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RESUMEN

El consumo cronico de alimentos altamente palatables, como las dietas altas en carbohidratos
(HCD) se asocia al desarrollo de sindrome metabolico (SMet). El SMet es una condicion
sistéemica caracterizada por resistencia a la insulina (RI), con una posible influencia en la
respuesta hedonica y motivacional. Estas dietas palatables suponen un estimulo constante al
nucleo accumbens (NAc), por lo que se desconoce como estas dietas impactan la conducta
hedonica y las neuronas espinosas medianas (MSN). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto del SMet, inducido por una HCD sobre las subpoblaciones de MSN del NAc
que expresan receptores DIR o D2R, y la respuesta hedonica en ratas Wistar macho. Se
utilizaron 30 ratas macho Wistar divididas en dos grupos: grupo de dieta estandar (NCD) y
grupo HCD durante 90 dias. Se realizaron andlisis zoométricos, seguimiento del consumo
alimentario, pruebas conductuales, determinaciones bioquimicas basales y tras una prueba de
tolerancia oral a la glucosa. A nivel cerebral, se analizo la histologia del NAc y se evalud la
expresion de receptores dopaminérgicos y el marcador neuronal c-Fos. Los resultados
bioquimicos mostraron que el grupo HCD desarrollo SMet, caracterizado por hiperglicemia,
RI y dislipidemia. El grupo HCD mostro alteraciones en la homeostasis de carbohidratos tras
una carga de glucosa mostrando hiperinsulinemia, hiperglucagonemia e hipertrigliceridemia;
ademas de alteraciones en la liberacion de adipocinas. A nivel conductual, el grupo HCD
presento mayor tiempo de inmovilidad, alteraciones en la microestructura de lamidas en el
consumo de sacarosa, con menor cantidad de episodios y de lamidas. Mayor consumo en una
prueba de alimentacion novedosa, y déficits en el aprendizaje asociativo en el laberinto de
Barnes durante el primer dia de entrenamiento. Histologicamente, se observo un aumento de
nucleos picnoticos en el NAc del grupo HCD, sin alteraciones en la mielinizacion. El analisis
morfoldgico por Golgi-Cox revelo menor longitud dendritica y menor densidad de espinas
dendriticas en las MSN del grupo HCD, pero con viabilidad. A nivel molecular, el grupo HCD
mostro una disminucion en la cantidad de DIR y un aumento de D2R presentes en el NAc, tanto
en Core como en Shell, junto con una reduccion en el numero de nucleos c-Fos positivos
sugiriendo menor activacion celular. En conclusion, este trabajo muestra que el SMet altera la
conducta hedonica y motivacional, asociandose a cambios sugerentes de adaptacion, mas no
degenerativos, en la morfologia neuronal y una modulacion diferencial de los receptores
dopaminérgicos en el NAc.



ABSTRACT

Chronic consumption of highly palatable foods, such as high-carbohydrate diets (HCD), is
associated with the development of metabolic syndrome (MetS). MetS is a systemic condition
characterized by insulin resistance (IR) and may influence hedonic and motivational responses.
These palatable diets provide a constant stimulus to the nucleus accumbens (NAc), thus, it is
unknown how they affect hedonic behavior and medium spiny neurons (MSNs). The work aimed
to evaluate the effect of MetS induced by an HCD on subpopulations of NAc MSNs expressing
DIR or D2R receptors and on the hedonic response in male Wistar rats. Thirty male Wistar rats
were used, divided into two groups: a standard diet group (NCD) and an HCD group, for 90
days. Zoometric analyses, monitoring of food consumption, behavioral tests, and biochemical
determinations (basal and oral glucose tolerance test) were performed. At the brain level, NAc
histology was analyzed, and the expression of dopaminergic receptors and the neuronal marker
c-Fos was evaluated. The HCD group developed MetS, characterized by hyperglycemia, IR, and
dyslipidemia. This group also showed alterations in hormones metabolically associated with it.
The HCD group increased immobility time, altered licking microstructure during sucrose
consumption (fewer episodes and licks), increased consumption in a novel feeding test, and
showed deficits in associative learning in the Barnes maze on the first day of training.
Histologically, pyknotic nuclei in the NAc were augmented in the HCD group, without
alterations in myelination. Morphological analysis by Golgi-Cox revealed shorter dendritic
length and lower dendritic spine density in the MSNs of the HCD group, yet cell viability was
preserved. At the molecular level, the HCD group showed decreased DIR expression and
increased D2R expression in the NAc, in both the Core and the Shell, along with a reduction in
the number of c-Fos-positive nuclei, suggesting lower cellular activation. In conclusion, this
work shows that MetS alters hedonic and motivational behavior, and that these changes are
associated with adaptive adaptations without neuronal morphological degeneration and
differential modulation of dopaminergic receptors expression in the NAc.
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AUP
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1. Marco Teorico
1.1. Sindrome Metabélico.

El sindrome metabdlico (SMet) es un grupo de alteraciones metabolicas que en conjunto
aumentan el riesgo de que un individuo padezca enfermedades cardiovasculares y diabetes
(Trevino & Diaz, 2023). Desde la propuesta de la OMS en 1998 (K. G. Alberti & Zimmet, 1998)
el SMet ha tenido distintas definiciones, la mas actual fue propuesta en 2009 por un grupo de
trabajo internacional conformado por diferentes organizaciones (K. G. M. M. Alberti et al.,
2009), definiendo al SMet como la presencia de al menos tres de los siguientes factores: (1)
aumento de la circunferencia abdominal, (2) triglicéridos en ayuno > 150 mg/dL o en
tratamiento, (3) Colesterol de Alta Densidad (HDL-C) en ayuno < 40 mg/dL hombres o < 50
mg/dL en mujeres, (4) tension arterial sistolica >130 y/o diastdlica > 85 mmHg o en tratamiento

y (5) glucosa en ayuno > 100 mg/dL o en tratamiento.

1.1.1. Factores de riesgo.

Existen multiples factores de riesgo para desarrollar SMet, tales como lo son: edad, sexo, raza,
indice de masa corporal elevado, sedentarismo, alto consumo de alcohol, deficientes habitos
alimentarios tales como el bajo consumo de fibra alimentaria y un aumento del consumo de
alimentos altos en grasa o en carbohidratos que son altamente palatables (Carnethon et al.,

2004).

1.1.2. Efectos fisiologicos de la insulina.

En estados de ayuno (como en el ayuno matutino), la produccion de glucosa enddgena hepatica
y renal (principalmente hepatica; =~ 80%) es de 2.0 mg/kg/min debido a la accion de diversas
hormonas (DeFronzo et al., 1989). Tras el consumo y catabolismo de carbohidratos y su
posterior entrada al torrente sanguineo, se estimula la secrecion de insulina que favorece un
amplio espectro de respuestas metabolicas de manera concertada (Figura 1): se inhibe la
produccion de glucagdn (Cherrington, 1999) y se favorece la disminucion de la produccion de
glucosa hepatica (PGH), actia sobre el receptor de insulina sobre miocitos promoviendo la
externalizacion de transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) (DeFronzo, 1988), que favorece la
captura de glucosa al musculo, al igual que en el tejido adiposo (DeFronzo et al., 1983). No

obstante, en el tejido adiposo su funcion primordial es la disminucidn de la lipdlisis, reduciendo
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la concentracion de 4cidos grasos libres (AGL) en plasma (GROOP et al., 1991), que a su vez
favorece el estado de sensibilidad del tejido muscular y hepatico a la insulina (Bajaj et al., 2005;
Moore et al., 2004). Todos estos efectos metabdlicos se deben a su capacidad de integrar la
cascada de sefializacion celular de la Fosfatidil Inositol 3-Cinasa — Proteina Cinasa B (Akt)
PI3K/Akt que favorecen un acople de supervivencia, crecimiento y anabolismo debido a la
integracion de multiples proteinas involucradas en el metabolismo celular (Isakoff et al., 1995;

Jaiswal et al., 2019; Norton et al., 2022).

ADIPOCYTE
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Captura de
glucosa
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Figura 1. Panorama general de los efectos fisiologicos en o6rganos periféricos por accion de la insulina. Tras el
ingreso de la glucosa al torrente sanguineo, se desencadenan multiples efectos sistémicos mediados por la liberacion
de insulina, como la disminucion de la produccion de glucosa hepatica (PGH), la disminucion de los acidos grasos
libres (AGL) y el aumento del 6xido nitrico (NO). Esta insulina sera la responsable de generar sefiales en los tres
principales 6rganos sensibles a la insulina para su metabolismo y posterior almacenamiento (higado, mtsculo y

tejido adiposo). Adaptado de Norton et al., 2022.
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Estos efectos de manera simultinea son los que permiten tener una regulacion
homeostatica de la concentracion de glucosa en sangre (Ferrannini & DeFronzo, 2015) y son
una vision general de un proceso mucho mas amplio y complejo involucrando el metabolismo
de multiples 6rganos de forma concertada (DeFronzo, 2009), como lo es el sistema nervioso

central (SNC).

1.1.3. Vias de sefalizacion celular de la insulina.

Como se ha descrito anteriormente, la insulina es la hormona que regula el metabolismo
energético de la glucosa promoviendo su circulacion a tejidos, el resguardo glucogénico, la
lipdlisis, la sefalizacion asociada al anabolismo y la supervivencia celular (Norton et al., 2022).

Todos los efectos previamente sefialados se deben a la union de la insulina con su receptor.

Al acoplarse la insulina con la subunidad o del receptor (extracelular), se favorece un
cambio de conformacion que permite la dimerizacion del receptor y la autofosforilacion de las
subunidades P (intracelulares) debido a su actividad intrinseca de tirosina cinasa (J. Lee et al.,
2014). Esta autofosforilacion de la subunidad B es la que permite el acople de proteinas
adaptadoras como los sustratos del receptor de insulina (IRS) o las proteinas adaptadoras de
homologia Src y coldgeno (Shc) (Taniguchi et al., 2006) que favorecen la integracion de la
sefializacion del brazo metabolico o el mitogénico: 1) la via PI3K/Akt/mTOR (Shepherd et al.,
1998) y 2) la via de las proteinas cinasas asociadas a mitdgeno (MAPK) Raf/Ras/MEK/MAPK
(Avruch, 2007).

La activacion de la via PI3K se debe a la unién de las subunidades reguladoras p85 o
p55 a los IRS que permiten la activacion de la actividad catalitica p110, resultando en la
formacion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que permite la activacion de la cinasa
dependiente de fosfoinositido (PDK) y la subsecuente fosforilacion de la proteina Akt (Shepherd
etal., 1998). Akt entonces fosforilara diferentes sustratos en cascada abajo como el objetivo
mamifero de rapamicina (mTOR), la cinasa de la glucogeno sintasa 33 (GSK-3f) y la proteina
caja de horquilla O1 (FoxOl), promoviendo la sintesis de proteinas, estado de supervivencia,
glucogénesis y lipogénesis (Bastie et al., 2005; De Meyts, 2016; G. Y. Liu & Sabatini, 2020).
Es debido a la integracion de esta via de sefalizacion que observamos los efectos de la insulina

en el organismo.
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1.1.4. Alteraciones fisiopatologicas.

Tras el desarrollo de resistencia en la sefalizacion de insulina en diversos tejidos, ocurre una
variedad de alteraciones: disminuye la actividad inhibitoria de la lipdlisis en el tejido adiposo,
produciendo un aumento de AGL en plasma, empeorando el estado de resistencia en 6rganos
periféricos (Boden & Shulman, 2002). Los AGL en conjunto con la baja sensibilidad muscular
a la insulina generan un microambiente en donde disminuye la translocacion de GLUT4,
reduciendo la captacion de glucosa (Griffin et al., 1999). Los AGL también tienen efectos en
otros tejidos como el higado, promoviendo gluconeogénesis y lipogénesis, que perpetuan el
aumento y permanencia de la glucosa en sangre; lo cual favorece la hiperinsulinemia
compensatoria que eventualmente provocard agotamiento pancredtico, disminucidon en los
niveles de insulina y favorecera efectos lipotoxicos aditivos en las células B-pancreaticas (Unger

& Zhou, 2001).

Los efectos fisiopatologicos producto de las alteraciones vistas en estados de resistencia
a la insulina (RI) y de SMet son de amplio espectro (Figura 2). Los principales pilares de la
enfermedad son la obesidad, disfuncién del tejido adiposo, dislipidemia y RI. Adicionalmente,
alteraciones como la disfuncion endotelial, estrés oxidativo cronico, inflamacién sistémica de
bajo grado y eventos aterotromboticos se han considerado factores patogénicos importantes en
el desarrollo de alteraciones cardiovasculares y diabetes (Fahed et al., 2022; Samson & Garber,
2014). En los ultimos afios se ha reconocido la importancia del SMet en el deterioro cognitivo
(Yates et al., 2012), demencia (Borshchev et al., 2019) y en enfermedades neurodegenerativas

como Alzheimer y Parkinson (Muddapu et al., 2020)
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Figura 2. Alteraciones multiorganicas observadas en el desarrollo del sindrome metabdlico (SMet). Factores de

riesgo (genética, consumo calorico, actividad fisica) promueven la adiposidad visceral. Este estado induce
multiples vias patoldgicas interconectadas: (1) un aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
activacion del sistema renina-angiotensina (RAS); (2) un estado proinflamatorio sistémico caracterizado por
niveles elevados de interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y proteina C-reactiva (CRP); (3)
una desregulacion de las adipocinas, con disminucion de adiponectina y aumento de leptina; y (4) un incremento
de acidos grasos libres que afecta la homeostasis de la glucosa en tejidos periféricos. Estos procesos convergen en
la inflamacién crénica, la alteracion hormonal y la resistencia a la insulina, pilares centrales del SMet, que a su vez
predisponen al desarrollo de diabetes tipo 2 (DT2) y enfermedad cardiovascular (ECV). Adaptado de Fahed et al.,
2022.
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1.1.5. Dietay SMet.

Se tiene ampliamente identificado que las dietas caracterizadas por el alto consumo de grasas
saturadas, azicares refinados, alimentos procesados y escasa ingesta de fibras son un factor de
riesgo importante para el desarrollo de SMet (Angelico et al., 2023). Es asi como las dietas que
implican un consumo crénico elevado de carbohidratos desarrollan SMet (Y.-S. Liu et al., 2019;

Rodriguez-Monforte et al., 2017).

Esta conducta alimentaria basada en alimentos palatables supone un estimulo constante al
sistema hedonico, en donde alimentos con un indice glicémico elevado (Lennerz et al., 2013),
altamente procesados (P. J. Rogers et al., 2024) o con alto contenido de carbohidratos (Holsen

et al., 2021) estimulan fuertemente las regiones involucradas en el procesamiento hedonico.

1.1.6. Efectos del SMet en el SNC.

El SNC es también afectado producto de los estados de RI observados en 6rganos periféricos
(Trevifio et al., 2015, 2022) o inclusive en pacientes con enfermedades neurodegenerativas
(Arnold et al., 2018). Deficiencias en la sefializacion (Talbot et al., 2012), acimulos de B-
amiloide (Moloney et al.,, 2010) y declive cognitivo son tan solo algunos de los rasgos
observados en estados de SMet y RI (Grillo et al., 2019; Kang et al., 2023; Nguyen et al., 2020;
Segura et al., 2009; Tsai et al., 2022).

1.2. Consumo de alimentos, liberacion de insulina y el cerebro.

Durante el consumo de un alimento, multiples sefiales a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI)
son capaces de activar células enteroendodcrinas especializadas que detectan el tipo de
macronutriente contenido en los alimentos (W. W. Liu & Bohoérquez, 2022), enviando sefiales
al sistema nervioso mediante el nervio vago que es capaz de discernir las sefiales provenientes
de carbohidratos o lipidos (McDougle et al., 2024), produciendo el mayor estimulo central
cuando dichos nutrientes son coadministrados. Es asi como el consumo de alimentos con alto
contenido lipidico o glucidico induce elevados estados de saciedad y/o recompensa tras su

consumo (de Araujo et al., 2020; Kindleysides et al., 2017).

En estados postingesta, sefiales como insulina y leptina modulan la actividad de las neuronas
liberadoras de péptido relacionado a agouti/neuropéptido Y (AGRP/NPY) — pro-

opiomelanocortina/transcripto relacionado a cocaina-anfetamina (POMC/CART) (Myers et al.,
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2021), que activan regiones hedénicas como el Niicleo Accumbens (NAc) y el Area Tegmental
Ventral (VTA) (Tyree & de Lecea, 2017; Volkow et al., 2011). De este modo los alimentos con
alta palatabilidad activan el sistema hedonico, responsable de la recompensa como respuesta a
un alimento. Por lo que los alimentos independientemente de su valor nutricional producen una

sensacion de placer.

1.2.1. El sindrome metabolico y el efecto de la insulina en el cerebro

El conocimiento acerca de la insulina y el SNC ha cambiado en las tltimas décadas: desde el
hallazgo del receptor de insulina en el cerebro (B. J. Goldstein et al., 1987; Havrankova, Roth,
etal., 1978), la presencia de la hormona en multiples regiones cerebrales (Dorn et al., 1984;
Havrankova, Schmechel, et al., 1978), su expresion in situ (Raizada, 1983; Weyhenmeyer &
Fellows, 1983) y la caracterizacion de su transporte al parénquima (King & Johnson, 1985),
hasta la consolidacion de un vasto bagaje de investigacion que propone al cerebro como un
organo sensible (de manera no ortodoxa) a insulina (Briining et al., 2000; Dakic et al., 2023;

DeFronzo, 2009; Garcia-Céaceres et al., 2016; Kullmann et al., 2016; Milstein & Ferris, 2021).

1.2.2. Efectos de la insulina en el cerebro.

Una vez la insulina liberada a la sangre y transportada al cerebro, la unioén de la hormona al RI
juega un rol esencial en el funcionamiento sindptico (Figura 3): La insulina mejora la plasticidad
sinaptica y el crecimiento de las neuritas (Chiu et al., 2008), modula la liberacion y recaptura de
catecolaminas, la expresion y localizacion de receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
1soxazolpropionico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) y acido y-aminobutirico (GABA)
(van der Heide et al., 2005), y promueve la supervivencia neuronal mediante la inhibicion de la
apoptosis (S.-J. Kim & Han, 2005). Mientras que en astrocitos favorece la captura y el
metabolismo glucolitico. Si bien la insulina no ejerce efectos como la traslocacion a la
membrana plasmatica de transportadores GLUT4 en el cerebro como en la periferia (salvo en
regiones especificas; Leloup et al., 1996), en ratones knockout del receptor de insulina (IRKO)
especifico de astrocito se ha visto que existe una disminucion de la captura de glucosa en el
cerebro, asi como una disminucién en la expresion del mRNA de GLUT1 (Garcia-Céceres et al.,
2016). Otros estudios han puesto en evidencia la translocacion de GLUT3 en neuronas (Uemura
& Greenlee, 2006) y GLUT1 en astrocitos (Fernandez et al., 2016) de forma dependiente de la

insulina.
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Mas alld de su rol en la homeostasis de la glucosa y la plasticidad sinaptica, la
sefializacion de la insulina ejerce una influencia moduladora critica sobre los circuitos
neuronales que gobiernan la conducta alimentaria y la motivacion. Se ha demostrado que existen
receptores de insulina en regiones clave del sistema de recompensa, incluyendo el VTA y el
NAc, de modo que la insulina actia como una sefial de saciedad a nivel central, capaz de
modular la actividad de las neuronas dopaminérgicas y el valor hedonico de los alimentos (J. C.

Patel et al., 2023).
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Figura 3. Efectos de la insulina en el cerebro. Los receptores de insulina se pueden encontrar en multiples regiones
del cerebro y realizan sus efectos a través de la union con su ligando, autofosforilando residuos intracelulares de
tirosina. Estos residuos fosforilados permiten el acople y la fosforilacion de los IRS, favoreciendo la via de

sefializacion de la PI3K-Akt. Adaptado de Scherer et al., (2021)

1.3. Sistema Hedonico.

Como se ha mencionado, el consumo de alimentos puede activar regiones cerebrales que miden
la respuesta hedonica o placentera de los alimentos. El placer por estimulos sensoriales positivos
es un componente inherente del estado de recompensa. La preferencia por un estimulo

placentero puede contribuir a su consumo excesivo y a trastornos como la adiccion (Hyman
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et al., 2006). Ejemplo de ello es su asociacién al desarrollo de obesidad por el exceso de
consumo de alimentos (Volkow & Baler, 2015). La constante bisqueda del placer se debe a la
activacion frecuente del sistema de recompensa, del cual se han reconocido dos principales
nucleos que concentran la informacion sensorial hedonica (Lewis et al., 2021): El VTA, que es
el principal niicleo dopaminérgico (ubicado anatdmicamente en el mesencéfalo) y estd asociado
al sistema de recompensa debido a la proyeccion y liberacion de dopamina sobre la region
ventral del cuerpo estriado subcortical (Hou et al., 2024). Esta subregion del cuerpo estriado es
conocida como el NAc, ntcleo de proyeccion GABA¢érgica sobre distintas regiones de relevo
que integran la informacion de diferentes regiones, responsables de sefializar placer o aversion

de acuerdo a la integracion del estimulo recibido (Saunders et al., 2018).

