sistema
endocannabinoide cobra importancia para modular las conductas de alimentacion
heddnica; a nivel molecular, CB1 puede modular directamente la sefializacién de la
DA en la via VTA-NAc, la activacién del receptor aumenta la liberacion de dopamina

en NAc, amplificando la sensibilidad a la recompensa. Ademas, la activacién del
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receptor CB1 en las entradas GABAérgicas puede reducir la liberacion de GABA en
las neuronas dopaminérgicas; esta desinhibicion aumenta la activacion

dopaminérgica, lo que lleva a una mayor liberacion [Zhang, M. et al., 2025].

De esta manera, planteamos la hipétesis de que la activacion de CB1 y la liberacion
de neurotransmisores traen consigo la activacion del sensor AMPK, posiblemente
por la via LKB1 [Ku-Lung, H. et al., 2024]; a pesar de que actualmente no existen
estudios que demuestren la hipotesis en el NAc, en otras areas cerebrales y a nivel
periférico se ha encontrado que por ejemplo, la activacion del sistema
endocannabinoide contribuye a la activacién de AMPK [King-Himmelreich, T. S. et
al., 2017]. Conductualmente, la desregulacion de AMPK se traduciria en un aumento
del valor de recompensa de los alimentos palatables, fomentando conductas de

alimentacion hedonicas.

Finalmente, para el grupo expuesto a ambas variables (HCD + cho), no se muestran
cambios significativos, unicamente tendencias a una mayor activacion por parte de
SIRT1 y una menor actividad de AMPK y FOXO1, lo cual es sugerente de una
adaptacion compensatoria del NAc. Las tendencias a una mayor activacion de
SIRT1 en el grupo NCD + cho y HCD + cho potencian los efectos gratificantes de la

solucion lactea [Ferguson, D. et al., 2013].

En cuanto a la amigdala (Fig. 14 y tabla 6), asi como en las demas areas estudiadas,
el grupo HCD mostré una activacion significativa de AMPK, con tendencias a una
mayor activacién de SIRT1 y FOXO1. Para el grupo NCD + cho se observa una
desregulacion significativa de SIRT1 y FOXO1, teniendo una mayor actividad, asi
como una tendencia al alza de AMPK, por lo que nuevamente este grupo posee la
mayor desregulacion de los sensores energéticos (es por ello que en la prueba de
laberinto en cruz elevado este grupo presenta ansiedad). Finalmente, el grupo
expuesto a la solucion lactea y la dieta hipercalérica (HCD + cho) mostraron una
mayor expresion significativa de AMPK y tendencias al alza de SIRT1 y FOXO1.

En todos los grupos, la amigdala observa un aumento en la expresion de los
sensores energéticos, lo que nos habla de que esta area cerebral es mas

susceptible a la desregulacion energética, se plantea que el efecto del consumo de
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alimentos con alto contenido de carbohidratos simples ejerce un impacto en la
emocionalidad (como la conducta similar a la ansiedad) y memoria asociativa de los
animales, generando una mayor motivacion hacia ir por el alimento y reforzando
recuerdos hedonicos. Los mecanismos celulares implicados en la desregulacion
energética pueden estar asociados a neurotransmisores que aumenten la
reactividad emocional ante estimulos alimentarios, como las proyecciones del
hipotalamo (Arc), el VTA (dopaminérgicas) y el NAc (GABAérgicas). Ademas, cabe
mencionar que el sistema endocannabinoide, mediante su receptor CB1, se

encuentra expresado en la amigdala [Navarrete, F. et al., 2020].

Efecto del sindrome metabdlico y la conducta de atracon sobre la bioenergética

mitocondrial

Las mitocondrias son la fuente de produccién de energia en forma de ATP a través
de la fosforilacion oxidativa y la cadena de transporte de electrones (CTE) [Yusri, K.
et al., 2025]. Mediante la cuantificacion de la sintesis de ATP evaluamos la
capacidad y funcionalidad mitocondrial para producir energia, asi como la
desviacion de rutas metabdlicas y los sensores energéticos implicados por cambios
en la sintesis. Se empled una serie de sustratos y combinaciones para evaluar la
activacion de rutas metabdlicas y los distintos puntos de entrada de electrones en

la CTE, (tal como se observa en la Fig. 21):

e Piruvato + malato (Pir + Mal): El piruvato es un metabolito producido por la
glucdlisis; al entrar en la mitocondria, se convierte en acetil-CoA (a través de
la piruvato deshidrogenasa (PDH)) y participa en el ciclo de Krebs o ciclo del
acido tricarboxilico (TCA). En cambio, el malato es transformado en
oxalacetato (por malato deshidrogenasa), que también se incorpora al TCAy
promueve la generacion de NADH, que posteriormente libera electrones al
Complejo | (Cl) de la CTE. Por lo tanto, el uso de esta combinacion de
sustratos permite evaluar el flujo por el Cl y la oxidacién derivada de
carbohidratos.

e Glutamato + malato (Glu + Mal): Glutamato puede convertirse en o-

cetoglutarato por transaminacion o por accion de la glutamato
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deshidrogenasa, incorporandose al ciclo TCA 'y generando, a su vez, NADH.