1.3.1. Regulacion del placer y la recompensa.

El sistema heddnico y el sistema limbico son esenciales para la modulacion de varias actividades
cerebrales, influenciando directamente el comportamiento motivado y el aprendizaje (Coimbra
etal., 2019). El NAc, en particular, desempeiia un papel crucial en el aprendizaje y los
comportamientos guiados o relacionados con la busqueda de recompensas (McDevitt &
Graziane, 2018; K. N. Wright & Wesson, 2021). Lo cual puede estar asociado a la activacion
directa por aferentes glutamatérgicas o por la liberacion de dopamina en concentraciones
suficientes. Sin embargo, existen mecanismos para controlar estos estados de placer o incluso

generar aversion.

Existen multiples subpoblaciones neuronales en el VTA que permiten la
neurotransmision interregion o intrarregion (Oriol et al., 2025): se conoce que las neuronas
glutamatérgicas del VTA pueden activar a la habénula lateral (LHb) y sefalizar aversion al
estimulo generado (Root et al., 2014), asi como neuronas GABA¢érgicas que sefializan de
manera local inhibiendo a las neuronas dopaminérgicas del VTA (Omelchenko & Sesack,
2009). Dentro del estriado se conoce que entre el 5% — 10% de las neuronas son interneuronas
GABA¢érgicas que regulan finamente el tono de activacion de las diferentes subpoblaciones de
neuronas de proyeccion (Oorschot, 2013), y un = 2% de interneuronas colinérgicas que regulan
también la actividad neuronal; ademas, de que existe un mecanismo de inhibicion lateral

descrito entre las neuronas de proyeccion del NAc (Kohnomi et al., 2017).
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1.3.2. Disfuncion del sistema hedonico.

En estados de disfuncion del sistema de recompensa, existen alteraciones en la conducta de los
individuos que presentan cambios en la funcion del sistema de recompensa debido a una
disminucién del efecto de la dopamina, lo que conlleva estados de anhedonia (Volkow et al.,
2019). La anhedonia es uno de los sintomas centrales de la depresion y estd asociada con
deficiencias en la actividad del NAc y de la corteza prefrontal, lo que sugiere un vinculo

neurobiolégico entre la anhedonia, la depresion y la disfuncion del NAc¢ (Gorwood, 2008).

1.3.3. Paradigmas en la evaluacion conductual hedonica y motivacional.

La anhedonia forma parte de los criterios diagnodsticos del Manual Diagnéstico y Estadistico de
Trastornos Mentales 5 edicion (DSM-V) y se define como “la disminucién en la capacidad de
experimentar placer ante estimulos positivos o el deterioro en la sensacion de placer evocado
por experiencias previas” (Scheggi et al., 2018). Ademas de la anhedonia, la pérdida del interés
o sentimiento de insatisfaccion forma parte de los sintomas descritos para el diagnostico de
trastornos depresivos (American Psychiatric Association, 2013). El término anhedonia solo
denota la ausencia estricta de la percepcion de placer, dejando de lado un complejo proceso de
recompensa que involucra multiples facetas como expectativa y evaluacion de la recompensa,
esfuerzo necesario para obtenerla, planeamiento y decision de la estrategia pertinente para

obtener y repetir la experiencia placentera (Der-Avakian & Markou, 2012; Scheggi et al., 2018).

Debido a la falta de consenso, existe una amplia divergencia entre estudios que evaluan
fenotipos depresivos causando controversia y debate sobre la validez de los modelos animales
para depresion (Gururajan et al., 2019; Harro, 2019; Kafkafi et al., 2018; Kalueft et al., 2007),
no obstante en 2010 el Instituto Nacional de Salud Mental (NIMH) promovié los Criterios de
Dominio de Investigacion (RDoC) que permitieron la identificacion y tratamiento de sintomas
conductuales especificos en distintas patologias de origen psiquiatrico (Insel et al., 2010). En
los RDoC se evaluan cinco principales dominios de funcionamiento (Cuthbert & Insel, 2013):
1) dominio de valencia negativa, 2) sistemas de valencia positiva, 3) sistemas cognitivos, 4)
sistemas para procesos sociales y 5) sistemas de vigilia o de regulacion; recientemente se ha
anadido un sexto criterio (Salles et al., 2020) que es el 6) dominio de sistemas sensoriomotores

(Figura 4). Es asi como se empiezan a catalogar diferentes pruebas conductuales para la
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evaluacion de los dominios involucrados en la anhedonia o el sindrome de tipo depresivo (DLS)

(Scheggi et al., 2018; Slattery & Cryan, 2017; von Miicke-Heim et al., 2023).

',, 000

Species barrier

External ratings and measurements
Self-/ External ratings and measurements

Figura 4. Matriz traduccional de la depresion en humanos a modelos murinos. Se muestran los procesos de
traduccion inversa desde el ambito clinico (criterio en humanos) a ratones. Mientras que sintomas como la
sensacion de culpa no pueden determinarse en ratones, caracteristicas como pérdida de peso o disminucion del

apetito pueden ser cuantificadas. Tomado de von Miicke-Heim et al. (2023).

En modelos animales se puede utilizar una gran variedad de pruebas conductuales que
permiten evaluar estados de anhedonia, deficiencias cognitivas, disparidad emocional,
indefension, ansiedad o desesperanza (Scheggi et al., 2018; von Miicke-Heim et al., 2023). El
empleo de la prueba de preferencia a la sacarosa (SPT) permite demostrar estados de anhedonia

que es un sintoma clave del sistema de valencia positiva en el DLS (Bale et al., 2019; Gururajan
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et al., 2019; Soderlund & Lindskog, 2018), la prueba de suspension de cola evidencia disparidad
emocional asociada a modificaciones en el dominio de valencia negativa (Bekoff, 2000; Boyko
etal., 2019) y cambios cognitivos son patentes con una prueba de reconocimiento de objetos

novedosos (Heisler et al., 2015; Planchez et al., 2019).

1.4. Neurobiologia del Nucleo Accumbens

El primer uso de “Nucleo Accumbens” fue empleado en 1872; sin embargo, el término fue mas
ampliamente reconocido décadas después (Ziehen, 1908). Reconocido inicialmente como una
extension del nucleo caudado, distinguible del resto del estriado debido a su intima conexion
con el septo, fue denominado en un inicio nucleus accumbens septi (literalmente nucleo que se
recarga sobre el septo) (Kappers & Theunissen, 1908). Sin embargo, dicho término fue
controversial y causo rechazo durante un tiempo (J. Johnston, 1923). Actualmente, existe el
consenso de que el NAc es una subregion especializada parte del mas complejo cuerpo estriado,
con funciones y composiciones especificas distintas al septo o al caudado-putamen (Heimer

etal., 1991)

El NAc se encuentra en la porcion ventral del cuerpo estriado y recibe proyecciones de
dos tipos, aferentes indirectas por parte del VTA y aferentes directas glutamatérgicas de la
amigdala, hipocampo, tdlamo, entre otras (Salgado & Kaplitt, 2015). Las principales neuronas
residentes son neuronas de soma mediano con proyeccion espinosa, mejor conocidas como

neuronas espinosas medianas (MSN).

1.4.1. Neuroanatomia del NAc.

El NAc se encuentra adyacente al borde posterior de la porcion anterior de la comisura anterior
(J. B. Johnston, 1913; Salgado & Kaplitt, 2015). Es una estructura redonda, empero aplanada
en la porcion dorsal. Se extiende en sentido dorsolateral con el putamen y dorsomedial con el
nucleo caudado. Sin embargo, carece de alguna demarcacion fina que distinga ambas subareas
(Neto et al., 2008). De manera importante, a diferencia del resto del cuerpo estriado, el NAc se
subdivide en un nucleo central (core) rodeado en todas las direcciones por una cubierta o shell
(Zaborszky et al., 1985), con multiples diferencias histoquimicas, electrofisiologicas, celulares

y de conectividad (C. Wright & Groenewegen, 1996). Si bien dichas estructuras son dificiles de
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discernir en el sentido anatémico estricto, pueden ser claramente observables a través de

herramientas de microscopia.

1.4.2. Conectividad aferente y eferente.

El NAc es un area con prominente inervacion de las neuronas dopaminérgicas desde el VTA y
es, ademas, el principal mediador de la respuesta hedonica (de Araujo et al., 2020), debido a la
amplia variedad de aferencias que recibe. Integra proyecciones de multiples nicleos que se
clasifican principalmente en dos tipos debido al tipo de neurotransmision ejercida sobre el NAc
(Figura 5): aferentes dopaminérgicas por parte del VTA y aferentes glutamatérgicas de la
amigdala, hipocampo, tdlamo, entre otras (Salgado & Kaplitt, 2015). Sus principales eferentes
son el globo pélido interno y el globo palido externo. Los efectos de activacion sobre las
diferentes porciones del globo palido permiten la formacion de un circuito dual conocido como
la via directa e indirecta que integra las sefiales del NAc y modula el estado de

activacion/inhibicion sobre el tdlamo mediodorsal (Kupchik & Kalivas, 2017).

o——< Dopaminergic projections
o— Glutamatergic projections

Figura 5. Principales aferentes del nicleo accumbens (NAc). Regiones como el hipocampo (Hipp), amigdala
(Amy) y corteza prefrontal (mPFC) son responsables de la neurotransmision glutamatérgica, mientras que el area
tegmental ventral (VTA) es responsable de la inervacion dopaminérgica. Tomado de Speranza et al. (2021). LH:

Hipotalamo lateral. SN: Substancia nigra.
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Si bien la conectividad entre estas regiones es la mas estudiada, se han reportado
multiples aferencias de otras regiones como el tdlamo, corteza prelimbica y prefrontal, asi como
eferencias sobre regiones no canodnicas como el nucleo taldmico mediodorsal, paratenial,

hipotalamo lateral, cingulo y el talamo (Salgado & Kaplitt, 2015).

1.4.3. Neuronas Espinosas Medianas.

Las MSN son neuronas multipolares de proyecciéon que forman hasta el 90% de toda la
poblacion celular del NAc (Lanciego et al., 2012). Cada neurona tiene un diametro de 820 um,
un nucleo grande y redondo, escaso citoplasma y abundantes procesos dendriticos
especializados denominados espinas dendriticas. Las MSN contienen el 4cido y-aminobutirico
(GABA) como el principal neurotransmisor (Meredith, 1999) y se pueden dividir en dos grupos
de acuerdo con el tipo de receptor dopaminérgico que expresan y la via por la que actiian

(Kravitz et al., 2012).

1.4.4. Via directa e indirecta.

Aquellas MSN que proyectan al globo palido interno (GP1) y a la sustancia nigra pars reticulata
(SNr) expresan el receptor de dopamina D1 (D1-MSN), cuya via de sefializacion es a través de
una proteina Gs, aumentando la actividad de la adenilato ciclasa (AC). Estas neuronas activan
la via directa (NAcc-GPi/SNr) (Lanciego et al., 2012). Alternativamente, las MSN que inervan
al Globo Palido Externo (GPe) expresan el receptor de dopamina D2 (D2-MSN), que senaliza a
través de una proteina Gi disminuyendo la actividad de la AC. Estas neuronas dan lugar a la via
indirecta, comunicandose con el Nucleo Subtalamico (STN), GPi y SNr, en el circuito NAc-

GPe-STN-GPi/SNr (Lanciego et al., 2012).

1.4.5. Neuroquimica del NAc.

El NAc es un nucleo que contiene de forma predominante neuronas de tipo GABAérgicas que
convergen con densas neurotransmisiones de tipo glutamatérgicas y dopaminérgicas
(Gangarossa et al., 2013). Se han descrito diferencias moleculares entre ambas subregiones,
corre y shell, asi como diferencias en los neurotransmisores liberados y los receptores presentes.
Entre otras neurotransmisiones descritas, estan la noradrenérgica (McKittrick & Abercrombie,
2007), serotoninérgica (S. Patel et al., 1995) y la de tipo peptidérgica sobre receptores opioides
(Spanagel et al., 1990).
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Neurotransmision dopaminérgica.

La principal fuente de proyeccion dopaminérgica sobre el core y shell del NAc es el VTA y, en
mucho menor medida, la sustancia nigra (SN) (Han etal., 2017). Los niveles de este
neurotransmisor en el NAc se incrementan conforme se estd por obtener (o se obtiene) un
estimulo placentero, asi como se mejora el aprendizaje en paradigmas de prediccion de errores,
mostrando la importancia de este neurotransmisor en el aprendizaje dirigido a recompensas
(Hart et al., 2014). Ademas, se ha demostrado la liberacién de dopamina especifica de conducta,
como el aprendizaje y la motivacion (Mohebi et al., 2019). La acciéon de la dopamina se ejerce
sobre los receptores D1 y D2 ubicados en las MSN, produciendo estimulacion e inhibicion,

respectivamente (Gerfen & Surmeier, 2011).

Neurotransmision glutamatérgica.

El NAc contiene una gran cantidad de aferentes glutamatérgicas provenientes de multiples
regiones y se ha reportado la importancia de esta neurotransmision en el sistema de recompensa.
El correcto funcionamiento de la sefializacion por glutamato tiene sus efectos en la actividad
locomotora (Mogenson & Nielsen, 1984) implicada en conductas de busqueda de sustancias de
abuso o recompensas (Cornish & Kalivas, 2000; D1 Ciano & Everitt, 2001) y en el aprendizaje
de tipo asociativo (Kelley et al., 1997). La accion del glutamato sobre el NAc es principalmente
el desarrollo de la potenciacion a largo plazo (LTP) y el correcto funcionamiento de las espinas
dendriticas de las MSN (Schotanus & Chergui, 2008b; Wolf & Ferrario, 2010). Tanto los
receptores ionotropicos AMPA y NMDA como los receptores de glutamato metabotropicos
(mGluR) estan involucrados en esta potenciacion de la transmision sindptica (Mishra et al.,

2012; Schotanus & Chergui, 2008a).

Neuromodulacion peptidérgica.

Ampliamente distribuida en el sistema de recompensa (NAc, VTA y GPi/GPe), las
subpoblaciones de MSN del NAc han sido reconocidas por liberar neuropéptidos de manera
especifica (Rysztak & Jutkiewicz, 2022; Yager et al., 2015), las D1-MSN capaces de expresar
y liberar dinorfina (al igual que sustancia P, sin embargo ha sido menos estudiado) como
modulador de la excitabilidad neuronal (Gerfen & Surmeier, 2011; Wall et al., 2013). Su
contraparte, las D2-MSN, libera encefalina sobre el GPe (Al-Hasani et al., 2018). En conjunto,

estos neuropéptidos integran multiples sefiales regulando las funciones motoras, el movimiento
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y estimulo de recompensa, ya que alteraciones en su liberacion y sus efectos a nivel de receptor
son asociadas a la adiccion o abstinencia (hipercatifeia) observadas en individuos con

dependencia de sustancias de abuso (Marchette et al., 2025).

Otras neurotransmisiones

Aunque menos estudiadas, en las ultimas décadas se han descrito roles importantes en la
conducta por las senalizaciones de moléculas pequefias poco ortodoxas. Tal es el caso de la
neurotransmision purinérgica. Sus efectos son mediados por dos tipos de receptor, los P1 (Al,
A2A-B y A3) y los P2 (Fredholm et al., 2011). En el NAc se ha demostrado su importancia en
la resiliencia a la adiccidn a sustancias (Z. Dong et al., 2021), debido a la activacién especifica
del receptor A2A en las D2-MSN (O’Neill et al., 2012) y a su actividad de receptor acoplado a
proteina G (GPCR) anclado a una subunidad Ga de tipo s (Gas) que aumenta la excitabilidad
neuronal y promueve el estado motivacional y de busqueda de recompensas (Shoemaker et al.,
2025). Por otra parte, tenemos el sistema endocannabinoide (Covey & Yocky, 2021), que
consiste en moléculas de tipo acido graso que controlan la transmision sindptica en el cerebro
mediante el receptor CB1 (Covey et al., 2017), inhibiendo el influjo de calcio y la actividad de
la adenilato ciclasa (Katona & Freund, 2012). Se ha caracterizado su expresion (aunque escasa)
en el NAc (Pickel et al., 2006; Winters et al., 2012). Los receptores CB1 son importantes en
cualquier tipo de plasticidad sindptica, tanto a corto como a largo plazo (Grueter et al., 2010),
controlando la conducta apetitiva (Covey et al., 2017), la motivaciéon y el consumo de sustancias

altamente estimulantes (Mateo et al., 2017).

1.4.6. Plasticidad sinaptica y remodelamiento dendritico

En los ultimos afos se ha fundamentado mas la importancia de los cambios en la funcion de las
sinapsis excitatorias y como la actividad deficiente de estas sinapsis puede impedir la correcta
actividad del circuito de recompensa, conllevando cambios patologicos en el estado de animo,
sobre el estado heddnico asociado a la depresion (Wolf, 2025). Se ha descrito que la activacion
de las aferentes hipocampales y de la corteza prefrontal sobre el NAc tiene un efecto de
recompensa (Britt et al., 2012) y refuerza los estimulos placenteros (Otis et al., 2017), ademaés

de tener un posible efecto antidepresivo (LeGates et al., 2018).
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Las sinapsis excitatorias en el estriado ventral muestran una plasticidad dependiente de
actividad similar a la candnica LTP hipocampal (Thompson, 2023). La estimulacion de amplia
frecuencia de las aferentes sobre el NAc provocan un aumento en las respuestas del receptor
AMPA en las neuronas D1-MSN y D2-MSN, dependiente de la actividad del receptor NMDA
y de la Ca?'- cinasa dependiente de calmodulina (CaMK) (LeGates et al., 2018), y no requieren
la activacion mediada por el receptor de dopamina para ejercer estos efectos de potenciacion
(Yagishita et al., 2014). El silenciamiento de las aferentes hipocampales sobre el NAc previene
la preferencia por socializar, sin prevenir la recompensa per se de la interaccion social (LeGates
et al., 2018). Similarmente, la preferencia por el lugar de administracion de cocaina (cocaine
place preference) es debida a la potenciacion de las sinapsis hipocampo-NAc (Sjulson et al.,
2018). De manera contrapuesta, la depresion de las sinapsis aferentes sobre el NAc puede
revertir respuestas placenteras ya establecidas a sustancias que causan recompensa (Creed et al.,
2015; Ma et al., 2014). Por otra parte, estudios que evalian el consumo cronico de sustancias
que causan recompensa como drogas de abuso o sacarosa han mostrado alteraciones en la
ramificacion de las dendritas y la densidad de las espinas en los distintos 6rdenes dendriticos

(Crombag et al., 2005; Klenowski et al., 2016; Y. Li et al., 2003; Robinson & Kolb, 1999, 2004).

1.4.7. Integracion NAc — MSN — Conducta.

Se ha demostrado que el NAc estd implicado en la regulacion de la respuesta pavloviana
apetitiva y en el control motivacional del rendimiento instrumental, lo que resalta su importancia
dentro de una red compleja, que va mas alla de las funciones dopaminérgicas (Day & Carelli,
2007; Yin et al., 2008). Ademas, se han identificado aferencias desde la amigdala basolateral,
capaz de mediar componentes de motivacion e influir en la toma de decisiones en acciones
de recompensas aumenta la activacion de las regiones ventrales del NAc, destacando el sistema
de recompensa, que se inicia cuando se obtiene un estimulo placentero. Sin embargo, una vez
que existe una asociacion aprendida, la activacion de estas regiones se realiza de manera

anticipada al estimulo (Y. Dong et al., 2006; H. J. Lee et al., 2016; Lobo et al., 2010).

En afos recientes se ha dejado cada vez mas en claro el rol de cada subpoblacion en el
consumo hedonico de alimentos. Las neuronas DI-MSN son responsables del estimulo

placentero y del consecuente consumo hedonico de alimentos, mientras que las neuronas D2-
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MSN causan la disminucion del consumo de alimentos o retrasan el consumo de alimentos y/o
generacion de aversion ante un estimulo (Guillaumin et al., 2023; Sandoval-Rodriguez et al.,

2023; B. Tan et al., 2022; Walle et al., 2024).

1.5. Receptores dopaminérgicos.

La dopamina fue descubierta en 1957 por el doctor Arvid Carlsson, quien demostré que, este
neurotransmisor no solo funcionaba como precursor en la sintesis de noradrenalina, sino que
ademads la mayor concentracion de esta molécula estaba en los ganglios basales (Yeragani et al.,
2010). Esta molécula es de suma importancia en funciones cerebrales diversas, como la
motivacion, aprendizaje, recompensa, asi como la funcidon motora fina, y efectia sus acciones a
través de los receptores de dopamina, los cuales son GPCRs que se clasifican en dos tipos segin
si estan acoplados a proteinas Gs o de tipo Gi (Figura 6) (Missale et al., 1998; Surmeier et al.,

2007).
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Figura 6. Sefializacion de la dopamina a través de sus distintos receptores modulando la excitabilidad neuronal. a)
Representacion de la sinapsis de una MSN. La activacion de los receptores D1 regula la excitabilidad mediante
cambios en la conductancia de canales de Ca?", Na" y K*. b) Vias de sefializacion celular que median los efectos

finales de los receptores D1 y D2 en MSN. Tomado de Surmeier et al. (2007).
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1.5.1. Biologia del receptor D1.

El primer tipo son los receptores D1 que son GPCRs de tipo Gs; ademas, se encuentran los
receptores de los subtipos D1 y D5. Los genes de los receptores D1 y D5 no contienen intrones
en sus regiones codificantes y en humanos transcriben proteinas de 446 y 477 residuos de
aminoacidos de longitud respectivamente (Civelli et al., 1993). Se han descrito también dos
pseudogenes relacionados al receptor D5. Sin embargo, codifican proteinas truncadas y no

funcionales del receptor D5 (Missale et al., 1998).