Esta combinacion también permite evaluar el flujo por el Cl, pero también

evaluar rutas que reflejan el metabolismo de aminoacidos.

e Succinato (Succ): El succinato es oxidado a fumarato por la succinato

deshidrogenasa (SDH) en el TCA; esto trae consigo la reduccién de FAD a

FADH: y la entrega de electrones a ubiquinona sin pasar por el Cl. El uso de

este sustrato permite evaluar la capacidad de la SDH o del Complejo Il (Cll),

que forma parte tanto del ciclo TCA como de CTE [Gnaiger, E. 2024 y Rultter,
J. etal., 2010].
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Figura 21. Cadena transportadora de electrones (CTE) presente en la fosforilacién oxidativa (OxPhos). Tomado
de Nolfi-Donegan, D. et al., 2020.

La capacidad de la célula y sus mitocondrias para elegir el mejor sustrato energético
(carbohidratos, lipidos, aminoacidos) en dependencia de las necesidades de ATP,
las condiciones fisiolégicas y la disponibilidad de sustratos se conoce como
flexibilidad metabdlica y es determinante en la funcionalidad de la célula para el
correcto acople del metabolismo de los nutrientes [Moroni, D. 2023, tesis de

doctorado].

Sin embargo, esta capacidad se ve limitada en funcion del tejido, ya que no todos
los tejidos utilizan los sustratos en igual medida. Para el caso del cerebro, se debe
recordar que su metabolismo es multicelular y cooperativo; no solo cobran
importancia las neuronas, sino que los astrocitos, oligodendrocitos y otras células
gliales desempefian un papel activo proporcionando lactato, soporte antioxidante y
transporte de sustratos que impulsan la funcién neuronal y la memoria [Bolanos,
J.P. et al., 2025].
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Figura 22. Vias metabdlicas clave de las principales fuentes de energia cerebral, su regulacién y cooperacion
metabdlica entre la neurona y el astrocito. Tomado de Shichkova, P. et al., 2024.

Existen diferencias importantes en las caracteristicas metabdlicas entre astrocitos y

neuronas (que se resumen en la tabla 7) que probablemente influyan en la gestién
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conjunta de la energia. Las neuronas representan la mayor parte del gasto de ATP
en el cerebro y esta energia proviene principalmente del catabolismo de la glucosa
y la fosforilacion oxidativa [Shichkova, P. et al., 2024]; en cambio, los astrocitos
metabolizan predominantemente la glucosa a través de la glucélisis [Watts, M.E. et
al., 2018]. Otros sustratos usados por las diferentes células son el lactato o los
cuerpos ceténicos (que pueden oxidarse como fuente de energia en el cerebro);
ambos pueden ser suministrados por la circulacion sanguinea o ser sintetizados por
los astrocitos y liberados o metabolizados. Como se menciond anteriormente, el
glutamato es un aminoacido que puede oxidarse a a-cetoglutarato y puede generar
hasta 20 moléculas de ATP; sus niveles en el cerebro son cinco veces mas altos
que los de glucosa, por lo que también puede ser un sustrato importante para la
obtencién energética [Rae, C.D. et al., 2024]. En los astrocitos se da la oxidacion de
acidos grasos, en comparacioén con las neuronas, cuya ruta es desfavorecida y
generaria una menor tasa de produccion de ATP; los lipidos proporcionan una de

las principales fuentes de energia para los astrocitos.

Caracteristica Neurona Astrocito
Transportadores de GLUT3, GLUT4 (terminales GLUT1
glucosa presinapticas)
Almacenamiento y No presente o baja, expresion Presente
metabolismo del dependiente de edad
glucégeno
Via bioenergética OxPhos Glucdlisis

predominante

Hexoquinasa

Mayor expresion

Menor expresion

TCA

Mas activo

Menos activo

Piruvato

deshidrogenasa

Mas activo

Menos activo

Complejo | de CTE

En su mayoria se ensamblan
en supercomplejos (menor
generacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS))

Alta proporcion de complejo
| libre (mayor generacion de
ROS)
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MAS (lanzadera Particularmente importante Actividad extremadamente

malato-aspartato) baja
Oxidacion de acidos Casi no presente Presentes (alrededor del
grasos (FAO) 20% de las necesidades

astrociticas), enzimas FAO

enriquecidas

Tabla 7. Diferencias clave en el metabolismo entre neuronas y astrocitos. La columna de caracteristicas incluye
las vias, enzimas y transportadores en los que se han demostrado diferencias entre neuronas y astrocitos.
Tomado y modificado de Shichkova, P. et al., 2024.

En nuestros resultados puede observarse que, para el caso de la amigdala y el
hipotalamo, independientemente del sustrato y del grupo a estudiar, la sintesis de
ATP es menor para los tres grupos HCD, NCD+ cho y HCD + cho con respecto al
grupo control, siendo los grupos expuestos a la solucion lactea los que presentan
una disminuciéon aun mayor. Cabe mencionar que, los niveles bajos de ATP
concuerdan con los niveles aumentados de AMPK observados en ambos tejidos, en
condiciones fisioldgicamente normales, AMPK activaria la produccion de energia y
la biogénesis mitocondrial por parte de PGC-1a, sin embargo, al observar que no
existe una mayor sintesis de ATP, se plantea la hipotesis de que existe un
compromiso en la funcion mitocondrial, ya que se tiene un balance energético
positivo y la biodisponibilidad de la glucosa es adecuada. En el caso de SIRT1,
recordemos que es una proteina que se activa cuando existen niveles elevados de
NAD®. Al tener una baja en la sintesis de ATP empleando Pir + Mal y Glu + Mal, se
infiere que la relacion NAD*/NADH es mayor y activaria a este sensor, lo que
coincide con los aumentos y tendencias obtenidos en nuestros resultados (a

excepcion del grupo HCD en el hipotalamo).

Hablando especificamente de cada grupo y la preferencia por sustratos, en la
amigdala se observa que el grupo HCD muestra mayor actividad al usar Pir + Mal y
Glu + Mal que Succinato, lo que nos hablaria de una mayor actividad del complejo
| y del uso de sustratos como glucosa y aminoacidos. Para NCD + cho, los
resultados son similares para cada sustrato y para HCD + cho se sigue el mismo
comportamiento de una mayor actividad del Cl y la preferencia por glucosa vy
aminoacidos. Acerca del hipotalamo, el grupo HCD y HCD cho poseen una mayor
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sintesis a través de Pir + Mal, lo que nos habla de una preferencia por la oxidacién
de carbohidratos y mayor actividad de Cl. En cambio, para NCD + cho, no hay

preferencia en cuanto a sustratos.

Respecto al nucleo accumbens, se observa nuevamente una menor sintesis de ATP
en los grupos NCD + cho y HCD + cho con respecto al control, independientemente
de qué sustrato se ocupe, lo que también nos sugiere un compromiso mitocondrial.
Al observar la Fig. 16, se tiene que, dentro de esa menor sintesis de ATP, NCD +
cho preferiria los sustratos Pir + Mal y Glu + Mal, lo que se traduce en una mayor
actividad del complejo | y el uso de sustratos como glucosa y aminoacidos. En
cambio, el grupo HCD + cho preferiria Pir + Mal y Succinato para producir ATP,
hablando de un metabolismo favorecido hacia aminoacidos y una actividad en
ambos complejos mitocondriales. Respecto a los sensores, coincide su activacion
debido a la falta de produccion de energia (con excepcion de AMPK para HCD +

cho, ya que se observa una tendencia a la baja).

En cambio, el grupo HCD genera una mayor sintesis de ATP al emplear Glu + Mal,
lo que nos habla de una activacion del Complejo | y un metabolismo asociado a
aminoacidos. A su vez, se observa una tendencia al alza al emplear el succinato, lo
que nos hablaria de una activacién mayor del Cll. Relacionandolo con los sensores
energéticos, se tiene una mayor expresion de AMPK y una tendencia a la baja de
SIRT1, probablemente por su menor capacidad de producir energia a partir de

carbohidratos y por la disminucién del cociente NAD*/NADH.

Diversos estudios han vinculado que existe una funciéon mitocondrial reducida en la
patogénesis de la diabetes y sus complicaciones [Jenkins, Y. et al., 2013 y Bikman,
B. T. et al., 2022]. EI compromiso en la funcién mitocondrial implica diversos
mecanismos y se necesitan mayores estudios y evaluaciones para confirmar la
presencia de alguno de ellos. Dentro de las multiples causas, puede existir una
menor expresion o funcion de complejos respiratorios [Sivitz, W. I. et al., 2010;
Haythorne, E. et al., 2019 y Vazquez, E. J. et al., 2015], una disminucioén en la
eficiencia de la enzima ATP sintasa o alteracién en el acoplamiento de OxPhos [Ni,

R.etal., 2016 y Sivitz, W. |. et al., 2010], una disminucidn en la capacidad de generar
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o regenerar cofactores (NAD*/FAD) [Wu, J. etal., 2016 y Elhassan, Y. S. et al., 2017],
un mayor estrés oxidativo [Victor, V. M. et al.,, 2011 y Zhang, Z. et al., 2023],
inflamacion local [Hamzeh, O. et al., 2023 y Prasun P., 2020], enzimopatias (como
menor actividad de PDH, SDH, etc.) [Lee, S. et al., 2022; Vadvalkar, S.et al., 2017 y
Tabatabaei-Dakhili, S. A. et al., 2023] o una reduccion de la biogénesis mitocondrial
mediada por PGC-1a (que a su vez puede ser afectada por el estrés oxidativo y la
inflamacion) [Singh, S. P. et al., 2016 y Wu, H. et al., 2016].

PGC-1a es un regulador maestro de la biogénesis mitocondrial y dirige diversos
factores de transcripcion, como los receptores relacionados con el estrogeno (ERR),
los factores respiratorios nucleares (NRF) 1 y 2 o PPAR para inducir la expresiéon
génica mitocondrial. Su desacetilacion por SIRT1 y su fosforilacion por AMPK (en
los residuos Thr177 y Ser538 [Abu Shelbayeh, O. et al., 2023]) son eventos claves
para su activacion [Canto, C. et al., 2012]. PGC-1a también esta involucrado en la
dindamica mitocondrial (eventos de fisidén y fusion) y la mitofagia, como se observa
en la figura 23 [Abu Shelbayeh, O. et al., 2023].

110



Mfn1, Mfn2, SRS
OPA1 JROS/(

nDNA
Transcriptio N
it Fusion X
Translation j
¢ i ) ;‘; "z%—
; TFAM Mitochondrial ¢ \

n Biogenesis : 2 H
e Mitochondrial i
synthesis | -« ¢

s il Dynamics ‘
ST e vS)
OXPHOS e

.. Proteins ' >
’ ‘lfi/\_ 4‘«,,,%” ‘\“‘*»‘g‘
/ROS( N ™ ,z
V
Fission

Mitochondrial

Quality Control

Mitophagy /

PGC-1a targets
O and effectors

reactive oxygen
species

Figura 23. Vinculo entre el ciclo de vida mitocondrial y PGC-1a. La biogénesis mitocondrial se inicia por un
desequilibrio energético detectado por dos vias: AMPK y SIRT1. El aumento de PGC-1a activa la expresion de
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Shelbayeh, O. et al., 2023.