La activacion de estos GPCR es a través de una proteina de tipo Gas que promueve la
concentracion intracelular del adenosin monofosfato ciclico (cAMP), por medio de la AC,
subsecuentemente activando la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA) (X. Zhang et al.,
2022). Los receptores D1 y D5 son llamados en conjunto “receptores de la familia de tipo D1”.
Los receptores D1 son de menor afinidad a la dopamina con respecto a los D2 (Marcellino et al.,
2012), con una constante de disociacion (Kd) de aproximadamente 200 nM, ya que requieren
una liberacion de dopamina superior al nivel basal para ejercer su activacion de la PKA y
aumentar la excitabilidad de las D1-MSN a través de la regulacion de canales i6nicos (Surmeier
etal., 2007). Estimulos placenteros (p.ej. el consumo de cocaina) pueden elevar las
concentraciones de dopamina a niveles superiores a los 280 nM, activando tanto el receptor D2
como el D1 (con mayor importancia este tltimo), mediando asi la respuesta de recompensa ante

estimulos placenteros (Yuen et al., 2021).

1.5.2. Biologia del receptor D2.

De manera antagdnica al receptor D1, existen los receptores de tipo D2 que son GPCR acoplados
a proteinas Gai. Se encuentran los receptores D2, D3 y D4. Los genes que codifican estos
receptores presentan interrupciones por multiples intrones (Missale et al., 1998), dando cabida
a la diversificacion y especializacion de los distintos subtipos (Vernier et al., 1995). El gen
codificante del receptor D2 contiene seis intrones que permiten la transcripcion de dos variantes
del receptor conocidas como D2S (corto) y D2L (largo), generadas por splicing alternativo del
exon ubicado entre los intrones 4 y 5 (Dal Toso et al., 1989). La diferencia en estas isoformas
radica en la capacidad de inhibir la via de sefializacion celular (Montmayeur & Borrelli, 1991),

ademas de su localizacion celular: el D2L tiene funcion de heterorreceptor, mientras que la D2S
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tiene funcion de autorreceptor. Isoformas de los receptores D3 y D4 han sido reportadas; sin

embargo, se desconocen sus papeles especificos (Missale et al., 1998).

Estos receptores son los responsables de inhibir la via de sefializacion del cAMP/PKA
mediante la disminucion de la actividad de la AC (K.-M. Kim, 2023). Estos tres receptores son
generalmente conocidos como receptores de tipo D2. La afinidad de los receptores D2 por
dopamina es mucho mayor que los D1, con una Kd de 10 nM (20 veces mas afin) (Marcellino
et al., 2012), por lo que a niveles basales de dopamina (= 10 nM) puede existir una activacion
del receptor D2 y una supresion de la actividad de las neuronas D2-MSN (Cadoni et al., 2000).
Al contrario que los estimulos placenteros (como la cocaina, que eleva la concentracion de
dopamina), los estimulos aversivos (como un choque eléctrico) pueden disminuir los niveles de
dopamina extracelular por debajo de los 10 nM, donde el receptor D2 se encontraria sin activar

(Oleson et al., 2012).

1.5.3. Regulacion de la actividad y disponibilidad.

Los receptores dopaminérgicos sufren procesos de desensibilizaciéon de manera candnica, con
atenuacion gradual de la respuesta intracelular debido a la continua y repetida exposicion a
agonistas (K. M. Kim et al., 2001; K.-M. Kim, 2023; Moritz et al., 2023), mediada por arrestinas
o por cinasas reguladas por segundos mensajeros (E.-Y. Cho et al., 2007; N. Sun & Kim, 2021).
Las arrestinas Unicamente desactivan receptores activados por agonista/ligando; tras la unién
del ligando al receptor, se produce un cambio conformacional que expone la hélice
transmembrana VI permitiendo la unién de las proteinas Ga y arrestinas a través del motivo
(E/D)x(I/L)xxxGL causando la competencia por la union al GPCR activado (Kumari et al.,
2016), mecanismo que ha sido descrito en la desensibilizacion de receptores dopaminérgicos
D3 (Min et al., 2013; Westrich & Kuzhikandathil, 2007) y en mucho menor medida para los
receptores D1 (O.-J. Kim et al., 2004; Sedaghat & Tiberi, 2011) y D2 (D. Cho et al., 2010;
Namkung et al., 2009). La desensibilizacion dependiente de PKC es el mecanismo principal por
el cual se lleva a cabo la desensibilizacion de receptores D1 a través de residuos de serina
ubicados en el tercer asa intracelular y el C terminal (Rankin & Sibley, 2010; Rex et al., 2008),
y en el receptor D2 a través de residuos de serina ubicados en el tercer asa intracelular (E.-Y.

Cho et al., 2007; Namkung & Sibley, 2004).
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2. Planteamiento del problema

A nivel mundial se estima que la prevalencia del SMet es del 31% (Noubiap, 2022). De acuerdo
con el perfil de ingresos, la prevalencia va desde el 11.2% (bajo) hasta 30.6% (alto), con el 34%
en paises de ingreso medio—alto (Noubiap, 2022). Seglin la region de la OMS, desde un 27% en
Europa (EUR) hasta un 46% en la regioén de las Américas (AMR). En México, la prevalencia
aument6 desde un 40% en 2006 hasta mas del 50% en 2018 (Rojas-Martinez, 2021). Tan solo
en 2008 las pérdidas econdmicas totales derivadas de las enfermedades no transmisibles se
estimaron en un total de 7,28 billones de ddlares a nivel global, y se proyecta un costo de hasta
30 billones de dolares para el 2030 si no se realizan estrategias que busquen disminuir el

desarrollo de estas patologias (Bloom et al., 2012).

La obesidad y la diabetes son frecuentemente alteraciones que coexisten con alteraciones
neuropsiquiatricas, como la depresion, la ansiedad y los trastornos de la conducta alimentaria
(Nouwen et al., 2010). Esta disfuncion hedoénica apunta directamente al NAc, el principal centro
integrador de la recompensa, el placer y la motivacion. El consumo cronico de dietas palatables
y altas en carbohidratos, un pilar en la etiologia del SMet, impone una sobreestimulacion
constante y no fisioldgica sobre este circuito. La obesidad se correlaciona con aberraciones
morfométricas del NAc, disminucion en la conectividad de la materia blanca NAc-talamo,
respuestas exacerbadas a estimulos palatables visuales y la disminucion del receptor D2 en
humanos, que puede asemejar estados de adiccion (Gendelis et al., 2021). Esto conlleva una
afectacion bidireccional donde la conducta de alimentacion altera el estado animico o el estado

animico altera la conducta de alimentacion.

Al ser reconocido este vinculo entre las alteraciones metabdlicas y los trastornos depresivos,
es necesario estudiar el impacto de las dietas que causan estas alteraciones metabdlicas en la
salud de los pacientes a nivel central, especificamente reconociendo cémo repercuten en el
sistema hedonico (Wurtman & Wurtman, 2018). Se ha demostrado que el consumo crénico de
alimentos palatables como lo son el consumo de carbohidratos esta asociado al riesgo de padecer
SMet, ademas de estimular constantemente al sistema de recompensa de modo que se plantea
la siguiente pregunta cientifica: ;El consumo de dietas altas en carbohidratos modifican las
subpoblaciones de neuronas espinosas medianas y la respuesta hedonica del nucleo

accumbens en modelos animales de rata Wistar con Sindrome metabolico?
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3. Justificacion

El NAc es un nucleo cerebral perteneciente al cuerpo estriado involucrado en el circuito de
recompensa; es el principal mediador de estimulos que inducen aprendizaje, placer y
motivacion. Frecuentemente el SMet y alteraciones comoérbidas como la obesidad se han
asociado a enfermedades psiquiatricas como trastornos animicos, de ansiedad o de la conducta
alimentaria (Deng & Yao, 2020; Leutner et al., 2023; Moulton et al., 2015; Penninx & Lange,
2018); de entre ellos el mas destacado es la depresion, en donde se han observado una
disminucion de la respuesta a estimulos hedoénicos y pérdida de la motivacion (Admon &
Pizzagalli, 2015; Berry et al., 2019; Frey et al., 2023). No obstante, se desconoce de manera
certera como el consumo de dietas altas en carbohidratos influencia la actividad de las

subpoblaciones neuronales del NAc, conllevando los fenotipos de tipo depresivo.

El presente trabajo contribuira a dilucidar en el SMet los posibles cambios de las
subpoblaciones neuronales de NAc que contribuyen al desequilibrio de los estados de
placer/aversion. Se propone que los estimulos constantes al sistema heddnico por dietas altas en
carbohidratos modifican la actividad de las subpoblaciones neuronales del NAc, cambiando las
dindmicas de activacion/inhibicion de las diferentes regiones involucradas en la integracion de

la respuesta hedonica.
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4. Hipotesis
4.1. Hipotesis nula
El consumo de dietas altas en carbohidratos no modifica las subpoblaciones de neuronas

espinosas medianas que presentan el receptor D1 o D2 en el nucleo accumbens y la respuesta

hedonica.

4.2. Hipétesis alternativa

El consumo de dietas altas en carbohidratos si modifica las subpoblaciones de neuronas
espinosas medianas que presentan el receptor D1 o D2 en el nicleo accumbens y la respuesta

hedoénica.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general.

Evaluar las subpoblaciones de neuronas espinosas medianas del nucleo accumbens y la

respuesta hedonica en modelos de rata Wistar macho con y sin sindrome metabolico.

5.1.1. Objetivos especificos

1. Evaluar los cambios en la conducta hedonica y de motivacion regulados por la
funcion del nucleo accumbens en ratas con sindrome metabdlico.

2. Examinar la histomorfologia del nicleo accumbens en ratas con sindrome
metabolico.

3. Caracterizar las subpoblaciones de neuronas espinosas medianas que presentan
receptores D1 o D2 en el nticleo accumbens empleando una marca de activacion

neuronal en ratas con sindrome metabdlico.
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6. Metodologia

6.1. Animales

Se emplearon 30 ratas macho de la cepa Wistar de 4 semanas de edad y aproximadamente 100
gramos de peso solicitadas al bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla. Todos los procedimientos de albergue, manejo y diseccion de los animales
se realizaran acorde con la normatividad correspondiente (NOM-062-Z0O0-1999), asi como con
comités nacionales (Guia para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio de la Academia
Nacional de Medicina de México) y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de acondicionamiento con ciclos de luz y obscuridad de 12 horas, temperatura de
19-26 °C, separados de ratas hembra y en un espacio comun con un nimero no mayor a 4
animales con disponibilidad de alimento y agua "ad libitum". Fueron pesados cada tercer dia

hasta llegar al peso de 100 gramos para posteriormente realizar la conformacién de los grupos.

6.2. Dieta

Se emplearan dos tipos de dieta: una dieta estdndar para conformar al grupo control (LabDiet
5001) con aporte caldrico de 3.35 kcal/g y una dieta alta en carbohidratos para el desarrollo del
modelo animal con SMet (MX/E/2013/047377) que aporta 3.66 kcal/g. Las especificaciones de

las dietas se muestran en la tabla 1.

Dieta
. Dieta Alta en . Porcentaje kcal/g
Composicion | Estandar ) Porcentaje kcal/g
Carbohidratos ' (MX/E/2013/04737
porcentual (LabDiet (LabDiet 5001)
(MX/E/2013/047377) 7)
5001)
Carbohidratos 48.7 71.4 56.36 77.82
Proteinas 23.9 7.3 13.02 7.96
Lipidos 5.0 5.8 27.66 14.22
Fibra (cruda) 5.1 0.0 2.95 0.0
Cenizas 7.0 3.5 0.0 0.0
Total 90.4 88.0 99.99 99.99
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Tabla 1. Contribucion caldrica porcentual entre una dieta estdindar y una dieta alta en

carbohidratos. Adaptado de Trevino et al. (2015).

6.3. Conformacion de los grupos

Una vez los animales alcancen la edad y el peso, se conformaron dos grupos de manera aleatoria

con una n = 15 de la siguiente manera:

1. Grupo Dieta Estandar (NCD, LabDiet 5001)
2. Grupo Dieta Alta en Carbohidratos (HCD, MX/E/2013/047377)

El grupo de Dieta LabDiet 5001 cumplird la funcién de control respecto al grupo de dieta
MX/E/2013/047377. El consumo de alimentos se monitoreara de manera diaria para ambos

grupos.
6.4. Analisis zoométricos.

Se evaluaron los parametros zoométricos individuales de manera semanal conforme a lo descrito
por (Trevino et al., 2015). El peso corporal se determin utilizando una balanza digital: se coloca
un recipiente, se tara y se coloca al animal para anotar la lectura. La talla es la medicion de la
longitud desde la nariz hasta la base de la cola del animal. Se sostiene al animal con una mano,
se coloca la cinta en la punta de la nariz y, sin estirar al animal, se mide hasta la base de la cola.
Por ultimo, la circunferencia abdominal se mide colocando la cinta métrica a la altura de las
extremidades inferiores, empleando una cinta métrica para ambos parametros. Una vez

obtenidas las mediciones previas, se calcularon los siguientes indices:
El Indice de Masa Corporal (IMC) se calculé mediante la formula (Nuttall, 2015):

_ Masa (kg)

IMC = ————
¢ Talla? (m)

El porcentaje de grasa se cuantifico mediante el indice de Lee (P. Rogers & Webb, 1980):

Peso%33 (g)

—x1
Talla (mm) * 100

% Grasa Corporal =

6.5. Consumo de alimentos.

El consumo de alimentos y liquidos de los animales fue monitoreado y cuantificado diariamente

durante todo el periodo experimental. El consumo de alimento sélido se determind por
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gravimetria diferencial, registrando el peso del alimento colocado al inicio del dia y pesando
nuevamente el alimento remanente al dia siguiente. El consumo de liquidos se midi6
volumétricamente con el mismo procedimiento, registrando el volumen inicial en los bebederos
y el volumen final transcurridas 24 horas. Se tomaron precauciones para minimizar y
contabilizar el desperdicio de alimento s6lido para asegurar la precision de las mediciones, como

el manejo cuidadoso de las rejas para evitar la pérdida de pellets por las rendijas.
El consumo diario de alimento fue calculado empleando la siguiente formula:
Cs =P, — P
Donde:
e (; =Consumo de alimento solido en 24 horas (g)
e P; =Peso inicial del alimento ofrecido (g)
e Pr =Peso final del alimento remanente (g)

El consumo de liquidos se calcul6 siguiendo el mismo principio sustituyendo el peso (g) por el

volumen (mL).

6.6. Pruebas conductuales.
6.6.1. Prueba de preferencia a la sacarosa (SPT).

Se tiene a los animales en ayunas. Con un animal por caja se colocan dos botellas con el mismo
volumen: una botella con 1% de sacarosa y otra con agua sin sacarosa. Para evitar la preferencia
por las botellas, se cambian de lugar a las 12 horas; tras 24 horas de experimento se miden los
volimenes de cada botella y el volumen ingerido se determina por las diferencias al inicio y al

final del experimento.

La preferencia a la sacarosa se da por el consumo de las soluciones con respecto a la

siguiente formula:

pref . mL Sacarosa 1% 100
_ E 3
rejerencia mL Sacarosa 1% + mL Agua sin sacarosa
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6.6.2. Prueba de suspension de cola (TST).

Se encinta la cola a la mitad de su longitud, de modo que pueda sostener de manera segura el
peso del animal. El otro extremo de la cinta se adhiere a una barra horizontal para permitir la
suspension del animal en el aire y el experimento comienza. Se realiza la grabacion de la
conducta del animal durante seis minutos y se analizan los tiempos de movilidad e inmovilidad
del animal. La prueba se realiza durante 6 minutos; se deja transcurrir un minuto en donde no
se contabiliza el tiempo de movimiento del animal, de modo que se cuantifica el tiempo que el

animal permanecié inmoévil durante los 5 minutos restantes del desarrollo de la prueba.

6.6.3. Prueba de alimentacion novedosa en ayuno (NSFT)

Previo al dia de la prueba, los animales fueron sometidos a un periodo de 24 horas de ayuno,
manteniendo el acceso a agua. La prueba se desarroll6 en una arena de campo abierto, la cual
constituia un ambiente novedoso para los animales, colocando en el centro de la arena una placa
que contenia un pellet de sacarosa; el peso de dicho pellet se registré empleando una balanza
antes de iniciar la prueba. La prueba inicia colocando a la rata dentro de la arena individualmente
y se le permite explorar por un periodo de 10 minutos. Al concluir el periodo de exposicion, el
animal se retira y se devuelve a su caja, a lo que finalmente se pesa el alimento remanente en el

receptaculo, cuantificando el consumo de alimento mediante la diferencia de pesos.

6.6.4. Laberinto de Barnes.

Se habitiia al animal al colocarlo en la caja de escape durante 1 minuto para habituarlo al
ambiente y posteriormente se coloca durante 2 minutos sobre el campo del laberinto para
permitir que el animal explore. Una vez transcurrido el tiempo de habituacion, el animal se
coloca en el centro y es cubierto por un recipiente; en la caja de escape se coloca un pellet de
sacarosa que fungird como un estimulo apetitivo para favorecer que el animal resuelva el
laberinto de manera satisfactoria. Se descubre el animal y se comienza a cronometrar el tiempo
que tarda el animal en encontrar el agujero que contiene la caja de escape. Una vez el animal
resuelva el laberinto, se regresa a su jaula de alojamiento y se realiza el mismo procedimiento
con el siguiente animal. Se realiza el mismo procedimiento para todos los animales, por
triplicado y se realiza el entrenamiento durante cinco dias consecutivos y se cuantifican y

grafican los siguientes datos:
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e Latencia primaria: tiempo que demora el animal en olfatear la caja de escape.

e Latencia total: tiempo que toma el animal para ingresar a la caja de escape.

e Errores: Veces que el animal olfatea los agujeros que no contienen la caja de escape.

e Estrategia: El orden en el que el animal explora los agujeros en busqueda de la caja de

escape puede ser de tipo directo, en serie o aleatorio.

6.7. Muestras sanguineas.

Las muestras sanguineas para la cuantificacion de glucosa e insulina fueron obtenidas mediante
puncion de la vena de la cola 3 dias antes de concluir el tiempo de corte de cada uno de los
grupos. Para esto, los animales estuvieron en condiciones de ayuno por un periodo de entre 3 y
4 horas. La evaluacion de la dinamica del metabolismo de carbohidratos se realizo mediante una
prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) de la siguiente manera: se les administra a los
animales una carga oral de glucosa equivalente a 1,75 g de glucosa/kg de peso. Para la toma de
muestra, el animal es inmovilizado y se le realiza una incision en la punta de la cola, extrayendo
aproximadamente 200 puL de sangre a los 0, 30, 60 y 90 minutos posteriores a la carga oral de
glucosa. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos; el suero
fue separado del paquete celular y almacenado a -70 °C hasta su andlisis. Los animales se
dejaron recuperar por dos dias y después se realiz6 el sacrificio de acuerdo con los tiempos de

corte establecidos para cada uno de los grupos.

6.8. Eutanasia y obtencion de suero.

Una vez alcanzados los 3 meses de tratamiento, los animales son administrados con
pentobarbital en una dosis de 200 mg/kg. Una vez alcanzado un estado de sedacion profunda en
los animales, dado por la pérdida de los reflejos de sus extremidades, se realizé la puncion
cardiaca, donde se obtuvieron 5 mL de sangre, los cuales fueron recolectados en tubos BD
Vacutainer para suero con gel separador. Los tubos obtenidos fueron centrifugados a 3,500 rpm
durante 10 minutos. El suero fue separado y almacenado a -86 °C hasta su analisis.
Inmediatamente después de finalizada la puncion cardiaca, se realiz6 la perfusion con solucion
buffer PBS 1X. Una vez se lleva a cabo el proceso de perfusion cardiaca y la exanguinacion del

animal, se realiza la decapitacion y la extraccion del tejido cerebral del animal. El cerebro se
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colocd en una solucién de paraformaldehido al 4% durante una semana para su posterior

inclusion en bloques de parafina.

6.9. Determinaciones séricas.
6.9.1. Pruebas bioquimicas.

La cuantificacion de los parametros bioquimicos se llevo a cabo en las muestras de suero
obtenidas de los animales en las etapas previas. Se emplearon kits colorimétricos de la casa
comercial Spinreact, siguiendo los protocolos especificados por el fabricante en el inserto.

Todas las mediciones de absorbancia se realizaron utilizando un espectrofotometro.

La concentracion de glucosa en suero fue determinada mediante el método de glucosa
oxidasa-peroxidasa y la intensidad del color es directamente proporcional a la concentracion de
glucosa en la muestra, midiéndose a una longitud de onda de 505 nm. El procedimiento consistid
en la incubacion de 10 pL de muestra de suero con 1 mL del reactivo de trabajo durante 10
minutos a temperatura ambiente (0 5 minutos a 37 °C). La concentracion final se calcula con la

absorbancia de un calibrador de concentracion conocida.

Para la determinacion del colesterol total, se utilizd el método enzimatico de colesterol
oxidasa-peroxidasa. Para la cuantificacion se incuban 10 pL de suero con 1 mL del reactivo
enzimatico durante 10 minutos a temperatura ambiente (o 5 minutos a 37 °C). La intensidad del
color (proporcional a la concentracion de colesterol total) se lee a 505 nm. La concentracion

final se calcula con la absorbancia de un calibrador de concentracidon conocida.

La determinacion del colesterol HDL se realizd6 mediante un método de precipitacion
selectiva. Se mezclan 200 pL. de muestra con 20 pL del reactivo precipitante, seguido de una
incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente y posterior centrifugacion. El sobrenadante
resultante contiene exclusivamente la fraccion de HDL y se cuantifica. Esta cuantificacion se
realizo utilizando el mismo método enzimatico Colesterol Oxidasa-Peroxidasa descrito para el

colesterol total.

La concentracion de triglicéridos séricos fue medida por el método enzimatico Glicerol-
3-Fosfato Oxidasa-Peroxidasa. La absorbancia se determind a 505 nm tras incubar 10 pL de
muestra con 1 mL de reactivo por 10 minutos a temperatura ambiente (o 5 minutos a 37 °C). La

concentracion final se calcula con la absorbancia de un calibrador de concentracion conocida.

48



6.9.2. Insulinay glucagon.

La determinacion de insulina y glucagon se realizd mediante la técnica ELISA. Para las
determinaciones se empleo el anticuerpo antiinsulina #4590 de Cell Signaling y anti-glucagén
sc-71152 de Santa Cruz Biotechnology. Inicialmente, se prepard una placa de 96 pocillos y se
agregaron 20 microlitros de suero junto con 100 microlitros de buffer de carbonatos y se
mantuvo la placa a 4 °C durante 24 horas. Posteriormente, se lava con PBS — Tween 20 0.2% y
se bloquea con albimina al 2% durante dos horas a 4 °C. Se lava nuevamente y se anade el
anticuerpo primario disuelto en albumina al 1% incubdndolo durante dos horas. Se lava
nuevamente y se agrega el anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de rabano y se
vuelve a incubar durante dos horas a temperatura ambiente. Tras un ultimo lavado, se afiaden
50 microlitros de sustrato TMB y se incuban durante 10 minutos para permitir la coloracion
suficiente de las muestras; luego se agregan 50 microlitros de solucién de paro de acido sulfurico

2 M. La lectura se efectud en un espectrofotometro o lector de ELISA a 450 nandmetros.

6.9.3. Indices de resistencia y adiposidad.

El efecto del consumo de carbohidratos sobre el estado de resistencia a insulina periférico se
cuantifico mediante el indice de resistencia a insulina HOMA validado para modelos animales

(Cacho et al., 2008):

Glucosa basal (%) * Insulina basal (51_%)

HOMA — IR = 2430

El indice de Disfuncién Adipocitaria (DAI) se obtuvo conforme a la formula descrita
por Reyes-Barrera et al. (2021), empleando unidades mmol/L para triglicéridos y HDL:

wc Trigliceridos 1.19

DAI =
2279 + (2.68+ BMI) 137  HDL—C

El indice de Adipocidad Visceral (VAI) se determiné mediante la siguiente formula

(Amato et al., 2010), empleando unidades mmol/L para triglicéridos y HDL.:

wc TG\ (1.31
val = “(103)* (p0)
39.68 + (1.88 x BMI) \1.03) \HDL
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6.10. Procesamiento del tejido.

Se llevo a cabo la obtencion de secciones del cerebro con la region de interés con un espesor de
7 micrometros. Para las técnicas histologicas descritas a continuacion, brevemente se llevo a
cabo el proceso de desparafinizacion de las secciones en soluciones de baja polaridad de xiloles
hacia soluciones mas polares de alcoholes y posteriormente la inclusion en PBS para su
hidratacion; para las técnicas de tincion una vez hecha la coloracion se realizo el procedimiento
inverso para su deshidratacion y montaje en resina, mientras que para las técnicas de
inmunofluorescencia una vez hecho el inmunomarcaje se mantuvieron hidratadas y se montaron

en DAPI.

6.10.1. Tincion Hematoxilina & Eosina.

Una vez rehidratada la muestra, se coloca en una solucién de hematoxilina de Harris durante 8
minutos; posteriormente, se lava la solucion en agua destilada y se lleva a cabo la diferenciacion
en carbonato de litio para colocar los portaobjetos con los tejidos dentro de la solucion de eosina
durante 1 minuto con 30 segundos. Una vez hecha la tincion, se lleva a cabo el proceso de

deshidratacion y montaje en resina.

6.10.2. Tincion de Azul de Luxol.

La tincidn se llevo a cabo con respecto al protocolo descrito por Kluver-Barrera en 1953 con
modificaciones. Las secciones en parafina son rehidratadas y se colocan en la solucion
alcohdlica de azul de Luxol durante 30 minutos en una estufa a 45 °C. Posteriormente se lleva
a cabo el proceso de diferenciacion embebiendo brevemente el portaobjetos una sola vez en la
solucion de carbonato de litio y posteriormente se coloca en el colorante de violeta de cresil
durante 7 minutos. Una vez tefiido, se lava embebiendo el portaobjetos una vez en agua
destilada. Se lleva a cabo el proceso de deshidratacion y el montaje en resina para su posterior

observacion.

6.10.3. Tincion de Golgi-Cox.

El tejido cerebral obtenido se coloca fresco en frascos pequefios con =~ 20 mL de la solucion
Golgi-Cox durante 4 semanas en la oscuridad. Cada semana se hace un cambio de solucion de
Golgi-Cox desechando la solucion en la que estdn embebidos los cerebros y colocando nueva

solucién hasta cubrir toda la superficie del cerebro. Una vez transcurridas 4 semanas, se colocan
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los cerebros en solucion de sacarosa al 30% durante 3 dias a 1 semana para permitir que el tejido
se endurezca. Se puede hacer un cambio de solucion de sacarosa al tercer dia si los tejidos aun

no muestran la dureza necesaria.

Los cerebros se cortaron en un vibratomo en secciones coronales de 200 pm, empleando
las coordenadas aproximadas del atlas (Paxinos & Watson, 2007) desde el bregma 5.16 mm.
Las secciones empiezan a ser recuperadas y montadas en portaobjetos gelatinizados una vez se
observa de manera morfologica bilateralmente el haz de la comisura anterior (bregma 3.24 mm),
hasta que se identifica que la comisura anterior subyace justo debajo de los ventriculos laterales
(bregma 0.36 mm); estas secciones contienen el NAc. Los portaobjetos se guardan en camara
hiimeda y oscura para su posterior revelado. Los portaobjetos, una vez tratados con solucion de
hidroxido de amonio, solucion Kodak, deshidratados y montados en resina, estan listos para su

observacion al microscopio.

6.10.4. Inmunofluorescencias.

La deteccion de receptores dopaminérgicos D1, D2 y del marcador de activacion neuronal c-
Fos se realiz6 mediante inmunofluorescencia indirecta. Tras la desparafinizacion, se realizo
recuperacion antigénica en buffer de citrato o Tris/EDTA. Posteriormente, los cortes fueron
bloqueados con PBS 1X con albimina de suero bovino y permeabilizados con Triton X-100 y
luego incubados con los anticuerpos primarios durante la noche a 4 °C. Las incubaciones se

realizaron con los siguientes anticuerpos:

e DIR: Anti-D1 Dopamine Receptor, Mouse monoclonal (Novusbio, Cat# NB110-
60017).

e D2R: Anti-D2 Dopamine Receptor, Mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology,
Cat# sc 5303).

e c-Fos: c-Fos (9F6), Rabbit monoclonal (Cell Signaling Technology, Cat# 2250).

Al dia siguiente, se realizaron lavados en PBS 1X y se incubd con el anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado con FITC o rodamina. Los cortes fueron montados con medio de
montaje con DAPI (Santa Cruz Biotechnology) y curados durante la noche a temperatura

ambiente, protegidos de la luz, para su posterior observacion al microscopio de epifluorescencia.
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6.11. Analisis de imagenes.

Las iméagenes de inmunofluorescencia correspondientes a los marcadores DIR y D2R fueron

procesadas y analizadas utilizando el software Image] (NIH). Se aplicé una correccion de

iluminaciéon no homogénea mediante normalizacion por campo plano (flat-field correction) y

posteriormente se realizd la umbralizacion automatica de la sefial especifica. El analisis

cuantitativo se efectud sobre las regiones umbralizadas, excluyendo el fondo.

Se extrajeron tres pardmetros principales:

%Area: proporcion del area de la region de interés (ROI) ocupada por sefial positiva.
Un aumento en este parametro indica una mayor distribucion espacial del marcador,
mientras que una disminucidn sugiere restriccion o pérdida de distribucion. Se expresa
por la formula:

Pixeles Umbralizados
Pixeles Totales ROI

%Area = ( )xlOO

Densidad integrada (IntDen): suma total de la intensidad de los pixeles positivos. Un
valor elevado implica un aumento global de la sefial (expresion elevada del marcador),
mientras que valores bajos se asocian con una disminucion del marcador en la ROI. Se

define de la siguiente manera:
Densidad Integrada = z Intensidad de Pixeles Umbralizados

Intensidad media (Mean): valor promedio de intensidad en los pixeles detectados. Un
incremento refleja una mayor densidad local de sefial (por unidad de area), mientras que
una disminucién indica atenuacion del marcador en las zonas activas. Se obtiene de la

siguiente manera:

Densidad Integrada

Int idad P dio =
ntensidaa fromeato Pixeles Umbralizados

Estas métricas permiten evaluar de forma integrada tanto la distribucion como la intensidad

de expresion de los receptores dopaminérgicos y la activacion neuronal en las regiones de

interés.
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6.12.

Analisis estadistico.

Los datos experimentales obtenidos se representaran como el promedio y el error estandar de la

media. Para los analisis estadisticos se realizaran docimas bilaterales y se considerara un nivel

de significancia del 95% (p < 0.05). Los datos del conteo de nucleos en la tincion H&E, % de

area, intensidad de coloracion promedio (ICP), intensidad de fluorescencia promedio (IFP) y

nucleos c-Fos positivos se analizaron mediante una prueba de Mann-Whitney debido al tipo de

variable cualitativa. Para los demas parametros, se emplearan pruebas de bondad de ajuste para

determinar la normalidad de los datos obtenidos; para aquellos datos que se ajusten a una

distribucion normal se empleardn pruebas t de Student para su andlisis, y los datos que no se

comportan de manera normal seran comparados mediante la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney-Wilcoxon.

6.13.
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7. Resultados.

El consumo prolongado de carbohidratos simples puede producir cambios en la morfometria de
los animales, asi como aumentar el riesgo de desarrollo de SMet al estimular en cada comida la
liberacion de insulina, su sefalizacion, el resguardo energético periférico. Ademas, se considera
que el consumo a largo plazo de alimentos con nutrientes de este tipo puede favorecer un estado
de habituacién, conllevando una posible pérdida de la preferencia. Para este trabajo fue
importante el seguimiento de la conducta de alimentacion para que, ademas de guiarnos en la
caracterizacion del modelo de SMet por el consumo de HCD, conociéramos los posibles

cambios en la conducta de alimentacidon asociados a un virtual estado de anhedonia.

7.1. Efecto del consumo de una dieta alta en carbohidratos sobre el consumo

alimentario y los parametros zoométricos.

Tras la evaluacion diaria del consumo alimentario sélido y liquido durante el periodo de
desarrollo y establecimiento del modelo de SMet se obtuvieron los siguientes resultados (Figura
7a-c). Se observo que, al cabo de 90 dias (tiempo de corte), el consumo promedio de sélidos en
el grupo HCD fue de 130.8 g/semana/animal, lo que representa una disminucion de 16.4% en
comparacion con el grupo control (NCD: 156.5 g/semana/animal, p < 0.05). Derivado de esto,
al analizar el consumo energético, el grupo HCD consumi6 462.6 kcal/semana/animal, lo que
equivale a una reduccion del 11.9% frente al grupo control (NCD: 524.9 kcal/semana/animal, p
<0.05). Por su parte, el consumo de liquidos del grupo HCD fue de 260.2 mL/semana/animal,
con una disminucion del 3.7% respecto al grupo control sin diferencia significativa (NCD: 270.2

mL/semana/animal, p > 0.05).
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Figura 7. Evaluacion de la ingesta de alimentos y el consumo energético tras 90 dias de induccion en ratas NCD y
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f) Evolucion semanal de cada parametro. Los valores corresponden a la media + EEM. (*) p < 0.05, (**) p <0.01

en comparacion con el grupo NCD.

Para tener un mejor discernimiento sobre la conducta de alimentacion durante el
desarrollo del modelo animal, realizamos el desglose semanal de los datos (Figura 7d-7e). Se
encontr6 una sola diferencia significativa en las semanas evaluadas, siendo esta la semana 9 en
la que el grupo HCD tuvo un consumo de 494.9 kcal/semana/animal, frente a 614.6

kcal/semana/animal del grupo HCD, equivalente a una reduccion de 19.5% (p < 0.05).
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También se cuantificaron parametros zoométricos en los sujetos de estudio de ambos grupos
(Figura 8). Se identific6 un aumento de los siguientes parametros sin diferencias significativas:
peso corporal en un 6.8%, circunferencia abdominal en un 6.1%, IMC en un 7% e indice de Lee
en un 2.5% (Figura 8a-b, d-e). La talla no fue diferente entre grupos (Figura 8f); no obstante, se
encontr6 un aumento de los indices DAI en un 141.22% (NCD: 0.51, HCD: 1.23, p<0.05) y
VAlen 142.2% (NCD: 0.45, HCD: 1.09, p <0.05) con respecto al grupo control. De este modo,
a pesar de una disminucion en el consumo de alimentos o del consumo de energia en los
animales, se identific6 un aumento de los parametros que nos ayudan a conocer el estado de
induccion del modelo de SMet. Para establecer formalmente el modelo animal, procedimos a

realizar la determinacion bioquimica-metabdlica de los individuos de experimentacion.

7.2. Caracterizacion de los cambios bioquimicos metabdlicos de los individuos de

experimentacion.

Para conocer el estado metabdlico del modelo animal, realizamos la cuantificacion bioquimica

de multiples parametros (Figura 9). El grupo HCD present6 un aumento de la glucosa e insulina
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basal en un 32.1% y 8.1% respectivamente (Glucosa NCD: 116.9 mg/dL, HCD: 154.4 mg/dL,
p <0.05; Insulina NCD: 9.7 pU/mL, HCD: 10.5 pU/mL, p > 0.05). A partir de la cuantificacion
de estos parametros, realizamos el calculo del indice HOMA-IR como indicador del estado de

resistencia a la insulina (Figura 9c¢). El indice HOMA-IR mostrd un incremento del 161.4% en

el grupo HCD (NCD: 0.31, HCD: 0.81, p < 0.05).
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Figura 9. Comparacion de los parametros metabdlicos basales en ratas NCD y HCD a la fecha de corte. Las graficas
representan los valores cuantificados para a) Glucosa. b) Insulina. ¢) Indice HOMA-IR. d) Triglicéridos. e)
Colesterol total. f) HDL. Los valores corresponden a la media £ EEM. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01 en comparacion
con el grupo NCD.

Una vez evaluada la homeostasis basal de carbohidratos e insulina, evaluamos los
posibles cambios en el metabolismo lipidico basal (Figura 9d-f). El perfil lipidico mostr6 al
grupo HCD con un aumento de los triglicéridos en 31.47% (NCD: 111.9 mg/dL, HCD: 147.1
mg/dL, p < 0.05). Mientras que la concentracion de HDL disminuy6 en 22.70% (NCD: 84.0
mg/dL, HCD: 64.9 mg/dL, p < 0.05) en el grupo HCD.

Tras la caracterizacion del perfil metabolico de glucosa, insulina y lipidos, procedimos

a evaluar la dinamica de respuesta de estos parametros tras una carga oral de glucosa mediante
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la PTOG realizada. Para ello, se cuantificaron las concentraciones séricas de glucosa,
triglicéridos, insulina, glucagoén, leptina y adiponectina en intervalos de tiempo de 30 minutos
tras la administracién de la carga oral de glucosa (Figura 10). Los datos obtenidos son los

siguientes:

Al evaluar la curva de glucosa (Figura 10a), el grupo HCD present6 valores basales mas
altos que el grupo NCD, siendo este cambio del 32.1% (NCD: 116.9 mg/dL, HCD: 154.4 mg/dL,
p <0.05), seguido de una disminucion marcada del 45.9% a los 30 minutos (NCD: 149.7 mg/dL,
HCD: 81.10 mg/dL, p < 0.05). Posteriormente, las concentraciones de ambos grupos se
acercaron a valores similares en el tiempo 60 y hasta el minuto 90, periodo final del analisis. En
la evaluacion temporal del metabolismo de triglicéridos (Figura 10b), no se observaron
diferencias basales significativas. Sin embargo, el grupo HCD presentd una disminucion en el
minuto 30 del 14.1% (NCD: 148.5 mg/dL, HCD: 127.6 mg/dL, p < 0.05) con un posterior
incremento sobre el grupo NCD a los 90 minutos del 22.9% (NCD: 166.5 mg/dL, HCD: 204.6
mg/dL, p < 0.05). Con estos datos obtenidos de estas pequefias moléculas, evaluamos
posteriormente el comportamiento a lo largo del tiempo de las hormonas involucradas en la

sefalizacion de la disponibilidad y el resguardo energético.

Al observar el comportamiento temporal de la insulina (Figura 10c), esta mostro niveles
similares en ambos grupos en el estado basal; sin embargo, tras el reto metabolico, el grupo
HCD presentd una mayor concentracion del 70.3% al 87.6% con respecto al grupo NCD en el
tiempo 30 (NCD: 5.143 pU/mL, HCD: 8.753 pU/mL, p < 0.05) a los 90 minutos (NCD: 6.422
pU/mL, HCD: 12.05 pU/mL, p < 0.05). El glucagon (Figura 10d) disminuy6 a lo largo del
tiempo en un 20.7% (NCD: 10.9 — 6.5 pg/mL, HCD: 8.6 - 7.9 pg/mL, p <0.05).

58



2007 % a 250 * b
. g2|.'.ll:i
J 1504 -» NCD E., *
k)] = HCD = 1504
£ o 150
= 100- 3
/2] ‘= 100
8 3
2 50 5
(T} 2 504
|_
0 T T T T 0 T T T T
0 30 60 90 0 30 60 20
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
*
15 15+
. c . d
) * _EI
£ 10- S 10- *
= R
c
5 S
S 5 ® 5]
A
= [V}
0 T T T T 0 T T T T
0 30 60 90 0 30 60 90
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
*
20 * . * e 25+ . f
o
_ E 204 * % *
_I . —
E® g
g E 15+
e 10 =
£ § 10-
e
o ©
¢ 5+ =%
] 5 57
<
0 1 1 1 1 0 1 1 I 1
0 30 60 920 0 30 60 920
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 10. Curvas de respuesta metabolica tras una carga oral de glucosa en los grupos NCD y HCD. a) Glucosa.
b) Triglicéridos. ¢) Insulina. d) glucagén. e) Leptina. f) Adiponectina. Todas las determinaciones séricas fueron
determinadas en el estado basal y en los tiempos de 30, 60 y 90 minutos posteriores a la administracion del estimulo.
Los valores representan la media + EEM. Las diferencias significativas se indican con (*) p < 0.05 en comparacion

con el grupo NCD para el mismo tiempo.

Por otra parte, la leptina (Figura 10e) fue mas elevada un 34.7% en el grupo HCD en el
tiempo basal (NCD: 13.10 pg/mL, HCD: 17.64 pg/mL, p < 0.05), pero presentd valores
inferiores en todos los tiempos posteriores (-24.1%, -23.6% y -23.3% en los minutos 30, 60 y

90, respectivamente; p < 0.05). Finalmente, la adiponectina (Figura 10f) mostr6 valores basales
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41.6% mayores en el grupo HCD (NCD: 13.16 pg/mL, HCD: 18.63 pg/mL, p < 0.05), seguidos
de reducciones significativas en los minutos 30, 60 y 90 (-31.9%, -29.3% y 26.9%

respectivamente; p < 0.05) en comparacion con el grupo NCD.

7.3. Valoracion de las alteraciones de la conducta heddénica y de motivacion de los

grupos experimentales.

En la prueba de suspension de cola (TST; Figura 11a), el grupo HCD present6 un incremento
de la inmovilidad de 15.7% (NCD: 138.4 s, HCD: 160.1 s, p < 0.05). Al observar la preferencia
por soluciones dulces en la SPT (Figura 11b), se observo una mayor preferencia en el grupo

HCD (35.5%), no obstante, este dato no logr6 alcanzar significancia estadistica (p > 0.05).
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Figura 11. Evaluacion de la conducta hedoénica en ratas NCD y HCD. a) Tiempo de inmovilidad en la prueba de
suspension de cola. b) Preferencia tras una prueba de preferencia a la sacarosa. ¢) Cantidad de episodios. d)
Cantidad de lamidas. e) Lamidas por episodio. f) Consumo de alimento en la prueba de alimentacion novedosa en
ayuno. Los valores corresponden a la media + EEM o mediana (paneles c—e). (*) p < 0.05, (**) p <0.01, (****) p

< 0.0001 en comparacion con el grupo NCD.
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Sin embargo, nos dimos a la tarea de evaluar de forma mas cercana la conducta de
alimentacion para complementar la SPT. Esto a través de una prueba denominada anélisis de la
microestructura de lengiieteo (licking microstructure). El analisis de la microestructura revelo
que el grupo HCD present6 una disminucion en el nimero de episodios de lengiieteo del 25.9%
(NCD: 11.25, HCD: 8.330, p < 0.01; Figura 11c), asi como en el nimero total de lamidas
realizadas en un 61% (NCD: 82.00, HCD: 31.50, p < 0.01; Figura 11d), y en el nimero de
lamidas realizadas por episodio (-33.8%; NCD: 7.480, HCD: 4.950, p < 0.0001; Figura 11e).
Finalmente, en la NSFT (Figura 11f), el grupo HCD presentd un consumo del 165.1% mayor al
control tras la exposicion al nuevo entorno (NCD: 0.22 g, HCD: 0.59 g, p <0.01).