Las mitocondrias son organulos altamente moviles que experimentan
constantemente eventos de fusion y division para generar una red dinamica
interconectada. Se ha hipotetizado que las mitocondrias alargadas sostienen la
produccion de ATP durante el estrés, protegen a las mitocondrias de la mitofagia y
distribuyen biomateriales durante la carencia de nutrientes. Por el contrario, en
respuesta a otras agresiones celulares (incluida la despolarizacion mitocondrial, la
inhibicion de la sintesis de ATP y los inhibidores de la cadena respiratoria
mitocondrial), las mitocondrias experimentan fragmentacion al aumentar las tasas
de fision y/o disminuir las tasas de fusion, lo que se cree que facilita la mitofagia de
los fragmentos mitocondriales que carecen del potencial de membrana adecuado,

asi como para permitir una apoptosis eficiente y oportuna [Herzig, S. et al., 2018].
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Otro mecanismo relacionado con la menor sintesis de ATP consiste en la
degeneracion vascular de vasos sanguineos y de la barrera hematoencefalica.
Diversos estudios asociados al envejecimiento hablan de que la degeneracién
vascular reduce el suministro de glucosa e induce hipometabolismo de la glucosa,
lo que resulta en la activacion de AMPK, como se observa en nuestros resultados.
A largo plazo, esto lleva a una posterior desregulacion del ciclo celular que

promueve la neurodegeneracion en el envejecimiento [Shichkova, P. et al., 2024].

Conclusiones

El SMet y la conducta de tipo atracén alteran la expresion de sensores energéticos
en el sistema mesolimbico, promoviendo una mayor sefalizacién orexigénica y

heddnica.

En ambos modelos se reduce la sintesis de ATP, agravada en la conducta tipo
atracén, generando una baja disponibilidad energética que amplifica la busqueda

de alimento palatable como mecanismo compensatorio.

En ambos modelos existen adecuaciones de las rutas metabdlicas de obtencion

energética diferentes en cada region cerebral mesolimbica.

El modelo animal de tipo atracon genera una conducta similar a la ansiedad.
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Anexos

Anexo 1. Prueba del laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado consta de 4 brazos en forma de cruz con una zona central,

donde dos brazos opuestos sin paredes y dos brazos cerrados (con paredes). Se

coloca a 30 cm de las paredes de la habituacion y situado 50 cm por encima del

Procedimiento
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1. Previo al inicio, colocar adecuadamente el aparato y limpiar muy bien
utilizando etanol al 70% y sanitas

2. Colocar a los animales en la misma habitacion de la realizacion de la prueba
por un periodo minimo de 30 minutos, esto para habituar el animal al nuevo
ambiente

3. Colocar al roedor en el centro del laberinto, dejando que recorra libremente
los cuatro brazos durante 5 minutos. Grabar sesion

4. Una vez terminado el tiempo, regresar al animal a su caja de aserrin y limpiar

muy bien el aparato con etanol al 70%
Analisis
Cuantificar numero de entradas a los brazos abiertos y cerrados, asi como el tiempo
que paso en cada brazo. Los resultados se muestran como porcentaje de entradas

a los brazos abiertos, calculado en relacion con el total de entradas (brazos abierto

+ cerrados) y el porcentaje del tiempo total pasado por los brazos abiertos.

Anexo 2. Prueba de enterramiento de canicas modificado

La prueba de enterramiento de canicas se utilizd para evaluar conductas
compulsivas y de afrontamiento relacionadas con ansiedad y estrés. Se realiz6 de
acuerdo con el protocolo descrito por Rodriguez-Rangel et al.. [Rodriguez-Rangel
D.S, 2024].

Procedimiento

1. Colocar individualmente a la rata en una caja de acrilico transparente (43 x
53 x 21 cm) con 5 cm de profundidad de aserrin

2. Disponer 20 canicas de vidrio 1,5 cm de didmetro) sobre el sustrato en una
cuadriculade 4 x 5
Permitir al animal explorar durante 5 minutos

Videograbar la sesion para analisis posterior

Analisis
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Cuantificar el numero de canicas enterradas (considerando “enterrada” cuando
al menos dos tercios de la canica estén cubiertos por el sustrato), el tiempo total

de enterramiento y tiempo dedicado al aseo rostral repetitivo.

Anexo 3. Prueba de preferencia a la sacarosa

Procedimiento

1. Alojar individualmente a los animales durante 72 h

2. Colocar dos botellas en la jaula. Durante los dias 1 y 2, ambas botellas
contendran agua potable. En el tercer dia, una de ellas sera reemplazada
con una botella con solucion de sacarosa al 1%

3. Diariamente se cambiara la posicién de las botellas
Medir diariamente el consumo de cada botella
Calcular:

] Vol.solucién sacarosa 1%
Preferencia = — - x 100
(Vol.solucion sacarosa 1% + Vol. agua sin sacarosa)

Anexo 4. Prueba de alimentacién con supresion por novedad (Novelty-suppressed

feeding test)

Esta prueba se utilizé para evaluar ansiedad inducida por un alimento novedoso y
la presencia de conflicto entre la motivacién por la alimentacion y el miedo a la

novedad.

Previo al ensayo, los animales fueron sometidos a una restriccion alimentaria de 24
horas. Posteriormente, fueron colocados en una caja abierta (con la que
previamente se familiarizaron) donde en el centro se encontraba una caja Petri y el

alimento novedoso apetecible (una galleta Maria® azucarada partida en trozos).