Finalmente, en nuestra bateria conductual, evaluamos la conducta de motivacion
empleando un pellet de sacarosa como reforzador positivo a través del laberinto de Barnes
(Figura 12). Al analizar la latencia total (Figura 12a), el grupo HCD mostr6 en el dia 1 un
aumento del 74.7% en el tiempo de escape (NCD: 114.6 s, HCD: 200.2 s, p < 0.001), sin
diferencias significativas en los dias de prueba posteriores. Lo mismo sucede para la latencia
primaria (Figura 12b) donde se observo un aumento del 80.5% en el dia 1 (NCD: 83.75 s, HCD:
151.2 s, p <0.001). En el caso de los errores, estos fueron mayores en el dia 1 para el grupo
HCD (Figura 12c¢), 84.4% (NCD: 8.792, HCD: 16.21, p < 0.01), y en el dia 3 el grupo HCD
present6 una reduccion del 47.3% en la cantidad de errores cometidos al buscar el agujero de
escape (NCD: 16.38, HCD: 8.625, p < 0.01). No se establecieron diferencias significativas en

los dias subsecuentes.

Por ultimo, se analizaron las frecuencias del uso de estrategias de busqueda: aleatorias,
seriadas y directas (Figura 12d-e). El grupo NCD mostrd un incremento progresivo del uso de
estrategias directas desde el primer dia de prueba (11.1%) hasta el dia 5 (44.4%). A su vez, el
grupo HCD present6 un aumento de estrategias directas, aunque menos marcado, desde un 4.5

% el primer dia hasta alcanzar un méaximo de 31.8 % en los dias 3 y 4.

El uso de estrategias seriadas fue mas marcado entre grupos, con el grupo NCD partiendo
de un 11.1% el dia 1 hasta alcanzar un maximo en el dia 4 (25.9%), seguido de una caida en el
dia 5 (11.1%). Para el caso del grupo HCD, el empleo de estrategias seriadas fue constante entre
sesiones, desde un 8.7 % en el primer dia de sesion hasta un 21.7 % en el dia 4 y con un pico

del 30.4 % en el dia 5. Por ultimo, la estrategia directa en el grupo NCD aument6 de forma
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constante a lo largo de los dias de prueba, iniciando con 11.1% el dia 1 hasta alcanzar un 44.4%
el dia 45. Por otro lado, el grupo HCD mostrd un patréon mas irregular en el empleo de este tipo
de estrategia, con un 4.5% al inicio de los dias de entrenamiento, aumentando hasta 31.8% los

dias 3 y 4, cayendo finalmente a un 18.2% en el dia 5.
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Figura 12. Desempeifio de los grupos experimentales NCD y HCD en el laberinto de Barnes. a) Latencia total. b)
Latencia primaria. ¢) Cantidad de errores. d) Estrategias de busqueda en el grupo NCD y e) en el grupo HCD. Los
paneles a—c muestran el rendimiento cuantitativo a lo largo de los dias de entrenamiento, mientras que los paneles
d—e muestran los cambios en el empleo de estrategias directas, seriadas y aleatorias. Los valores corresponden a la

media £ EEM o rango medio (panel ¢). (**) p <0.01, (***) p <0.001 en comparacion con el grupo NCD.

7.4. Analisis histologico del nucleo accumbens en los animales con sindrome

metabolico.

Al analizar las secciones coronales de H&E (Figura 13a-c) se encontré que el grupo HCD
demostré un aumento del 771.3% en el porcentaje de nucleos picnoticos (NCD: 2.4%, HCD:

21.3%, p < 0.05). Por otra parte, el analisis con la tincion azul de Luxol no muestra diferencias
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en el area mielinizada, ni en la densidad integrada, ni en la intensidad promedio de coloracién

(Figura 13f-h).
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Figura 13. Histologia del nucleo accumbens. a-b) Microfotografias representativas a 400x de cortes coronales
teflidos con hematoxilina-eosina (H&E) en los grupos a. NCD y b. HCD. ¢) Porcentaje de nucleos picnéticos por
1,500 nucleos contados. d-e) Microfotografias representativas a 400x de cortes coronales tefiidos con azul del grupo
d. NCD y e. HCD. f) Porcentaje del area mielinizada. g) Densidad integrada de la tincion. h) Intensidad de
coloracion promedio. Los valores corresponden a la media £ EEM o mediana (paneles ¢ y f). **p < 0.01, ****p <

0.0001 en comparacion con el grupo NCD.
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Microfotografia representativa de una neurona del grupo NCD. b) Microfotografia representativa de una neurona
del grupo HCD. ¢) Longitud dendritica promedio (pm). d) Dendrita a 100x del grupo NCD. e) Dendrita a 100x del
grupo HCD. f) Numero de espinas por 10 pum de dendrita. Los valores corresponden a la media + EEM o mediana.

(*)p <0.05, (****) p<0.0001 en comparacion con el grupo NCD.

En el analisis de la morfologia neuronal mediante la tincion de Golgi-Cox (Figura 14a-
f), la longitud dendritica promedio de las neuronas del NAc fue menor un 26.2% en el grupo
HCD (NCD: 1176 um, HCD: 868.0 um, p < 0.0001; Figura 14c). Mientras que la densidad de
espinas dendriticas mostr6 una reduccion del 12.5% en el grupo HCD frente al control (NCD:

8.000 espinas/10 um, HCD: 7.000 espinas/10 um, p < 0.05; Figura 14f).

Tras una tincidon de naranja de acridina (AO) en el NAc, los canales verde y rojo para
ambos grupos experimentales fueron analizados (Figura 15a-f). El indice rojo/verde (Figura
15g) es reportado en estudios que buscan evaluar la viabilidad celular. Detectamos la
disminucion en un 14.7% en el grupo HCD (NCD: 1.221, HCD: 1.042, p < 0.05). Para

determinar si este cambio era debido al incremento de la fluorescencia verde o a la disminucion
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de la senal fluorescente roja, evaluamos las densidades integradas de cada canal por separado.
La densidad integrada en el canal verde presenté un aumento del 28.8% en el grupo HCD (p <

0.05), mientras que la densidad integrada en el canal rojo demostr6 una disminucién de tan solo
1.1%.
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Figura 15. Andlisis de la intensidad fluorescente en células del NAc tefiidas con naranja de acridina. a-c)
Microfotografias representativas del grupo NCD. d-f) Microfotografias representativas del grupo HCD. g) Indice
de Fluorescencia (rojo/verde). h) Densidad integrada del canal rojo. i) Densidad integrada del canal verde. Los

valores corresponden a la media + EEM o mediana. (*) p < 0.05 en comparacion con el grupo NCD.
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7.5. Evaluacion de la funcionalidad dopaminérgica y de activacion en el nucleo

accumbens.

Para el receptor DIR en el NAc Core (Figura 16a-1), el d&rea inmunorreactiva para D1R presentd
un aumento del 9.2% (NCD: 49.6%, HCD: 54.1%, p > 0.05). La intensidad de fluorescencia
promedio del D1R inmunorreactivo se redujo en un 7% (NCD: 27,161 UA, HCD: 25,264 UA,
p <0.01). Por su parte, el area inmunorreactiva para D2R (Figura 16j-r) aument6 76.9% (NCD:
19%, HCD: 33.5%, p <0.05), la densidad integrada incrementd 57.5% (p <0.01) y la intensidad

de fluorescencia promedio mostr6é un aumento del 4.4% en el grupo HCD (p > 0.05).

Posteriormente hicimos la misma evaluacion de los receptores en la subregion del NAc
Shell (Figura 17). Encontramos que para el D1R en el NAc Shell (Figura 17a-1), el % de area
inmunorreactiva cay6 un 8.9% (NCD: 59%, HCD: 53.7%, p > 0.05), la densidad integrada tuvo
un decremento del 26.8% (p < 0.001) y la intensidad media disminuyé un 17.4% (p < 0.001).
Sin embargo, observamos un comportamiento contrario en el D2R (Figura 17j-r), ya que el %
de drea inmunorreactiva aumentd un 8.1% (NCD: 31%, HCD: 33.5%, p > 0.05), la densidad
integrada en 83.7% (p < 0.01) y la intensidad media en 32.1% (p < 0.05).

Finalmente, para complementar el andlisis de la presencia de receptores dopaminérgicos
en el NAc, se evalud la activacion neuronal mediante la cuantificacion de ntcleos positivos al
marcador cFos en los grupos NCD y HCD (Figura 18a-f). El porcentaje de nucleos cFos
positivos en el NAc disminuy6 36.7% en el grupo HCD en comparacioén con el grupo NCD

(NCD: 8.5%, HCD: 5.4%, p <0.01) (Figura 18g).
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Figura 16. Expresion de los receptores dopaminérgicos en el NAc Core. a-c) Microfotografias representativas de
DIR en NAc Core para el grupo NCD. d-f) Microfotografias representativas de DIR en NAc Core para el grupo
HCD. g) % de area DIR. h) Densidad Integrada DIR. i) Intensidad de Fluorescencia Promedio DIR. j-I)
Microfotografias representativas de D2R en NAc Core para el grupo NCD. m-0) Microfotografias representativas
de D2R en NAc Core para el grupo HCD. p) % de area D2R. q) Densidad Integrada D2R. r) Intensidad de
Fluorescencia Promedio D2R. Los valores corresponden a la media = EEM o mediana. (*) p < 0.05, (**) p <0.01

en comparacion con el grupo NCD.
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Figura 17. Expresion de los receptores dopaminérgicos en el NAc Shell. a-¢) Microfotografias representativas de
DIR en NAc Shell para el grupo NCD. d-f) Microfotografias representativas de D1R en NAc Shell para el grupo
HCD. g) % de area DIR. h) Densidad Integrada DIR. i) Intensidad de Fluorescencia Promedio DIR. j-I)
Microfotografias representativas de D2R en NAc Shell para el grupo NCD. m-o0) Microfotografias representativas
de D2R en NAc Shell para el grupo HCD. p) % de area D2R. q) Densidad Integrada D2R. r) Intensidad de
Fluorescencia Promedio D2R. Los valores corresponden a la media + EEM o a la mediana. (*) p <0.05, (**) p <

0.01, (***) p<0.001 en comparacion con el grupo NCD.
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Figura 18. Evaluacion de la activacion neuronal en el NAc mediante inmunofluorescencia para cFos. a-c)
Microfotografias representativas en NAc para el grupo NCD. d-e) Microfotografias representativas en NAc para

el grupo HCD. g) Porcentaje de nucleos cFos+ por 1,000 nticleos contados. Los valores corresponden a la mediana.

(**)p <0.01 en comparacion con el grupo NCD.

8. Discusion.

8.1. Cambios zoométricos en respuesta al consumo de una dieta alta en carbohidratos.
El SMet es un conjunto de alteraciones metabdlicas y sistémicas como la hipertension, RI,
obesidad visceral, higado graso, asi como alteraciones cardiovasculares (Mohamed et al., 2023).
Entre multiples factores de riesgo, los mas reconocidos son el sedentarismo (Neeland et al.,

2024) y el consumo de dietas altas en calorias (Akter et al., 2022). El aumento de la ingesta de

carbohidratos promueve su absorcion, movilizacion, metabolismo y almacenamiento. Todo esto
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controlado mediante la hormona insulina, donde los tejidos comienzan a demostrar una
respuesta disminuida, a lo largo del tiempo que se consumen carbohidratos simples de manera

sostenida (M. Li et al., 2022).

Uno de los principales factores de riesgo para desarrollar SMet es la sobrenutricion o
sobrealimentacion cronica (Bovolini et al., 2021). El patrén alimentario reconocido es el de tipo
“dieta occidental”, caracterizado por un elevado consumo calorico y elevadas proporciones de
alimentos ultraprocesados (AUP) (Rodriguez-Monforte et al., 2017). Es en estos AUP donde
se encuentran principalmente carbohidratos refinados y azlicares simples (Martinez-Gonzalez
& Martin-Calvo, 2013), como es el caso de la dieta que empleamos. Esto es debido a que son
producidos a través de técnicas de ultraprocesamiento como la extrusion de granos, degradacion
quimica o enzimatica de almidones, lo que permite que sean fabricados principalmente con un
estrecho rango de ingredientes: jarabe de maiz de alta fructosa, azlicar invertido o maltodextrinas
(Scrinis & Monteiro, 2022). El sistema de clasificacion NOV A agrupa todos los alimentos de
acuerdo con la naturaleza, el alcance y los propdsitos de los procesos industriales a los que son
sometidos. Estos involucran técnicas fisicas, bioldgicas y quimicas utilizadas después de que
los alimentos son separados de la naturaleza y antes de que sean consumidos, o bien, convertidos
en alimentos (Machado, 2019). Asi, la presencia de cualquiera de estos ingredientes es
indicadora per se de un AUP conforme a la clasificacion NOVA, ya que es responsable de
ejercer un fuerte estimulo hedonico (Monteiro et al., 2019). Este procesamiento es el que ademas
provoca la pérdida de la matriz alimentaria, importante para la liberacion, accesibilidad,
estabilidad y digestibilidad de los nutrientes en los alimentos (Aguilera, 2019). En conjunto,
permite que los AUP tengan un perfil de ingredientes desbalanceado, y es debido a estas
propiedades que los AUP suelen ser hiperpalatables, ricos en grasas, azlicares, carentes de fibra
fermentable, con presencia de nutrientes acelulares que impactan en la conducta alimentaria y

la homeostasis energética del individuo.

En el presente trabajo empleamos la HCD MX/E/2013/047377 para nuestro grupo
problema. Esta dieta contiene un 71.4% de carbohidratos simples, de los cuales el 80% son
sacarosa y el 20% restante son fructosa, ademas de estar desprovista de fibra, por lo que podria
ser considerada un AUP. Por otra parte, nuestro grupo de control recibi6 la dieta LabDiet 5001,

donde el 48.7% son carbohidratos, principalmente almidones, ademés de contener un 5.1% de
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fibra. Al evaluar el consumo de alimentos a lo largo de los tres meses de induccion del modelo,
observamos una disminucion global en cuanto al consumo de alimentos solidos y el consumo
energético (Figura 7a-c), que no es patente al desglosar el consumo alimentario de manera
semanal (Figura 7d-f). Esto nos indica que existen procesos que alteran la conducta alimentaria
de los sujetos de experimentacion, ya que no existe un proceso de hiperconsumo de alimento de
dieta palatable a lo largo del desarrollo del modelo experimental. Estos cambios de alimentacion
que no concuerdan con el aumento del consumo de dieta pueden deberse a posibles alteraciones

en los sistemas encargados de la integracion y modulacién de estimulos en el corto y largo plazo.

En el corto plazo, la modulacion del consumo de alimentos esta dada por la experiencia
sensorial de los carbohidratos, que comienza desde las sefales visuales y olfatorias (Y. Chen
etal.,, 2015), lo que permite preparar circuitos centrales de la alimentacion. Los azucares
simples, especialmente la glucosa, son rdpidamente detectados por mecanismos interoceptivos
desde la lengua hasta el intestino a través de tres vias principales: 1) receptores del sabor (TR),
2) transportadores de glucosa (SGLT) y 3) canales de potasio dependientes de ATP (Katp). Son
estos receptores en la periferia los que permiten relevar la informacion a nivel central. Todos
estos componentes permiten llevar a cabo el sense energético y heddnico de los alimentos, de
modo que el procesamiento de estas sefiales influencia la frecuencia de alimentacion (saciacion,
frecuencia de consumo en la misma etapa de consumo; y saciedad, tiempo que transcurre entre

una etapa de consumo y otra).

Una vez que el alimento se encuentra en la cavidad oral, los TR pueden sefalizar al
Nucleo del Tracto Solitario rostral (rNTS) la presencia de carbohidratos promoviendo apetencia
y saciacion durante la misma comida. (Aklan et al., 2020). A la vez que los carbohidratos
ingresan al estbmago y duodeno proximal, transportadores SGLT1 favorecen la despolarizacion
de células neuropodos, que sefializaran a nivel central el cese del consumo de alimentos, asi
como el estado de apetencia (Ren et al., 2010; Sclafani et al., 2016), importante para reforzar la
posterior conducta de ingesta del alimento altamente palatable. Por otro lado, a largo plazo, las
hormonas supresoras del apetito son liberadas por células L o células K, en respuesta a nutrientes
no absorbidos (Duca et al., 2021): el péptido YY (PYY), el péptido similar al glucagon (GLP)
y el péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP). Esto mediante la despolarizacion de

la membrana celular principalmente por SGLT, y canales Karp (Reimann & Gribble, 2016). Es
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aqui donde estas moléculas toman importancia en la regulacion del consumo alimentario como

describiremos a continuacion.

Se ha demostrado que, si bien los carbohidratos simples inducen poca saciedad en
general debido al rapido paso de la luz intestinal al torrente sanguineo (Duca et al., 2021), el
trabajo de Almiron-Roig demostr6 que un alimento s6lido con sacarosa induce la misma, o
inclusive mayor saciedad que un alimento liquido isocalérico compuesto del mismo azucar
(Almiron-Roig et al., 2004), como ocurre con nuestra HCD, presentada en forma sélida, lo que
puede reflejar el menor consumo de alimentos (Figura 7a,d). Esto se debe al mayor estimulo
sensorial por la mayor estadia del alimento en la cavidad oral durante la masticacion. Ademas,
en el trabajo de Almiron-Roig se encontré6 que la ingesta de alimentos sélidos ricos en
carbohidratos no impacta en la ingesta de liquidos (Figura 7b,e), a diferencia del consumo de
liquidos ricos en carbohidratos, que si disminuye la ingesta de liquidos. Esto es importante, ya
que toda vez que los animales consumen la HCD, consumen agua para diluir el alimento,
disminuyendo la osmolaridad y favoreciendo la disminucion del efecto dulce (alta saciacion) al
disminuir su concentracion. Ademas, la ingesta de agua no solo tiene un efecto de hidratacion,
sino que también brinda propiedades reoldgicas necesarias para la digestion de carbohidratos (J.
Chen, 2009; C. Li et al., 2023). Por lo que el consumo normal de agua nos permitiria sustentar
que la disminucion de solidos no se deberia a una pérdida del consumo nutrimental y hedonico
de la HCD, sino debido a sus efectos que movilizan fuertemente la dinamica de moléculas y

sefiales anorexigénicas.

El consumo de AUP desfavorece la liberacion de incretinas como PYY (Hall et al., 2019;
Hamano et al., 2024). Debido al rapido paso de dietas con carbohidratos simples, en la porcion
proximal del intestino al torrente sanguineo se desfavorece la llegada de nutrientes no
absorbidos al ileon, disminuyendo la secrecion de incretinas de corta duracion como PYY-GLP
(Wilbrink et al., 2021), conllevando posibles episodios de menor cantidad de consumo, pero
mayor frecuencia. De igual forma, colecistocinina (CCK) puede tener un efecto que disminuye
la cantidad de alimento consumido (West et al., 1984). Sin embargo, causa una compensacion
a través del aumento de la frecuencia de alimentacion cuando existen alteraciones de otras

hormonas, como es el caso de las adipocinas (Barrachina et al., 1997; Hulsey et al., 1998; Kahler
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et al., 1998). Por lo que proponemos que esta disminucion del consumo de HCD est4 dada por

los fuertes efectos saciantes que ejerce, alterando la conducta de alimentacion de los animales

Estos datos contrastan de forma coherente con el grupo control, donde los carbohidratos
complejos de la dieta (almidones) pueden tener un menor estimulo gustativo, por ende, se puede
consumir mayor cantidad de alimento en un mismo episodio. Este tipo de carbohidratos, aunado
al contenido de fibra que retarda el vaciamiento gastrico (Ionitd-Mindrican et al., 2022), permite
una liberacion gradual de monosacaridos, manteniendo estable la sefalizacion de incretinas,
insulina y adipocinas en el posprandio, que de forma sumatoria favorecen el estado de saciedad.
Caso contrario en nuestros animales con HCD, donde la dieta estd desprovista de fibra y
carbohidratos complejos. El efecto de las incretinas es profundo, pero de vida corta. Los cambios
observados en la conducta de alimentacion del grupo HCD pudiesen ser reflejo de la induccion
de un fuerte estado de saciacion (poco consumo por episodio), a la vez de una incapacidad de
los sistemas endocrinos involucrados en la modulacion del estado de saciedad (aumento de
episodios de consumo), derivado de la poca capacidad de liberacion de incretinas por el alimento
HCD. De este modo, el grupo HCD podria estar consumiendo menos alimento debido a la fuerte
estimulacion sensorial de los azicares simples del alimento, conllevando la disminucion global
del consumo de alimentos. Cabe destacar que estas modificaciones en el consumo de alimentos
no necesariamente reflejan que el estado metabdlico se encuentre alterado en los animales, como

describiremos a continuacion.

El grupo HCD, de forma concomitante a la baja del consumo de alimentos, muestra una
disminucion del consumo energético (Figura 7). Cabe destacar que se evalud el consumo
alimentario — energético y no la absorcidn, cuya distincion es importante ya que el consumir un
nutriente no garantiza su absorcion, ya que esto depende de multiples factores previamente
descritos: molécula (carbohidratos simples o complejos), estructura (almidon, dextrinas), otras
moléculas (fibras), estructura matriz del alimento, digestibilidad, capacidad de absorcion, etc.
(Juul et al., 2025). Estas variables nos permiten entender nuestros resultados morfométricos de
los sujetos de experimentacion, ya que cuando evaluamos la zoometria, no existen diferencias
entre grupos (Figura 8a-¢). Por lo que la disminucion del consumo de sé6lidos no se asocia a un

estado de pérdida de peso, ya que, aunque no significativo, nuestros animales incluso
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presentaron un aumento del 7% en peso con respecto al control (Figura 8a), sin repercutir

negativamente en el crecimiento del animal (Figura 8c).

Si bien existe una tendencia a la alta en el perimetro abdominal de los animales (Figura
8b), se ha descrito en humanos que el aumento de la adiposidad visceral no siempre se refleja
en el aumento de la circunferencia abdominal (Harris et al., 2000), del cual se ha descrito la
importancia de su expansion en el desarrollo de alteraciones metabdlicas (Shah et al., 2014),
que pueden presentarse inclusive en estados de un IMC < 25 (Karelis et al., 2004). Esto esta en
concordancia con nuestro modelo, ya que no presenta modificaciones en el IMC (Figura 8d) ni
en el indice de Lee (Figura 8e¢), lo cual nos permite proponer la presencia de alteraciones
metabodlicas, sin la necesidad de presentar alteraciones en pardmetros somatométricos clasicos,

como ya se ha demostrado anteriormente (Y. Zhang et al., 2016).

El indice de Lee también nos permite estimar de forma general la cantidad de tejido
adiposo presente en el animal (P. Rogers & Webb, 1980). Sin embargo, este parametro es
limitado debido a que, si bien se reconoce la importancia de la masa adipocitaria, es también
importante reconocer los patrones de distribucion del tejido adiposo y su repercusion metabdlica
(M. C. Petersen et al., 2024; Vague, 1947). Si bien nuestros resultados no muestran alteraciones
clasicas asociadas a procesos de modificaciones metabdlicas, al emplear indices matematicos
mas sensibles descritos en afios recientes, observamos que existen modificaciones que sugieren

cambios metabolicos.

Historicamente, se han descrito personas sin obesidad con “alteraciones asociadas a la
obesidad”, nombradas inicialmente como sujefos normopeso metabolicamente obesos
(Ruderman et al., 1982). De forma contraria, surgi6 el término de obesidad “metabodlicamente
sano” en afios mas recientes (Sims, 2001) debido a una fase de elevada sensibilidad a la insulina
(Stefan et al., 2008). Es por ello que pacientes con normopeso pueden presentar alteraciones
cardiometabolicas (Schulze & Stefan, 2024), tales como aumento de triglicéridos, aumento de
glucosa en ayuno e indice HOMA-IR, asi como disminucion de la concentracion de HDL
(Karelis et al., 2004), a pesar de presentar una somatometria aparentemente sana, como
describiremos mas adelante con nuestro modelo. De esta forma, se muestra el cuestionamiento
hecho tradicionalmente, que sujetos deben de presentar forzosamente cambios morfométricos

como obesidad o aumento del perimetro abdominal para presentar alteraciones bioquimicas
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metabodlcias. Los pardmetros somatométricos en humanos no siempre son anormales en
pacientes que presentan SMet y, en caso contrario, pacientes con obesidad que no

necesariamente presentan cambios metabolicos.

Nuestros datos contrastan con la literatura modelos animales con SMet, donde suele
existir un aumento en el consumo de energia (Alsid et al., 2010; Sharma & Fulton, 2013)
asociado al aumento de la masa corporal (Alsid etal., 2010; Fordahl & Jones, 2017;
Narayanaswami et al., 2013; Sharma & Fulton, 2013; Tsai et al., 2022). Sin embargo, cabe
destacar que en muchos de estos trabajos se emplean dietas con alto contenido de grasa (HFD),
que aportan mas de 5 kcal/g. No obstante, algunos estudios presentan reportes en linea con
nuestros resultados: menor consumo de alimentos con respecto a los controles (Moreno-
Fernandez et al., 2018), lo que posiblemente est¢ en funciéon de la formulacion dietética.
Ademas, no solo importa la cantidad de alimento que es ingerido por los animales, sino también
la cantidad de nutrientes que el sistema tiene capacidad de digerir y absorber. Estas dietas son
mucho mas absorbibles debido a que energéticamente son “mas baratas”: las grasas de los
alimentos son hidrolizadas en la luz intestinal y convertidas rapidamente en triglicéridos. Esto
permite una rapida entrega al tejido adiposo, ya que a diferencia de los carbohidratos, donde su
paso por el higado implica una pérdida energética del 25% en el proceso de lipogénesis de novo

(Solinas et al., 2015)

La ausencia de cambios significativos en los pardmetros morfométricos tras 3 meses de
consumo de HCD en nuestro grupo experimental, surge la necesidad de evaluar mediante
indices mas sensibles el estado de funcion y distribucion adipocitaria como lo son los indices
DAI y VAI para sustentar que, nuestro modelo a pesar de encontrarse en normopeso, puede
presentar alteraciones adipocitarias que se vinculan con el SMet. Dichos parametros permiten
definir el estado de funcionamiento del tejido adiposo subcutaneo (SAT) (Reyes-Barrera et al.,
2021), asi como la expansion de la adiposidad visceral (Amato et al., 2010), y nos permiten
establecer la salud adipocitaria. En nuestros sujetos experimentales, estos parametros de
disfuncién y crecimiento adipocitario se encontraron aumentados (Figura 8f-g). Sin embargo,
ya se ha mencionado que los cambios morfométricos no son indicativos infalibles de SMet,
ademas de que la circunferencia abdominal se puede encontrar normal a pesar de aumentos en

la misma adiposidad visceral.
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Se ha descrito como el consumo de dietas que exceden el requerimiento caldrico tras
una semana puede inducir un estado de RI en el tejido adiposo de tipo fisioldgico, que regresa
a valores normales tras un mes (Nishimura et al., 2009). No obstante, esta sobrealimentacion
cronica puede conllevar remodelacion o cambios permanentes del tejido adiposo observables
tras 12 semanas de consumo: 1) desarrollo de RI adipocitaria, 2) incapacidad del tejido para
resguardar lipidos, promoviendo lipdlisis y su posterior almacenamiento ectopico, 3)
inflamacioén del tejido adiposo, 4) infiltracion de macrofagos e incluso, en estados mas graves,
5) muerte adipocitaria (Strissel et al., 2007). El aumento del indice DAI refleja esa capacidad
de almacenamiento limitado, especificamente del SAT, lo que favorece el resguardo ectopico
de lipidos en tejidos como el higado o el musculo, estableciendo un ambiente de lipotoxicidad
(Wernstedt Asterholm et al., 2014). De este modo es como el aumento de los indices VAl y DAI
en nuestros animales nos permite identificar un estado de alteracion adipocitaria, posiblemente

repercutiendo en la homeostasis energética del sistema (Seccion 8.2).

La hipotesis central de que la RI en sujetos normopeso no implica una asociacion directa
con la cantidad total de grasa, sino con la capacidad del SAT para expandirse y almacenar
lipidos, aunada a la distribucion o extension de los distintos tipos de tejido adiposo (Lotta et al.,
2017). De ellos destaca el tejido adiposo visceral (VAT), el cual se ha reconocido por su mayor
tendencia a hipertrofiarse y a disminuir su capacidad adipogénica, ademas de su limitada
capacidad de almacenamiento. El ambiente con exceso de nutrientes, la baja capacidad de
resguardo y la liberacion de AGL pueden conllevar la expansion, disfuncion del tejido adiposo
y Rl en otros 6rganos, produciendo alteraciones metabdlicas sistémicas en estados de cronicidad
(Tacobini et al., 2024). Por lo que proponemos que los cambios metabolicos que surgen en el
modelo son los responsables de los procesos de disfuncion del SAT y del VAT. Ya que estos
indices matematicos presentan una relacion inversamente proporcional con la disminucién en la
concentracion de HDL, la cual favorece el aumento de estos indices, que reflejan la RI presente

en el tejido o en el individuo.

8.2. Impacto de la dieta en el metabolismo basal y dinamico de carbohidratos y lipidos

y su modulacion endodcrina.

Como ya se ha mencionado, un estado de disfuncién del SAT favorece la deposicion ectopica

de lipidos, asi como la expansion del VAT promueve RI en multiples tejidos debido a su elevada
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actividad lipolitica y liberacion de AGL, asi como su acumulacion ectdpica (Boden & Shulman,
2002). En el SMet todas estas entidades de disfuncién metabolica convergen (Caprio et al.,
2017; Polimeni et al., 2017). Considerando el patron de ingesta alimentaria, parametros
zoométricos e indices adipocitarios, se realizd un perfil metabdlico de los sujetos de
experimentacion a los 90 dias, esto con el fin de corroborar el establecimiento del modelo animal
con SMet (Figura 9). El desbalance en la glucemia basal se presenta de forma concomitante al
incremento de insulina en sangre (Figura 9a-c), debido a que para mantener la euglicemia se
requiere una mayor cantidad de insulina, lo cual en periodos prolongados tiene como
consecuencia el desarrollo de RI (Jallut et al., 1990). Este periodo transicional se ha descrito
como hiperinsulinemia compensadora, pérdida de la sensibilidad a la insulina y desarrollo de

resistencia a la hormona (DeFronzo et al., 1989).

El aumento del indice HOMA-IR nos permite reconocer que el aumento de glucosa e
insulina resulta en el desarrollo de SMet en nuestro modelo experimental. Por otro lado, en el
posprandio, el higado produce glucosa a través de glucogenolisis y, en menor medida, por
gluconeogénesis. No obstante, en pacientes con SMet tras el estado de ayuno nocturno, el higado
se encuentra depletado de glucégeno (Shulman et al., 1990), promoviendo el desvio a la
produccion de glucosa hepatica (PGH) mediante gluconeogénesis (Hatting et al., 2018). Ya que
el aumento del indice HOMA-IR es indicativo de RI hepatica (Abdul-Ghani et al., 2007) y se
encuentra aumentado en el grupo HCD en el estado basal (Figura 9c). La elevada PGH
promueve hiperglicemia, lo cual es redundante al mantener hiperinsulinemia, incrementando la
resistencia periférica, traducida en la incapacidad de inhibir correctamente la gluconeogénesis

hepética, como se observo en nuestro modelo en el estado basal.

Cuando analizamos el comportamiento dindmico de la homeostasis de glucosa tras una
PTOG (Figura 10a), la respuesta de regulacion glucosa-insulinica se encontr6 alterada con un
estado de hiperinsulinemia en todos los tiempos analizados (Figura 10c). En el estado de ayuno
prolongado, el higado se encuentra con bajos niveles de glucogeno, sintetizando glucosa para
otros O6rganos y generando energia a través de la oxidacion de acidos grasos (Ruppert & Kersten,
2024; X. Zhang et al., 2021). Tras un alimento o una carga de carbohidratos se ha estimado que
la concentracion de glucosa en la circulacion portal puede alcanzar valores de hasta 200 mg/dL

(Lema-Perez et al., 2023), lo que aunado a la elevada Km del Transportador de Glucosa (GLUT)

77



hepatico GLUT2, permitiria un ingreso de una elevada cantidad de glucosa desde la circulacion
portal hacia el parénquima hepatico (Dimitriadis et al., 2021) que favoreceria el comportamiento

de nuestra curva de glucosa de disminucion de la glucosa sistémica al minuto 30 post carga.

Se ha descrito ampliamente que la RI muscular precede a la RI hepatica, lo que desvia
el almacenamiento de glucosa al higado (K. F. Petersen et al., 2007). Esto estaria reforzando el
exceso de captacion de glucosa hepatica en la primera fase de la PTOG. En consecuencia, dicho
desvio resulta en un aumento de la lipogénesis de novo hepatica, incrementando la sintesis de
triglicéridos que por lo tanto, aumenta la concentracion de triglicéridos y disminuye la
concentracion de HDL en el plasma (K. F. Petersen et al., 2007). Es posible, ademas, que el
estado lipotoxico por deposicion ectopica de lipidos, de manera sinérgica, aminore la capacidad
de captura de glucosa periférica dependiente de GLUT4 debido a su capacidad de inhibicion de
la via PI3K-AKT (Norton et al., 2022). Ademds de disminuir la sintesis de glucogeno hepatico
y la capacidad de inhibicion de PGH, la RI podria conducir nuevamente al estado de
hiperglicemia (Figura 10a) debido a la incapacidad de los tejidos de resguardar adecuadamente
glucosa dependiente de la actividad de insulina, promoviendo una hiperinsulinemia de tipo
compensatoria (Bovolini et al., 2021), como lo observamos en la curva correspondiente, con un

aumento exacerbado con respecto al control en los tiempos 30, 60 y 90 (Figura 10c).

Adicionalmente, la RI adipocitaria incrementa la lipolisis en el SAT, favoreciendo el
incremento en los niveles de glicerol y AGL circulantes en plasma (Strissel et al., 2007). El
exceso de liberacion de AGL amplia el pool hepético de acetil-coA, que es un activador
alostérico de la piruvato carboxilasa (PC), enzima clave en la gluconeogénesis (Perry et al.,
2015). Al mismo tiempo, la captacion de glicerol permite aumentar el pool de triosas fosfatos,
lo que refuerza la via gluconeogénica y favorece entonces el estado de hiperglicemia (Rebrin
etal., 1996; Y. Wang et al., 2020). La captacion de AGL también favorece su reesterificacion,
permitiendo el acimulo de intermediarios de sintesis de triglicéridos como el DAG o moléculas
derivadas como ceramidas que permiten la activacion de subtipos de la PKC de tipo 0, € 0 6

(Bezy et al., 2011; Yu et al., 2002).

La PKC es una serina-treonina cinasa responsable de fosforilar al receptor de insulina,
impidiendo su acople en cascada abajo (Postic et al., 2007). Se ha descrito como en pacientes

con RI existen también alteraciones en la homeostasis de glucagon, un péptido importante, a la
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par de la insulina, que permite regular el estado glicémico del sistema (Y. Lee et al., 2012).
Observamos como tras la carga de glucosa, esta importante hormona pancreatica cae por debajo
del control al minuto 30; no obstante, se mantiene y en el minuto 90 se mantiene aumentada con
respecto al control (Figura 10d). La presencia de hiperglucagonemia estaria siendo entonces un
reflejo de la pérdida de la regulacion por la secrecion pardcrina de insulina (Gaisano et al.,
2012). De igual forma su aumento sefializa a nivel hepatico la via gluconeogénica (Massa et al.,
2004) y la movilizacion de lipidos al higado (Galsgaard et al., 2019), nuevamente alimenta el
estado de resistencia y desorden metabodlico, dado por el superavit calorico, el sobrerresguardo
lipidico y el exceso de sintesis de lipidos, como observamos en el estado posprandial de los

animales al minuto 90 (Figura 10b).

Aunque la insulina es reguladora de vias metabdlicas como la gluconeogénesis o la
sintesis de glucogeno, también activa vias accesorias como la via SREBP1-c. Incluso los
mismos sustratos pueden activar esta via, como lo es el caso de la fructosa a través de substrate
push (Herman & Samuel, 2016), o la glucosa que estimula la via ChREBP (Postic et al., 2007).
Estas vias promueven la transcripcion de enzimas involucradas en la sintesis de lipidos de novo.
Debido a que la RI frecuentemente es acompanada por el exceso de nutrientes, estas mismas
vias son las principales responsables de la RI hepatica y del aumento de la sintesis de
triglicéridos (Samuel, 2011), lo cual explica la hipertrigliceridemia observada en nuestro modelo
(Figura 9d). Este mismo mecanismo de substrate push que favorece la lipogénesis de novo,
permite el aumento de los niveles de triglicéridos en el minuto 90 tras una carga de glucosa

(Figura 10b).

Cabe destacar que el colesterol total no se encontr6 alterado, a pesar de la dislipidemia
y la disminucion del colesterol HDL (Figura 9d-f). Se ha descrito como a través de los procesos
de lipogénesis de novo y reesterificacion de AGL, existe una sobreproduccion y secrecion de
lipoproteinas de muy baja densidad VLDL (K. F. Petersen et al., 2007), responsables a su vez,
de la caida de la fraccion del colesterol HDL. Esta caida del colesterol HDL es una consecuencia
directa del estado de hipertrigliceridemia y se encuentra bien descrita en la literatura (Feingold,
2022): el aumento de las VLDL acentua la actividad de la proteina de transferencia de ésteres
de colesterol (CETP). Esta enzima es la responsable de permitir la transferencia de triglicéridos

desde las VLDL a las HDL y ésteres de colesterol a lipoproteinas VLDL y LDL (Feingold,
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2022). Ello secunda al aclaramiento de las HDL del plasma debido a su mayor preferencia de
sustrato por las lipasas hepaticas (Kobayashi etal., 2015), por lo tanto reduciendo sus
concentraciones en plasma (Figura 9f) (Murakami et al., 1995). Cabe destacar que, debido a las
VLDL y posteriores LDL formadas ricas en ésteres de colesterol, una vez que regresan al higado
existe un proceso de feedback negativo: niveles normales de colesterol en el reticulo
endoplasmico del hepatocito permiten que el factor de transcripcion SREBP2 se mantenga
inactivo (J. L. Goldstein et al., 2006); esto explicaria el por qué no se producen cambios en la
concentracion de colesterol total (Figura 9¢). Cuando existe un exceso de recaptacion de LDL
ricas en colesterol en el higado, a su vez, disminuye la transcripcion y sintesis del receptor de

LDL, disminuyendo su captacion y empeorando el estado de dislipidemia (Lagace, 2014).

Reconocemos entonces que en nuestro modelo existe una amplia variedad de
alteraciones que favorecen la RI y las alteraciones metabolicas que hemos observado en estos
experimentos; no obstante, nos dimos a la tarea de analizar las adipocinas responsables de la
homeostasis energética para reforzar las alteraciones metabolicas del modelo: leptina y
adiponectina. La leptina es una hormona peptidica secretada principalmente por el tejido
adiposo blanco (WAT), en proporcion a la cantidad de sus reservas de triglicéridos (Frederich
et al., 1995) reflejando la proporcion de reservas energéticas en el sistema. La leptina efectia la
mayoria de sus efectos a través de un mecanismo neuroenddcrino al unirse a su principal
receptor LEPRb en el nucleo arqueado hipotalamico (Chua et al., 1996). Regula la ingesta de
alimentos mediante un efecto anorexigénico activando neuronas POMC/CART e inhibiendo a
neuronas NPY/AGRP hipotaldmicas (Buettner et al., 2006; Halaas et al., 1995; Vaisse et al.,
1996), aumenta el gasto energético (Mistry etal., 1997; Singh etal., 2009), aumenta la
termogénesis (Commins et al., 1999), promueve la lipolisis para el uso energético de lipidos, y
la recaptura de carbohidratos (Hwa et al., 1997; Perakakis et al., 2021; Zeng et al., 2015). Por
otro lado, adiponectina es una adipocina que correlaciona inversamente con los depositos grasos
del organismo (Z. V. Wang & Scherer, 2008). Modula aspectos metabolicos clave del
metabolismo de la glucosa y la oxidacion de acidos grasos que son responsables de sus efectos
antiinflamatorios y de sensibilizacion a la insulina. Estos efectos se producen a través de la

alternancia de sustrato mediante la activacion de la AMPK (Kubota et al., 2007; Yamauchi et al.,
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2002), disminucion de las moléculas de adhesion (Ouchi et al., 1999), inhibicion del TNF-a y
del factor de transcripcion proinflamatorio NF-kB (Ouchi et al., 2000).

En nuestro trabajo, los resultados obtenidos nos demuestran que en el estado basal los
animales del grupo HCD tienen concentraciones de leptina elevadas (Figura 10e). En el
organismo, la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos se reflejan en la sobreexpresion y exceso
de leptina sistémica (Farr et al., 2015). Los estados de hiperleptinemia indican resistencia a los
efectos anorexigénicos de leptina, con aumentos en el apetito, disminucion del gasto energético
y modificaciones en la homeostasis energética (Jung & Kim, 2013), siendo un importante
contribuyente patogénico al desarrollo de RI y SMet (Aslam & Madhu, 2017; Diez & Iglesias,
2003). Este aumento de leptina pudiese ser el reflejo del consumo crénico de carbohidratos y de
los estados de hiperinsulinemia que favorecen de manera secundaria en el tejido adiposo la
liberacion de leptina, lo que aconteceria a su vez al desarrollo de la hipertrigliceridemia
encontrada en nuestro modelo y, al mismo tiempo, RI. Ademés, en nuestro modelo Ila
adiponectina se encuentra aumentada con respecto al control (Figura 10f). Se han reconocido
sus efectos antiinflamatorios, antiaterogénicos, y antidiabéticos debido a su inhibicion de NF-
kB (Fantuzzi, 2005; Wulster-Radcliffe et al., 2004), aumentando la sensibilidad a la insulina
(Yamauchi et al., 2001), e inhibiendo la proliferacion del musculo liso vascular (Ouchi et al.,
2001). Multiples estudios en humanos muestran como pacientes con alteraciones metabolicas
presentan niveles de adiponectina disminuidos (Chow et al., 2007; Hotta et al., 2000; Schillaci
& Pirro, 2007), lo que favorece la progresion de RI (Fahed et al., 2022). Este aumento de
adiponectina observado pudiese ser un mecanismo de compensacion debido al estado
metabolico alterado previamente descrito en los sujetos de experimentacion como una forma de

compensar el estado de RI y favorecer el resguardo lipidico, asi como el de glucosa.