Se midi6 el tiempo de latencia (en segundos) del acercamiento al alimento, la toma
del alimento y la alimentacion en un tiempo de experimentacion de 15 minutos. Una

mayor latencia se interpreta como indicador de ansiedad.
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Anexo 5. Determinacion de la concentracion de glucosa sérica

Método: De Trinder, Glucosa oxidasa- Peroxidasa. Semi- Automatizado
Fundamento:

La glucosa presente en la muestra forma un complejo coloreado que se cuantifica

mediante espectrofotometria.

Glucosa oxidasa

f — D — Glucosa + 0, + H,0 ————— Acido Glucénico + H,0,

. Peroxidasa .
H,0, + Ampirona + Fenol ——— Quinona + H,0

Condiciones de reaccion:
Longitud de onda: 505 nm
Temperatura: 37 °C

1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotometro a cero utilizando agua destilada como blanco.

3. Mediry dispensar en una microplaca:

Blanco Patron Muestra
RT (uL) 300 300 300
Patrén (ul) - 3 -
Muestra (uL) - - 3

4. Agitar cuidadosamente e incubar los durante 10 minutos a 37 °C.
5. Medirla absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm, utilizando el blanco
de reactivo como referencia. El color desarrollado es estable durante al menos

30 minutos.
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Calculos

Abs Muestra

————x1 tracién Patrén) = L
Abs patron x 100 (Concentraciéon Patron) = mg/dL de glucosa

Anexo 6. Determinacion de la concentracion de insulina sérica

Método: Ensayo Inmunoenzimométrico

Fundamento:

En un ensayo inmunoenzimométrico se utilizan anticuerpos de alta afinidad y
especificidad (Ab) y antigeno nativo. Durante el ensayo, un anticuerpo de isulina
monoclonal biotinilado se une a la estreptavidina en los pozos de una microplaca,
permitiendo la inmovilizacion. Al mezclarse con el anticuerpo marcado con enzima
y el suero con antigeno, se forma un complejo sandwich soluble sin interferencias
estéricas. Este complejo se fija al pozo, y tras separar el antigeno libre, la actividad

enzimatica medida es proporcional a la concentracion del antigeno en la muestra.

Procedimiento:

1. Seleccione la cantidad necesaria de micropozos para los sueros de
referencia, controles y muestras.

2. Dispense 50 uL de cada suero de referencia, control y muestra en sus
respectivos pozos.

3. Afada 100 pL del reactivo enzimatico de insulina a todos los pozos.

Mezcle golpeando suavemente un extremo de la microplaca durante 20 a

30 segundos. Cubrir con plastico.

Incube durante 120 minutos a temperatura ambiente (20-27 °C).

Elimine el contenido de los pozos mediante decantacion o aspiracion.

Lave tres veces los pozos con 300 pL de soluciéon de lavado.

N o o A

Anada 100 pL de la solucion de sustrato a cada pozo.
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8. Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente.

9. Agregue 50 uL de la solucién de paro en cada pozo y mezcle suavemente
durante 15 a 20 segundos.

10.Mida la absorbancia de cada pozo a 450 nm, utilizando una longitud de
onda de referencia entre 620-630nm para corregir posibles
imperfecciones. Realice la lectura dentro de los 30 minutos posteriores a

la adicion del reactivo de paro.

Calculos

Se utiliza una curva de reaccién para determinar la concentracién de insulina en
muestras desconocidas. Registre los valores de absorbancia proporcionados por el
lector de microplacas. Grafique la absorbancia de cada referencia de suero (por
duplicado) contra la concentracién de insulina expresada en plU/mL. Luego, calcule

la ecuacion de la recta correspondiente a la curva de calibracion.

Anexo 7. Determinacion de la concentracion de adiponectina

Método: ELISA

Fundamento:

Se utilizan anticuerpos de alta afinidad y especificidad (Ab) y antigeno nativo.
Durante el ensayo, un anticuerpo de isulina monoclonal biotinilado se une a la
estreptavidina en los pozos de una microplaca, permitiendo la inmovilizacion. Al
mezclarse con el anticuerpo marcado con enzima y el suero con antigeno, se forma
un complejo sandwich soluble sin interferencias estéricas. Este complejo se fija al
pozo, y tras separar el antigeno libre, la actividad enzimatica medida es proporcional

a la concentracién del antigeno en la muestra.

Procedimiento
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1. Incubar la muestra (20 uL) con 100 uL de buffer de carbonatos en la
microplaca a 4 °C durante 24 horas.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Bloquear con 50 uL de albumina al 2% durante 2 horas a 4 °C.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Incubar el Anticuerpo primario (dilucion 1:500) por 2 horas a 4 °C.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

N o oA N

Incubar anticuerpo secundario (dilucion 1:1000) por 2 horas a temperatura
ambiente.

8. Realizar 3 lavados con PBS-T.

9. Anadir 50 uL de TMB durante 10 minutos

10.Agregar 50 uL de solucion de paro

11.Leer a 450 nm

Calculos

Se utiliza una curva de reaccion para determinar la concentracién de insulina en
muestras desconocidas. Registre los valores de absorbancia proporcionados por el
lector de microplacas. Grafique la absorbancia de cada referencia de suero (por
duplicado) contra la concentracién de insulina expresada en plU/mL. Luego, calcule

la ecuacién de la recta correspondiente a la curva de calibracion.

Anexo 8. Determinacion de la concentracion de leptina

Método: ELISA

Fundamento:

Se utilizan anticuerpos de alta afinidad y especificidad (Ab) y antigeno nativo.

Durante el ensayo, un anticuerpo de isulina monoclonal biotinilado se une a la
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estreptavidina en los pozos de una microplaca, permitiendo la inmovilizacion. Al
mezclarse con el anticuerpo marcado con enzima y el suero con antigeno, se forma
un complejo sandwich soluble sin interferencias estéricas. Este complejo se fija al
pozo, y tras separar el antigeno libre, la actividad enzimatica medida es proporcional

a la concentracion del antigeno en la muestra.
Procedimiento

1. Incubar la muestra (20 uL) con 100 uL de buffer de carbonatos en la
microplaca a 4 °C durante 24 horas.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Bloguear con 50 uL de albumina al 2% durante 2 horas a 4 °C.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Incubar el Anticuerpo primario (dilucion 1:500) por 2 horas a 4 °C.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

N o o R~ 0N

Incubar anticuerpo secundario (dilucion 1:1000) por 2 horas a temperatura
ambiente.

8. Realizar 3 lavados con PBS-T.

9. Anadir 50 uL de TMB durante 10 minutos

10.Agregar 50 uL de solucion de paro

11.Leer a 450 nm

Calculos

Se utiliza una curva de reaccion para determinar la concentracién de insulina en
muestras desconocidas. Registre los valores de absorbancia proporcionados por el
lector de microplacas. Grafique la absorbancia de cada referencia de suero (por
duplicado) contra la concentracién de insulina expresada en plU/mL. Luego, calcule

la ecuacion de la recta correspondiente a la curva de calibracion.
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Anexo 9. Determinacion de la concentracion de glucagon

Método: ELISA

Fundamento:

Se utilizan anticuerpos de alta afinidad y especificidad (Ab) y antigeno nativo.

Durante el ensayo, un anticuerpo de isulina monoclonal biotinilado se une a la

estreptavidina en los pozos de una microplaca, permitiendo la inmovilizacion. Al

mezclarse con el anticuerpo marcado con enzima y el suero con antigeno, se forma

un complejo sandwich soluble sin interferencias estéricas. Este complejo se fija al

pozo, y tras separar el antigeno libre, la actividad enzimatica medida es proporcional

a la concentracién del antigeno en la muestra.

Procedimiento

1.

N o o A~ e DN

8.
9.

Incubar la muestra (20 uL) con 100 uL de buffer de carbonatos en la
microplaca a 4 °C durante 24 horas.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Bloquear con 50 uL de albumina al 2% durante 2 horas a 4 °C.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Incubar el Anticuerpo primario (dilucién 1:500) por 2 horas a 4 °C.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Incubar anticuerpo secundario (dilucion 1:1000) por 2 horas a temperatura
ambiente.

Realizar 3 lavados con PBS-T.

Anadir 50 uL de TMB durante 10 minutos

10.Agregar 50 uL de solucion de paro
11.Leer a 450 nm

Calculos
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Se utiliza una curva de reaccién para determinar la concentracién de insulina en
muestras desconocidas. Registre los valores de absorbancia proporcionados por el
lector de microplacas. Grafique la absorbancia de cada referencia de suero (por
duplicado) contra la concentracién de insulina expresada en plU/mL. Luego, calcule

la ecuacion de la recta correspondiente a la curva de calibracion.

Anexo 10. Determinacion de la concentracion de colesterol total sérico

Método: CHOD-PQOD , liquido. Semi-Automatizado

Fundamento:

El colesterol presente en la muestra forma un compuesto coloreado que se

cuantifica mediante espectrofotometria, basado en la siguiente reaccion:

, CHOD ,
Esteres de colesterol + H,0 —— Colesterol + Acidos grasos

CHE
Colesterol + 0, — 4 — Colestenona + H,0,

POD
2 H,0, + Fenol + 4 — Aminofenozoa — Quinonimina + 4 H,0

Condiciones de reaccion:
Longitud de onda: 505 nm
Temperatura: 37 °C
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero utilizando agua destilada como blanco.
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3. Mediry dispensar en una microplaca:

Blanco Patron Muestra
RT (uL) 300 300 300
Patron (ul) - 3 -
Muestra (uL) - - 3

4. Agitar cuidadosamente e incubar durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

5. Medir la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm, utilizando el
blanco de reactivo como referencia. El color desarrollado es estable durante

al menos 60 minutos.

Calculos

Abs Muestra

——  x 100 (Concentracion Patréon) = mg/dL de colesterol
Abs patrén

Anexo 11. Determinacion de la concentracién de triglicéridos séricos

Método: GPO-POD , liquido. Semi-Automatizado

Fundamento:

La concentracién sérica de triglicéridos se determiné mediante quimica liquida a
través de reacciones acopladas que generan un compuesto coloreado, el cual se
analiza por espectrofotometria. En el proceso, los triglicéridos son hidrolizados por
la accion de una lipasa, produciendo glicerol y acidos grasos libres. El glicerol

reacciona con ATP presente en el reactivo gracias a la enzima glicerol cinasa,
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formando glicerol-3-fosfato y ADP. Posteriormente, el glicerol-3-fosfato se oxida
mediante la accidbn de la enzima glicerol-3-fosfato oxidasa, generando
dihidroxiacetona fosfato y perdxido de hidrégeno. Este ultimo reacciona con 4-
aminoantipirina y 4-clorofenol en presencia de una peroxidasa, dando lugar a un
compuesto coloreado (quinonaimina), cuya absorbancia se mide a una longitud de
onda de 505 nm.