Este fenotipo de nuestro modelo animal, donde encontramos por lo menos 3 parametros
metabolicos alterados, corresponde a un estado de alteracion metabdlica compatible con los
criterios para el diagndstico del SMet, conforme al consenso internacional (JIS) publicado en
2009 (K. G. M. M. Alberti et al., 2009). Es asi como los resultados obtenidos corresponden a lo
ya descrito previamente en el grupo de investigacion (Trevifio et al., 2015, 2022), asi como en
la literatura (Fordahl & Jones, 2017; Tsai et al., 2022), en donde el consumo de una HCD, o

HFD durante 12 semanas conllevan al desarrollo de alteraciones metabolicas como las
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observadas en nuestro modelo, que concuerdan con el desarrollo de SMet. Multiples hallazgos
de nuestro modelo han sido ampliamente descritos en la literatura, como las alteraciones en los
parametros de glucosa, insulina y triglicéridos a lo largo de modelos de HCD, HFD o de ingesta

de carbohidratos en forma liquida (Rodriguez-Correa et al., 2020; Wali et al., 2023).

De esta forma, todos nuestros datos en conjunto nos permiten declarar que nuestro
modelo animal desarroll6 SMet y establecer que un individuo no necesariamente debe ser obeso
0 presentar cambios morfométricos para presentar modificaciones sistémicas. Sino también
sujetos normopeso pueden presentar alteraciones metabdlicas como lo observamos en nuestro
grupo experimental (Lavie et al., 2015). Una vez caracterizado el perfil dinamico de glucosa,
lipidos y hormonas, asi como las alteraciones en la respuesta adipocitaria, se procedi6 a evaluar

el impacto funcional de estas adaptaciones metabolicas sobre la conducta.

8.3. Alteraciones en la conducta hedonica y motivacional.

Hasta el momento, sabemos que el consumo sostenido de una HCD puede inducir alteraciones
sistémicas y metabolicas producto del SMet. No obstante, derivado del consumo de una dieta
hiperpalatable que causa recompensa por la naturaleza de su composicion, buscamos evaluar si
el consumo de la HCD podria tener efectos conductuales en los animales, producto del
desarrollo de SMet, y sus repercusiones en la disminucion de la percepcion del placer dado por
el consumo de la dieta altamente palatable. Para esto realizamos pruebas conductuales que nos
permitieran identificar si se producian cambios conductuales compatibles con estados de tipo

depresivo, asociados con la disminucion o pérdida del placer (Figura 11).

En animales que presentan alteraciones de tipo depresivo por aletargamiento, donde se
pueden observar cambios en la conducta de escape ante estimulos estresores (Cryan et al., 2005;
Ye et al., 2023). Esto es clasicamente denominado disparidad emocional (Thierry et al., 1984):
Tras un intenso esfuerzo por escapar del ambiente aversivo, la pérdida progresiva de la actividad
locomotora del individuo hace que el individuo se encuentre inmdévil durante la prueba (Unal &
Canbeyli, 2019). Esto se debe a que el animal se rinde a luchar ante un estimulo que le causa
estrés, como ocurre en la prueba de suspension de cola (TST). Esta observacion surge dado que
en sus inicios, la TST fue implementada para evaluar la eficiencia de los farmacos

antidepresivos (Porsolt et al., 1977), observando que la administracion de estos farmacos
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disminuia el tiempo que el animal yacia inmovil durante el desempefio de la prueba (Steru et al.,

1985).

De esta forma, al cuantificar el tiempo de inmovilidad en esta prueba, podemos conocer
el estado de desesperanza o pasividad ante este tipo de estimulos aversivos. A la vez, la prueba
de preferencia a la sacarosa nos ayudara a determinar la capacidad del individuo de preferir el
consumo de una solucidon dulce debido a la experimentacion placer. Esto en su conjunto nos
permitiria conocer si existe alguna conducta de tipo depresivo o anhedonico en nuestros
animales (Scheggi et al., 2018). Encontramos que para el grupo HCD, el tiempo de inmovilidad
se encontr6 ligeramente incrementado con respecto al grupo control (Figura 11a)
significativamente (p < 0.05). Esto nos estaria reflejando en un inicio una posible alteracion en
el nucleo de interés. Lo anterior, ya que el NAc, al ser un centro integrador que procesa una
amplia gama de estimulos aferentes de multiples regiones limbicas y asociativas (amigdala,
hipocampo, corteza prefrontal, nticleo paraventricular taldmico, etc.), es un sitio primario que
puede tanto orquestar respuestas resultado de un estimulo de recompensa como de un estimulo

aversivo (Zhu et al., 2016).

Estudios muestran como la proyeccion clasica de VTA — NAc juega también un rol
importante en la mediacion de estimulos aversivos y tiene un efecto directo sobre la conducta
de las MSN (Ilustracion 1) (Lammel et al., 2011, 2012). La integracion de estos estimulos ayuda
a que, si el estimulo causa placer, se favorezca repetir la busqueda de la recompensa. Si el
estimulo causa aversion, se evitara la reincidencia del estimulo, lo que permite eludir amenazas
del ambiente y asegurar la supervivencia de los animales (Bromberg-Martin et al., 2010) por lo
que este aumento en el tiempo de inmovilidad en la prueba nos estarian indicando alteraciones
cognitivas asociadas al area de interés debido al fallo de la correcta interpretacion central de los
estimulos percibidos. Esto, ya que se ha descrito como la disfuncion del NAc esté directamente
asociada con los sintomas de tipo depresivo (S. J. Russo & Nestler, 2013), donde el principal

indicador son los aumentos de inmovilidad.
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Aversive stimuli
No reward

mp Reduced firing

Reward
Psychostimulant ﬂ

Burst firing <::| VTA DA neuron

D1 receptor activation D2 receptor inactivation
by elevated DA level in NAc by reduced DA level in NAc
Activation of NAc Activation of NAc
D1-expressing neurons D2-expressing neurons

i Aversive learning
Flexibility of learning

Ilustracion 1. Los distintos tipos de estimulos pueden ser integrados de forma positiva (recompensa) o negativa

(aversion), conforme a la sefializacion que recibe de multiples regiones, y como es que se integran en el NAc.

Tomado de Hikida et al. (2016).

Por otra parte, la SPT es una prueba que nos permite evaluar el deseo o la preferencia de
consumir soluciones dulces sobre el agua pura (Hao et al., 2019). Esto se realiza en estado de
ayuno para incentivar al animal al consumo de alimentos (liquidos). Esta prueba se acufié por
Katz (1982) al observar que animales expuestos a un estrés cronico perdian la capacidad de
preferir el consumo de soluciones dulces con respecto a los controles, y que este efecto se
revertia tras la administracion de antidepresivos (Willner et al., 1987). Es asi como esta prueba
actualmente se emplea también de manera conjunta para poner en evidencia estados de
anhedonia en modelos animales (Berrio & Kalliokoski, 2023) donde una disminucion de la

preferencia con respecto al control es cldsicamente asociada a la pérdida del placer.

En otros paradigmas conductuales se ha puesto en evidencia como el estrés, que puede
causar cambios en la conectividad del NAc (Francis et al., 2015) o sustancias que causan
recompensa como las drogas de abuso (Pascoli et al., 2014; Zhu et al., 2023), las recompensas
naturales también pueden ejercer estos mismos efectos, como lo es en el caso de consumo de
alimentos (Alonso-Caraballo et al., 2021; Fetterly et al., 2024). No obstante, estos cambios
minimos en la inmovilidad, aunque significativos (p > 0.05), necesitan ser corroborados con
otras pruebas para establecer firmemente el estado emocional/motivacional de nuestro modelo.

Es importante conocer como es que la alimentacion de sustancias altamente palatables durante
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un periodo cronico podria estar afectando el manejo heddnico. Por lo anterior, surge la necesidad
de evaluar la preferencia por soluciones dulces a través de la SPT. Observamos que el indice de
preferencia por soluciones dulces se encuentra aumentado (p > 0.05), indicandonos que, la
conducta hedodnica no se estaria encontrando alterada. Frecuentemente en la literatura se observa
que en estados depresivos existe la presencia conjunta de aumento de los tiempos de inmovilidad
(TST) y disminucién de la preferencia por la sacarosa (Tsai et al., 2022; Zhu et al., 2023). No

obstante, este no pareceria ser el caso de nuestro modelo.

Si bien la percepcion heddnica de los alimentos juega un papel importante en el consumo
de los alimentos, sefiales periféricas también tienen cabida en este proceso del consumo,
cubriendo el componente relacionado a la necesidad homeostatica (W. W. Liu & Bohorquez,
2022). Ademas, cabe destacar que la SPT es una prueba que se realiza tradicionalmente en ayuno
(Primo et al., 2023), crucial para entender los procesos que subyacen al consumo de soluciones
caldricas. Es en este proceso donde sefiales intestinales enddcrinas como lo son las incretinas y
sefales nerviosas provenientes de nervios periféricos (ya descritos en la seccién 8.1) son las
responsables de sefialar, integrar y relevar estimulos de nutrientes, entre ellos, moléculas dulces
como la sacarosa (McDougle et al., 2024). Los cambios en la capacidad de integrar estos
estimulos periféricos, desencadenan modificaciones que impactan negativamente su efecto
central (Johnson, 2018) reflejadose en la preferencia. De igual forma, un trabajo reciente de
Sandoval-Rodriguez et al. (2023) demostro la importancia de las MSN del NAc en la regulacion
del consumo de soluciones dulces y su preferencia. Al mismo tiempo que destaca como las

incretinas tienen un papel de modulacion hedonica directa sobre las MSN.

Estos reportes, aunados a nuestros resultados, nos permiten tener un primer acercamiento
a las posibles alteraciones de las neuronas de interés en nuestro trabajo, ya que hemos observado
hasta el momento cambios en la conducta de alimentacion. En conjunto, estos datos nos estarian
indicando que el posible desbalance de sefializacion de la saciedad, ligado al estado de ayuno
en el que se tienen los animales para el desarrollo de la prueba, imperaria en la conducta de
alimentacion. Es decir: el animal, al tener que suplir la necesidad energética que demanda el
organismo, aumenta su consumo del unico nutriente disponible en las soluciones: la sacarosa.
Reflejando asi el aumento en la preferencia, posiblemente compensado a través de un aumento

de la cantidad de visitas que hace al animal para consumir la solucion dulce.
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El grupo de investigacion ya ha reportado modificaciones en la conducta de animales
con SMet, como déficits en la memoria de reconocimiento (Diaz et al., 2018, 2021; Treviio
et al., 2017); no obstante, este seria el primer estudio que vincularia el consumo de HCD con
una tendencia al estado depresivo en los animales. Resultados similares se han descrito en otros
grupos de investigacion (Santos et al., 2018; Tsai et al., 2022), destacando el trabajo de Tsai y
colaboradores, quienes reportaron que el tiempo de inmovilidad y la pérdida de preferencia por
las soluciones dulces podian ser revertidos tras la administracion de fluoxetina durante cuatro
semanas. Estudios recientes han demostrado como las alteraciones de conectividad del NAc
pueden llevar a los sujetos de experimentacion a alteraciones que pueden cambiar
completamente la percepcion de recompensa por estimulos naturales, como lo es la comida o

inclusive el agua (B. Tan et al., 2024).

De igual forma, otros grupos de investigacion han reportado que la conducta de tipo
depresivo en modelos de alteraciones metabdlicas se asocia al aumento de los niveles de BDNF,
al incremento de la activacion de CREB y al aumento de los niveles de la proteina AFosB
(Sharma & Fulton, 2013). En el caso de BDNF, se ha observado que niveles aumentados de este
factor neurotréfico en el VTA producen un fenotipo depresivo, mientras que animales con
knockout del gen BDNF en la region presentan proteccion ante la depresion (Berton et al.,
2006). Es importante destacar el rol de estas proteinas en estas regiones, ya que en conjunto son
responsables de cambios en la dindmica de sefializacion de multiples vias de sefializacion celular
que dictan la conducta de remodelacion sindptica, como detallaremos més adelante (Seccion
8.4). Estos cambios sindpticos dictaminan directamente como se integran distintos estimulos y
determinan si la conducta del individuo se acoplard de forma bien-adaptativa o mal-adaptativa

(Dingess et al., 2017; Shi et al., 2025).

Cabe destacar que, a su vez, la SPT si bien es una prueba cldsicamente empleada en el
ambito de las neurociencias, su uso esta ligado a la descripcion de anhedonia franca (Scheggi
et al., 2018). Sin embargo, esta prueba se apoya en el consumo acumulativo, careciendo de la
resolucion para distinguir distintos estados afectivos en los animales (Adolphs & Anderson,
2018). De ahi, en afios recientes han surgido pruebas mas sensibles que permiten clasificar
ciertos patrones de alimentacion con el estado emocional de los animales (Gero, 2020; Salalha

et al., 2025), evaluando dos principales variables (Guillaumin et al., 2023): 1) los episodios de
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consumo de soluciones dulces, que nos permite identificar el deseo de consumir una solucion
palatable, y 2) la cantidad de lamidas que realiza el animal cuando consume la solucion. Esta

técnica se conoce como microestructura de lamidas (Johnson, 2018).

Al evaluar los parametros anteriores, observamos que el grupo con SMet realiza menos
episodios de consumo (Figura 11c), menor cantidad de lamidas (Figura 11d) y menor cantidad
de lamidas por episodio (Figura 11e). Al mismo tiempo, observamos que en la prueba de
alimentacion novedosa en ayuno (NSFT) existe un aumento del consumo de alimentos (Figura
11f). Esto es un fendmeno interesante, ya que el aumento del consumo de alimentos en estas
pruebas estd ampliamente relacionado con la ansiedad (Arandelovi¢ et al., 2024), conducta
reconocida en modelos animales que presentan obesidad por consumo de dietas hipercaléricas

(Aslani et al., 2015).

La regulacion en el consumo de alimentos dulces es producto de la capacidad
interoceptiva del individuo, como lo es integrar estimulos periféricos de saciedad y recompensa,
que se pueden encontrar tanto aumentados como disminuidos, repercutiendo en la conducta de
alimentacion (Herbert & Pollatos, 2018). Cuando un animal es expuesto a un alimento
novedoso, muestra indecision en su consumo (neofobia) como un mecanismo de supervivencia
para evitar el consumo de sustancias nocivas (Reilly, 2018). De esta manera, tras experiencias
repetidas de consumo, los animales muestran una mayor aceptacion del alimento mientras este
no les cause ningiin componente aversivo (Rosenblum et al., 1993). Es asi como los alimentos
en general que no provoquen ningtn dafio al organismo, naturalmente, causan un componente
asociativo que permite su ingesta y, segun sea el caso, pueden favorecer su consumo si inducen
un componente de placer (Dwyer, 2012). Por lo que se buscaria el alimento que causa placer en

eventos subsecuentes. En este caso, la botella con sacarosa.

El lamido en los roedores es una conducta altamente estereotipada (Johnson, 2018), que
involucra multiples controles de neurotransmisores y hormonas en la periferia y a nivel central.
Uno de ellos es la dopamina, cuya sefalizacion se ha asociado principalmente a la conducta de
consumo o deseo (Berridge & Robinson, 2003) y cuyo efecto dependera del receptor al cudl se
una (Missale et al., 1998): a los receptores activadores del circuito (tipo D1) o receptores
inhibitorios (D2). Estudios demuestran como la interferencia de la sefalizacion del receptor D1

conlleva disminuciones en la ingesta de sacarosa, debido a la disminucion de lamidas (D’ Aquila
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et al., 2012). De forma similar, se ha establecido que la activacion por agonistas del receptor D1
conlleva también una disminucién del consumo de sacarosa (Bednar et al., 1995; Terry et al.,
1995). Por otro lado, la inhibicion del receptor D2 disminuye la conducta motivacional de los
animales, lo que a su vez provoca una disminucion de la ingesta de sacarosa (Robles & Johnson,
2017). Se ha demostrado que la activacién por agonistas de los receptores D2 favorece la
conducta motivacional de los animales, involucrandolos més en la busqueda de recompensas
(Galistu & D’Aquila, 2013). Estos estudios farmacologicos nos permiten conocer como la
sefnalizacion dopaminérgica estaria afectando el consumo de sacarosa segun el receptor al que

se une (D’Aquila, 2010).

Cabe destacar que, si bien el receptor D2 puede promover o inhibir la ingesta de
alimentos, no quiere decir que el receptor D1 solo tenga un efecto de inhibicion per se sobre la
conducta de alimentacion. Ya que previamente hemos descrito como el consumo de alimentos
que no sean nNocivos y que generen recompensa es parte esencial de un proceso que permite la
repetida ingesta de estos alimentos. Por lo tanto, la activacion o inhibicion del receptor D1 sobre
la conducta de los animales sugiere mecanismos mucho mas complejos. Se ha descrito que este
efecto podria deberse a que la activacion de este receptor en las neuronas del NAc senalizan a
neuronas anorexigénicas del area hipotalamica lateral (Durst et al., 2019; O’Connor et al.,
2015), responsables de consumar la ingesta de alimentos una vez que se ha alcanzado el
requerimiento energético del organismo (Cheon et al., 2025; Rossi & Stuber, 2018). Es aqui
donde proponemos de forma inicial como es que pudiese existir alguna alteracion dentro del
sistema dopaminérgico, lo cual estaria repercutiendo en la conducta de los animales, como
hemos observado en el aumento de la preferencia, las alteraciones de la estructura de lamidas o

las deficiencias asociativas de los alimentos.

En un estudio reciente, mediante el empleo de técnicas de optogenética, se encontraron
roles importantes para las subpoblaciones de MSN que involucran directamente la conducta de
alimentacion de soluciones palatables. Guillaumin et al. en 2023, mostraron como la activacion
optogenética del canal ChR1 expresado sobre las neuronas D2-MSN, es la responsable de
aumentar la cantidad de lamidas de una solucién dulce de batido de leche, al igual que la
cantidad de episodios de consumo; mientras que la activacién del ChR1 sobre las D1-MSN no

tiene efecto alguno sobre ninguno de estos parametros. De esta manera, estariamos teniendo el
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primer acercamiento a las neuronas de interés en el NAc y su funcionamiento. De modo que es
importante hacer mencidn que no se realizan mediciones del consumo total del alimento, por lo
que estos datos estarian implicando que si bien existe una disminucion de la conducta de
lengiieteo (dado por una funcién inapropiada de las D2-MSN), el aumento de la preferencia
podria estar dado por una mayor frecuencia de visitas a la botella con solucion de sacarosa (datos

no mostrados).

Reportes en la literatura por otros grupos de investigacion empleando metodologias
similares de optogenética han encontrado resultados que igualmente nos permiten conocer, en
donde la activacion de las D1-MSN se asocia a la disminucion del consumo de solidos, mientras
que la activacion de las D2-MSN disminuye considerablemente el consumo de sélidos y de agua
simple (B. Tan etal., 2022). Esto seria una primera aproximacion para entender por qué
inicialmente nuestro modelo presenta una disminucion global del consumo de alimentos, ya que
la sacarosa, al ser un estimulo placentero, permitiria la liberacién de DA sobre el receptor D1
sobre las D1-MSN, y este, en consecuencia, genera un efecto anorexigénico. Ademas de que la
pérdida del balance de la sefalizacion de estas neuronas en el NAc (D1 inhibido, D2 activado)
puede conllevar el desarrollo de fenotipos de hiperfagia y aumento del peso y adiposidad en los
animales (Walle et al., 2024). Sin embargo, cabe destacar que los estudios previamente descritos
se realizan en modelos metabdlicamente sanos y no en animales que han sido sometidos a
estimulos por mas de unos cuantos dias o mas de 3 semanas, contrario al caso de nuestro modelo.
Por lo que podrian no reflejar claramente el estado de compensacion o desgaste en un sistema

que es enfrentado de forma crénica a estimulos.

Es importante mencionar que el consumo de alimentario no solo tiene un componente
heddnico, sino también de tipo mnemonico (Bray, 2019), donde el sabor dulce puede jugar un
rol importante en el aumento de la preferencia. Para esto fue que realizamos nuestro experimento
del laberinto de Barnes, prueba ampliamente reconocida ya que inicialmente fue propuesta como
un método para evaluar memoria espacial (Barnes & McNaughton, 1985; Rodriguez Peris et al.,
2024). No obstante, cabe destacar que existen modificaciones que permiten cambiar su
proposito para evaluar en los animales la capacidad de generar un aprendizaje asociativo

apetitivo (Harloe et al., 2008; Tajti et al., 2023). Esta conducta esta vinculada al componente
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hedonico de los alimentos que permiten su ingesta frecuente, lo que se conoce como conducta

motivada por recompensas (Domingues et al., 2023).

Nuestros resultados mostraron que, durante el primer dia de entrenamiento, los animales
con SMet tardaban mas en escapar del laberinto, dado por los aumentos de la latencia primaria
y la latencia total (Figura 12a-b). Estos indicadores muestran la capacidad del animal de
localizar la caja de escape y de entrar a la caja de escape, respectivamente. En entrenamientos
subsecuentes, las latencias y los errores disminuyen en el grupo con SMet de manera equiparable
al control. En cuanto a los errores, podemos observar que el primer dia de entrenamiento el
grupo HCD comete mads errores en la biisqueda de la caja de escape (Figura 12c, dia 1), aunado
al mayor empleo de estrategias de busqueda aleatorias con respecto al grupo control (Figura

12d-e).