Condiciones de reaccion:
Longitud de onda: 505 nm
Temperatura: 37 °C
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotometro a cero utilizando agua destilada como blanco.

3. Mediry dispensar en una microplaca:

Blanco Patron Muestra
RT (uL) 300 300 300
Patrén (uL) - 3 -
Muestra (ulL) - - 3

4. Agitar cuidadosamente e incubar durante 5 minutos a 37 °C.

5. Medir la absorbancia (A) del patréon y de la muestra a 505 nm, utilizando el
blanco de reactivo como referencia. El color desarrollado es estable durante
al menos 60 minutos.

Calculos
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Abs Muestra

——  x 100 (Concentracion Patréon) = mg/dL de colesterol
Abs patrén

Anexo 12. Determinacion de la concentracion de colesterol HDL reactivo

precipitante

Método: Precipitacion

Fundamento:

Las lipoproteinas VLDL y LDL se precipitan del suero o plasma usando
fosfotungstato con magnesio. Luego de centrifugar, el sobrenadante contiene las
HDL, cuya fraccion se determina mediante el reactivo enzimatico para colesterol

total.

Procedimiento:

Condiciones de reaccion:
Longitud de onda: 505 nm

Temperatura: 37 °C

1. Medir y dispensar en un tubo de ensayo:
Reactivo: 25 uL

Suero: 250 pL

2. Agitar cuidadosamente e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

3. Centrifugar 2 min a 12 rpm

147



4. Recoger el sobrenadante y procesar como muestra en la determinacion de

colesterol total.

NOTA: Es muy importante formar el sobrenadante del menisco formado en el
tubo, para ello no introducir demasiado la punta y no arrastrar las fracciones
VLDLy LDL.

Calculos

Abs Muestra

W x 100 (Concentracion Patron) = mg/dL de colesterol

Anexo 13. Determinacién de la concentracion de colesterol LDL reactivo precipitante

Fundamento

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la muestra precipitan en
presencia de polivinil. La concentraciéon de colesterol LDL se calcula por diferencia
entre los valores de colesterol en el suero y el sobrenadante obtenido tras la
precipitacion. El colesterol se cuantifica espectrofotométricamente mediante las

reacciones acopladas descritas a continuacion.

col esterasa

Colesterol esterificado + H2O ——— Colesterol + Acido graso
col. oxidasa

Colesterol + 1/2 02 + H2Q2 ———— > Colestenona + H202

peroxidasa
2 HOZ +4-Aminoantipiriding+fenol ————— Quinonaimina + 4 H20

Procedimiento

Pipetear en un tubo: 0.4ml de muestra + 0.2 ml de reactivo
Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.

Recoger con cuidado el sobrenadante

o~ w0 =

Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
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6. Pipetear en una microplaca:

Blanco Patron Muestra
RT (uL) 300 300 300
Patron (uL) - 3 -
Muestra (uL) - - 3

7. Agitar cuidadosamente e incubar durante 5 minutos a 37 °C.

8. Medir la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm, utilizando el

blanco de reactivo como referencia. El color desarrollado es estable durante

al menos 30 minutos.

Anexo 14. Cuantificacion de proteinas totales

Fundamento

El método de Bradford es un ensayo colorimétrico de cuantificacién de proteinas. El

colorante azul brillante de Coomassie G-250 posee una forma libre, en el que

presenta un color marron rojizo y una absorcion de la luz a 465 nm. Tiene la

propiedad de unirse a proteinas, especificamente mediante residuos de arginina y

lisina. Al hacerlo, sufre un cambio conformacional, con un cambio de color a azul y

una absorbancia maxima en los 595 nm. Este cambio es directamente proporcional

a la concentracion de la proteina.

Reactivos y materiales

e Bradford: 100 mg de Coomasie Brilliant G250 en 50 mL de etanol al 95%,

afiadir 100 mL de acido fosférico al 85% y aforar a 1L con agua

desmineralizada

e Albumina sérica bovina (BSA)

e Tubos eppendorf
Procedimiento

Preparacion de la muestra
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El tejido cerebral previamente disectado y congelado a -80 °C se debe cortar
en finos pedazos.

Homogenizar utilizando un homogenizador y una solucion de lisis celular
(RIPA), manteniendo la temperatura a 4 °C

Centrifugar a 10,000xg por 10 minutos a 4°C

. Pesar un estandar de albumina a una concentracion de 100 mg/ mL y a partir
de él preparar los siguientes estandares:

a. 10 mg/mL = 90 L de agua + 10 uL de albumina

b. 5 mg/mL =50 pL agua + 50 pL de albumina

c. 2mg/mL =80 uL agua + 20 yL de albumina

d. 1 mg/mL =50 uL agua + 50 yL de albumina

e. 0.5 mg/mL =50 uL agua + 50 uL de albumina
. Tanto para las muestras como para los estandares colocar en un eppendorf
2-5ul de muestra o estandar + 1mL de reactivo de Bradford, agitar con un
vortex e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente
. Leer la absorbancia de cada estandar y cada muestra a 595 nm en un
espectrofotometro
. Graficar los valores de absorbancia frente a las concentraciones de proteina
conocidas para generar una curva estandar

. Calcular la cantidad de proteinas por extrapolacion con la curva estandar

Anexo 15. Western Blot

Fundamento

Es una técnica utilizada para la identificacion de proteinas en una determinada

muestra. Para ello se emplea electroforesis en gel donde las proteinas seran

separadas en base a su peso molecular. Posteriormente, utilizando anticuerpos

especificos se podra detectar la proteina de interés. Consiste en una técnica

semicuantitativa.
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Reactivos y Materiales

Buffer de carga Laemmli 2X
Marcador de Peso Molecular

Buffer de corrimiento (Tris-Glicina 1X)
Metanol

Buffer de transferencia

PBS 1X

Metanol

Membrana PVDF

Leche en polvo sin grasa

PBS-T

Albumina sérica bovina (BSA) 5%
Luminol

Celda de transferencia de geles BIORAD

Camara de electroforesis BIORAD

Procedimiento

Electroforesis SDS-PAGE

1.

N o g s~ w

Preparar un gel de acrilamida al porcentaje indicado (segun el peso molecular
de las proteinas a detectar) en vidrios de 1.5 cm con un peine de 10 pocillos
Para desnaturalizar la muestra, colocar en un eppendorf 35 pug de proteina y
adicionar el volumen correspondiente (1:1) de buffer de carga Laemmli 2X.
Colocar en el termoblock a 95 °C durante 5 minutos

Cargar muestras en los pocillos correspondientes del gel

Cargar 3 uL de marcador de peso molecular

Correr el gel durante 30 mina 90Vy 2 h a 100V

Sacar el gel con cuidado y prepararlo para la transferencia humeda en
membrana de PVDF (previamente se activa la membrana sumergiéndola en

metanol)
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8. Transferir durante 60 min a 100V (no olvidar que la transferencia se realiza
en frio)

9. Una vez concluida, retirar la membrana y lavarla 5 min con TBS-T 1X

10.Bloquear la membrana con caseina (proteina de leche 5%) durante toda la
noche.

11.Lavar 3 veces con TBS-T, 10 minutos por cada lavado

12.Incubar Anticuerpo primario (dilucion correspondiente) toda la noche a 4°C
(0 2h a T ambiente)

13.Lavar 3 veces con TBS-T, 10 minutos por cada lavado

14.Incubar Anticuerpo secundario (dilucion correspondiente) por 1 hora a
temperatura ambiente

15.Lavar 3 veces con TBS-T, 10 minutos por cada lavado

16.Lavar 1 vez con TBS durante 10 minutos

17.Retirar membrana de buffer, quitar el exceso. Colocar en el
fotodocumentador UVITEC Cambridge
NOTA: No dejar secar membrana

18.Colocar 250 pL de Luminol reconstituido y cerrar la camara.

19.Obtener la imagen correspondiente empleando el software Nine Alliance de
UVITEC.

Se tomaron en cuenta las siguientes condiciones por anticuerpo:

Anticuerpo | #Catalogo | Marca PM %Gel | [ug Dilucion
proteina proteinas] | anticuerpo
(kDa)

AMPKa1/2 | 102146- | SinoBiological | 63 10 35 1:700

(rabbit) T10

SIRT1 11748- SinoBiological | 120 8 35 1:1000

(rabbit) R032

FOXO1 200239- | SinoBiological | 70-82 10 35 1:500

(rabbit) T32
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Lamina A | sc-20680 | Santa  Cruz | 70 10 35 1:500
(rabbit) Bicycles

B-Actina 4970L Cell signaling | 45 10 35 1:1000
(rabbit)

Anexo 16. Aislamiento de mitocondrias

Procedimiento

e Realizar la diseccién de las zonas correspondientes y realizar pequefios
cortes para fraccionar el tejido.

e A 30-50 mg de tejido agregar 800 ul de medio A.

e Ultilizar un homogeneizador para obtener una suspension homogenea sin
lisar las celulas.

e Centrifugar a 4 °C y 2000 rpm durante 10 minutos.

e Recuperar el sobrenadante (el pellet contiene los nucleos celulares) en otro
tubo eppendorf y centrifugar a 4 °C y 10,000 rpm durante 10 minutos.

e Conservar el pellet y homogenizar con 500 ul de medio A.

e Realizar dos lavados, centrifugando 10 minutos a 10,000 rpm, conservar el
pellet y volver a homogenizar con medio A, repetir proceso una vez mas.

¢ Finalmente, resuspender el pellet en medio Ay cuantificar proteinas totales.

Anexo 17. Determinacion de la sintesis de ATP

Método reportado por Vives, Bauza 2007.
Reactivos:

Buffer A

150 mM KCI

e 25 mM Tris-HCI
e 2mM EDTA

e 0.1% BSA

e 10 MM KHPO4
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e 0.1mMMgCI2, pH 7.4

Buffer B
e Tris Acetato 0.5 M, pH 7.75

e Luciferina 0.8mM

e Luciferasa 20 ug/mL (preparar en fresco)

e ATP 10 mM
e ADP 6mM

¢ Diandenosin pentafosfato 6mM en agua

e Malato / Piruvato

e Malato/Glutamato

e Succinato 100mM

Procedimiento:

1.

Curva con estandares de 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 mM ATP (preparar por
separado y tomar 10 ul de cada estandar)

Colocar 160 uL de Buffer A en el fondo del pozo o Poner 10 uL de muestra
de mitocondrias aisladas o estandar de ATP en el buffer A

Colocar 15 uL de mix de sustratos (ADP 6mM, Diadenosin pentafosfato
6mM, systrato 100mM) en la pared

Adicionar 20 uL de Buffer B u homogeneizar rapido.

5. Medir la RFU cada 15 seg durante 2 minutos en el luminémetro (Lumistat)

Calculo

Valor 2 minutos — valor inicial
Calcular concentracion de curva estandar (nmol/ATP/min)
Dividir / ug proteinas

Reportar como nom ATP/min/ug proteinas
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