En dias subsecuentes, los animales con SMet cometen menor cantidad de errores,
comparable al control (Figura 12c, dias 2-5). No obstante, cuando analizamos las estrategias de
escape empleadas por el grupo con SMet, observamos lo siguiente: Los animales avanzaron al
empleo de una estrategia de exploracién més organizada, de tipo seriada y de tipo directa de los
dias 2 al 4 (Figura 12e). A pesar de ello, existi6 una regresion de mayor proporcion con respecto
al control del empleo de estrategias directas (Figura 12e), ademas de la cantidad de errores.
Nuestros resultados estdn en concordancia con lo publicado por (Agrawal & Gomez-Pinilla,
2012), quienes demuestran como existe un retardo en el aprendizaje de los animales en el

laberinto de Barnes tras 6 semanas de una dieta alta en fructosa.

El consumo de alimentos de elevada palatabilidad (incluyendo la sacarosa) incrementa
los niveles de dopamina extracelular dentro del NAc de manera directamente proporcional a la
concentracion de sacarosa en solucion (Berridge, 1996). Esta activacion se presenta de dos
maneras: primero, en el core del NAc, cuya activacion se relaciona directamente con la
motivacion de la obtencion del estimulo que cause recompensa (Oginsky & Ferrario, 2019;
Roberts-Wolfe et al., 2018). Dichos efectos se han demostrado en animales que consumen dietas
altamente palatables (Matikainen-Ankney et al., 2023). Como parte de una sefial que requiere
integrarse en distintos ambitos, ocurre también un estimulo en la subregion Shell del NAc
(Hajnal & Norgren, 2005), cuya activacion de las MSN sobre esta region es responsable directa

de la sensacion de placer (Kelley & Swanson, 1997; O’Connor et al., 2015). Es asi como esta
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liberacion fésica de dopamina confiere una prominencia incentivadora al estimulo alimentario
(Berridge, 2007); es decir, permite al individuo centrar su atenciéon en dicho estimulo que le
caus6 recompensa, de modo que modifique su conducta para volver a conseguir este estimulo

placentero.

A su vez, los reportes han mostrado el vinculo que tiene el NAc con el aprendizaje de
estimulos condicionados (Day & Carelli, 2007; Hikida et al., 2016), como hemos descrito
anteriormente al hablar sobre la neofobia y las adaptaciones de los animales a los alimentos
novedosos. De modo que las deficiencias en realizar una asociacién cognitiva con un reforzador
positivo pueden ser indicativas de las afectaciones que sufre el NAc tras el establecimiento del
SMet en el grupo experimental (Belujon & Grace, 2017; Shiflett & Balleine, 2010). De esta
forma, el aumento de las latencias de escape, errores y el mayor empleo de estrategias poco
organizadas son claros indicativos de una deficiencia en la flexibilidad cognitiva y de

asociacion, que es evidente el primer dia de entrenamiento en los animales con SMet.

En un estudio de LeGates et al. en 2018, se demostrd la importancia de la conexion entre
el hipocampo (responsable de la formaciéon de memorias) y el NAc. El aumento de la fuerza
sinaptica de la conexion entre hipocampo y NAc repercutié en la capacidad de los animales de
consumir una mayor cantidad de alimento palatable, ademas de aumentar el tiempo que pasaban
los animales en la zona de condicionamiento. Este estudio pone en evidencia como la capacidad
de generar memorias asociativas facilita el consumo de alimentos palatables ya conocidos (Bray,
2019). Ademas del componente de ansiedad que se encuentra presente en los animales de SMet,
que se ha demostrado que aumenta la locomocién y la exploracion (Chou et al., 2024). Esto nos
permitiria explicar dos cosas: primero, que debido a la naturaleza de induccion del modelo
experimental, donde se tiene que proporcionar un alimento formulado principalmente con
sacarosa, se presenta también el aumento de la preferencia en la SPT (Figura 11b). Y segundo,
observar como tras el primer dia de prueba donde comienza el aprendizaje en los animales, en
el dia dos parece ser como el grupo HCD escapa mucho mas rapido que el control del laberinto

(Figura 12a-b; p > 0.05).

En conjunto, los resultados nos permiten determinar que las conductas vinculadas a la
integracion de estimulos placenteros y la capacidad de generar asociaciones a los mismos,

pueden ser reflejo de una alteracion a nivel cerebral en el NAc, que es la zona neuroanatdémica
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involucrada en la integracion y relevo de estos estimulos a las demas regiones cerebrales. Por
ello nos dimos a la tarea de investigar si el desarrollo de SMet podria provocar alteraciones
morfologicas o histoldgicas asociadas directamente a un dafio patolégico que estuviese

repercutiendo directamente en los parametros conductuales evaluados.

8.4. Alteraciones histologicas y celulares en el nicleo accumbens producto del

sindrome metabolico.

El SNC es también afectado por la RI y complicaciones metabolicas derivadas. Deficiencias en
la sefalizacion de insulina a nivel central (Talbot etal., 2012), acimulos de B-amiloide
(Moloney et al., 2010) y declive cognitivo son tan solo algunos de los rasgos observados en
estados de SMet y RI (Grillo et al., 2019; Gupta et al., 2023; Kang et al., 2023; Nguyen et al.,
2020). La insulina tiene multiples efectos en el cerebro no solo negativos, si no que induce
sefiales homeostaticas (Y. Chen et al., 2019; Milstein & Ferris, 2021), donde el origen de las
alteraciones en el SNC tienen una interaccion ampliamente variada y multiorganica (Rhea et al.,
2022; Shelton & Miller, 2010), que representa una compleja interaccion entre sefiales de la

periferia (Van Dyken & Lacoste, 2018).

Para evaluar las posibles modificaciones neuroanatémicas del NAc, se procedio a
evaluar la integridad estructural de la region de interés a través de técnicas histologicas de
cribado. Se emplearon las técnicas histologicas de H&E para identificar cambios en la
morfologia celular y de azul de Luxol para evaluar la integridad estructural de 1a mielina (Figura
13). La técnica de H&E es una técnica de rutina empleada en laboratorios ya que permite
conocer de forma indirecta los posibles procesos subyacentes en el tejido, a través de la
identificacion de cambios morfologicos (Fischer et al., 2008). De igual manera, la tincion de
azul de Luxol es una técnica especializada que permite realizar un tamiz en cuanto a la integridad

de la materia blanca mielinizada y su posible degeneracion (Moszczynski et al., 2020).

La principal anormalidad observada en el NAc fue la presencia de picnosis (Figura 13a-
b), con aproximadamente 9 veces mas células picnoéticas en el grupo con SMet con respecto al
grupo control (Figura 13c). La picnosis es descrita como la condensacion y/o fragmentacion
del nucleo neuronal, dada por una tincion nuclear intensa (Diamantis et al., 2008), que es un
fuerte sugerente de dafio, y posible muerte neuronal cuando se presenta. Conocemos que uno de
los principales rasgos del SMet es la presencia de la RI, asi como otras alteraciones sistémicas
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que involucran el metabolismo lipidico (Angelico et al., 2023). No obstante, se ha descrito que
la fisiopatologia que subyace a estos signos involucra procesos mas complejos como la
inflamacién y el aumento del estrés oxidante (B. L. Tan & Norhaizan, 2019; Treviiio & Diaz,
2023). De manera general, la RI por SMet originada en el tejido adiposo permite la liberacion
de citocinas proinflamatorias , que propician un estado de inflamacién cronica de bajo grado

(Hotamisligil, 2017; S. Russo et al., 2021), denominado metainflamacion.

La metainflamacion, resultado de la pérdida de 1a homeostasis adipocitaria se caracteriza
por niveles incrementados de mediadores proinflamatorios como IL-18, IL-6 y TNF-o (Nieman
etal., 1999; Shoelson et al., 2007), acumulacion de células del sistema inmune innato en el
tejido adiposo e higado (Cancello & Clément, 2006), lo que favorece estimulos proinflamatorios
en multiples organos (Gregor & Hotamisligil, 2011). La presencia de estas citocinas en
circulacion seria también la responsable del aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (Bruce-Keller et al., 2009), la expresion de quimiocinas y moléculas de
adhesion en poca medida (Lo & Zeng, 2025; Vries et al., 1996), sin embargo, en el largo plazo,
serian responsables de la infiltracion de leucocitos activados provenientes de la periferia (de
Aquino et al., 2019). Estos procesos inflamatorios afectan al cerebro y su desarrollo se ha

reflejado también en picnosis de neuronas hipotalamicas (Manzoor et al., 2024).

El grupo de investigacion ha reportado previamente el aumento de ROS y citocinas
proinflamatorias en multiples regiones de interés (Fuentes et al., 2023; Trevifio et al., 2022),
encontrado también la presencia de picnosis nuclear (Trevifio et al., 2015). También multiples
reportes en la literatura han puesto en evidencia que el consumo de HCD y/o HFD puede
producir activacion microglial (Gutiérrez-Martos et al.,, 2018), aumento de citocinas
proinflamatorias como IL-6 o TNF-a (Noronha et al., 2019; Patkar et al., 2021) y estrés
oxidativo (Hirai etal., 2021; B. L. Tan & Norhaizan, 2019). Se ha descrito como estas
complicaciones repercuten directamente al nivel del NAc (Gutiérrez-Martos et al., 2018),
conllevando a alteraciones en los tiempos de inmovilidad (Décarie-Spain et al., 2018),
provocando ansiedad en los animales tratados (Décarie-Spain et al., 2021; Noronha et al., 2019)
o estableciendo estados de anhedonia (Dutheil etal., 2016) similar a los hallazgos que
obtuvimos en nuestro trabajo. En estados depresivos se ha descrito también un componente

inflamatorio (Dantzer et al., 2008; McLachlan et al., 2023; Raison et al., 2006) que puede tener
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su origen en las alteraciones periféricas (McLachlan et al., 2023; Shelton & Miller, 2010) como

también se suscitan en nuestro modelo.

Cabe recalcar que anteriormente en el grupo de investigacion se ha demostrado como la
administracion de moléculas antioxidantes como resveratrol (Juarez et al., 2023) disminuye la
cantidad de ROS y productos de lipoperoxidacion. O en el caso de la curcumina, disminuir la
inflamacién y las ROS a través de la via Nrf2 (Sarmiento-Ortega et al., 2025). De manera
importante, en el trabajo de Manzoor et al. en 2024 de induccién de SMet por HFD, los animales
mostraron un incremento en la concentracion de citocinas proinflamatorias en el hipotalamo, y
esto se correlaciona con el aumento de picnosis nuclear. Sin embargo, su trabajo no solo expone
coémo el uso de niacina revierte la inflamacion, sino que también revierte el estado de picnosis

observado en el hipotalamo tras 8 semanas de administracion.

No obstante, para reforzar la posible concepcion de dafio neuronal, realizamos el analisis
de la tincion de azul de Luxol en el NAc. La tinciéon no muestra modificaciones estructurales
sugerentes de deterioro estructural (Figura 13d-e). Se observa que incluso existe un aumento
del porcentaje de area que es cubierto por la tincion (Figura 13f), sin cambios en la densidad
integrada, que indica indirectamente la cantidad de mielina (Figura 13g), ni la intensidad de
coloracion promedio, que representaria la cantidad de mielina por area (Figura 13h). Si bien los
resultados obtenidos en la tincion H&E indicarian que existe un proceso de picnosis neuronal o
infiltracion celular, los resultados de la tincion de azul de Luxol nos muestran que la estructura

no presenta cambios sugerentes de neurodegeneracion.

Existen modelos animales de dafio severo en los que el sistema es capaz de llevar a cabo
procesos remielinizantes, permitiendo recuperar la funcion neuronal, tal como es el caso de
modelos de hipoperfusion cerebral por oclusion arterial (Srivastava et al., 2013; Tanaka et al.,
2011). Se ha descrito incluso como la estimulacion cerebral puede incrementar mas de 6 veces
la cantidad de células que se diferencian en nuevos oligodendrocitos, con respecto a las que no
reciben estimulaciéon neuronal. Lo anterior a través de la expresion de Olig2, en una
temporalidad de tan solo tres horas posestimulacién (Gibson et al., 2014). Reconocemos
entonces el papel fundamental de la activacion anormal de la glia y el exceso de estrés oxidante
(Swardfager et al., 2017) en la degradacion de mielina. Como hemos discutido, estos procesos

se encuentran exacerbados en nuestro modelo, por lo que es crucial tener presente las vias por
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las cuales el sistema puede recuperar su estructura. Vias como la Nrf2 han sido reconocidas en
los tltimos afios. No solo por su efecto antioxidante que aminora las lesiones a la materia blanca,
sino también por promover la fagocitosis de los restos de mielina dafiada, ayudando a su

renovacion (Zhang et al. 2025).

Un reporte en animales con SMet que demostré la presencia de lesiones de mielina (J.
Li et al., 2019). No obstante, se puso en evidencia como el sistema es capaz de compensar el
dafio a través de la intensificacion de la expresion de Olig2 y Oligl. Estos factores de
transcripcion son mayormente conocidos, respectivamente, por ser los responsables del aumento
de la diferenciacion de precursores oligodendrociticos (Kiispert et al., 2011) y de la produccion
de proteinas que estabilizan la mielina, como la proteina basica de mielina (H. Li et al., 2007).
Esto en conjunto permitiria adecuar la respuesta a la necesidad del ambiente, renovando la
mielina y/o sintetizando proteinas que permitirian mantener su estabilidad estructural (Armada-

Moreira et al., 2015).

Estudios recientes en humanos post mortem han demostrado que la pérdida de la
compactacion de la mielina tiene un componente inflamatorio, dado por el aumento de la glia
M1 en multiples regiones del cerebro (van den Bosch et al., 2023). Sin embargo, estos hallazgos
se obtuvieron a través de técnicas de ultraestructura, ya que estas modificaciones de la mielina
en el estudio no pudieron ser identificadas a través de una tincion rutinaria. Esto es importante,
ya que a pesar del componente inflamatorio presente, los sujetos fueron clinicamente sanos
durante el periodo de seguimiento clinico. En el trabajo de Trujillo-Villarreal et al. (2021) se
encontrd que tras el consumo de una dieta de cafeteria, existe hipomielinizacion en el
hipocampo, a la par de la presencia de modificaciones conductuales compatibles con estados

depresivos, como en nuestro modelo.

Cabe hacer hincapié en el proceso de desarrollo experimental del trabajo de Trujillo-
Villareal. La induccion de su modelo comienza a las 3 semanas de edad de los animales, al
proporcionar durante 5 semanas la dieta problema. Durante los dias posnatales P50 — P60, el
animal se encuentra aun en un estado de adolescencia (Juraska, 2024), etapa reconocida por
poseer una plasticidad y remodelacion neuronales muy marcadas. No es hasta la adultez (>P60)
cuando se consolida la conectividad neuronal y la mielinizacion cerebral (Juraska & Drzewiecki,

2020). Ya que hemos descrito que el proceso de mielinizacion es altamente dinamico y flexible,
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y que incluso tras procesos de dafio agudo y severo, se puede recuperar el estado de
mielinizacion y la funcion tisular (H. Zhang et al., 2025), estos resultados nos estarian indicando
que existe un proceso de adecuacion neuronal. Lo cual podria explicar por qué nuestros
resultados contrastan con los de Trujillo-Villareal, ya que nuestros animales, al ser adultos
jovenes (= PD120), tendrian un sistema nervioso consolidado (Semple et al., 2013) a pesar del

estimulo negativo ejercido por la dieta, posiblemente debido a procesos de compensacion.

Dadas las anormalidades morfologicas observadas en la histologia del NAc, realizamos
una tincién Golgi-Cox para identificar si esta morfologia anormal puede tener implicaciones
neuronales sobre la conectividad neuronal (Figura 14a-b, d-e). Los resultados nos demostraron
un decremento de la longitud dendritica, ademas de cambios negativos en la cantidad de espinas
dendriticas por unidad de medida (Figura 14c, f). Estos resultados corresponden a lo reportado
por Fuentes et al. (2023), en donde el consumo de HCD o HFD puede alterar la arborizacion
dendritica en regiones como el hipocampo, hipotalamo o corteza frontal. Ademads, en estudios
de HFD (Sarfert et al., 2019) o de consumo de sacarosa en solucion (Cope et al., 2018) se ha
puesto en evidencia como su ingesta sostenida altera la morfologia dendritica, asi como la
densidad de espinas en multiples subregiones del hipocampo. Entender la naturaleza de los
estimulos por los cuales se inducen estos modelos y la subsecuente reorganizacion estructural
de las neuronas es importante para comprender los mecanismos que subyacen a la neurobiologia

de la recompensa, el placer y la adiccion.

Como ya hemos descrito en resultados anteriores (Seccion 8.3), otros grupos de
investigacion han reportado que la conducta de tipo depresiva con SMet presenta patrones
aberrantes de expresion de proteinas como BDNF, CREB y AFosB (Sharma & Fulton, 2013).
Estos patrones de expresion proteica han sido ampliamente estudiados en la conducta de
consumo de sustancias que son fuertes estimuladoras del sistema de recompensa, como lo son
las sustancias de abuso (Briand & Blendy, 2010; Chao & Nestler, 2004). El estudio de las vias
que convergen en la activacion de CREB es el mas estudiado (McPherson & Lawrence, 2007).
Las elevaciones de CREB dentro del NAc producen signos conductuales de anhedonia
(McPherson & Lawrence, 2007), tales como la disminucién de la recompensa causada por

sustancias como la cocaina y la sacarosa (Carlezon et al., 1998), asi como aumentar los tiempos
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de inmovilidad en pruebas andlogas a la TST como es el caso de la prueba de nado forzado

(Pliakas et al., 2001).

El mecanismo es sumamente amplio y con multiples aristas conforme al tipo de
estimulo, neurotransmisiones y péptidos; sin embargo, de forma general se presenta lo siguiente
(Tlustracion 2): Se puede dar por la activacion de un factor neurotréfico o la unién de un GPCR
a su ligando. En el caso de la estimulacion constante de una sinapsis de recompensa, la
activacion permite el flujo de calcio, responsable de la activacion de CREB mediante la via de
la proteina cinasa dependiente de calcio calmodulina IV (CaMKIV) (Aid et al., 2007). La
activacion de CREB permite su union a los elementos de respuesta de Ca>*/cAMP (CRE), donde
destaca BDNF como blanco de esta via de sefializacion (Aid et al., 2007). A su vez, la activacion
sostenida de CREB favorece la transcripcion de una proteina clave en estos procesos de
plasticidad aberrante: AFosB, una proteina truncada producto del splicing de FosB (Levine
et al., 2005). Su sintesis se produce cuando este estimulo se da de forma repetida, y durante
periodos extensos (Nestler et al., 1999). Su estabilidad es extraordinaria (dias), ademas de que

la fosforilacion por la casein cinasa II la vuelve mucho mas estable.

La expresion de AFosB se da por la exposicion repetida, principalmente por estimulos
de placer, y se ha demostrado que favorece adaptaciones a largo plazo en el aprendizaje
asociativo, asi como en la plasticidad sindptica (Nestler et al., 1999). Sin embargo, en la
literatura se ha sefialado que AFosB es un factor de transcripcion que es inducido por
practicamente cualquier estimulo o sustancia conocida que cause recompensa (Lardner et al.,
2021; Lobo et al., 2013). AFosB permite entonces la transcripcion de multiples proteinas. Una
de ellas es CdkS, responsable de la regulacion de la actividad de las proteinas Rho-GTPasas
(McClung & Nestler, 2003) que se encargan de la remodelacion del citoesqueleto y la formacion
de espinas dendriticas (Sung et al., 2008). Esta via es la principal responsable de la formacion
de espinas dendriticas inmaduras delgadas (S. J. Russo et al., 2010) debido a la remodelacion

aberrante del citoesqueleto.
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Iustracion 2. Eventos intracelulares implicados en la regulacion de CREB. Neurotrofinas y receptores de
neurotransmisores como TrkB, AMPA y NMDA, ademas de GPCRs, desencadenan sefiales de sefializacion celular
que culminan en la fosforilacion de CREB en Ser133, permitiendo su activacion. Tomado de (Carlezonjr et al.,

2005)

En el trabajo publicado por Tu et al. (2019), los hallazgos indican que la activacion
repetida por sustancias de abuso afecta directamente a las D1-MSN como las D2-MSN,
modificando la morfologia y cantidad de espinas. Estos estimulos regulan las vias de
sefalizacion intracelulares de Racl y Cdc42, las cuales estan directamente implicadas en la
dindmica del citoesqueleto y la morfologia dendritica, como ya mencionamos anteriormente. Al
mismo tiempo se ha descrito el rol del sistema opioide dentro del NAc, responsable de modular
los circuitos neuronales asociados al placer y la aversion (Tejeda et al., 2017). Este sistema es
también regulado por el receptor k-opioide mediante la liberacion de dinorfina. Este mecanismo
de liberacion de dinorfina en el NAc es el responsable del feedback negativo y de la extincion

de la sefial placentera (Sedki et al., 2015). No obstante, cuando existe una activacion persistente,
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esta via se desensibiliza, siendo la responsable de mostrar cambios sinapticos. Tal desregulacion
seria la responsable de mediar estados afectivos negativos, como el sobreconsumo por
abstinencia (Hurd & Herkenham, 1993; Sedki et al., 2015). Efecto de una posible alteracion en
los mecanismos opioides de regulacion negativa; esto también explicaria por qué a nivel

conductual nuestro modelo present6 incrementos en la SPT.

Ya que estos mecanismos se asocian a la disminucion de la excitabilidad neuronal por
insercion de receptores AMPA de menor conductancia (Nestler et al., 2001), en el contexto de
nuestro modelo inferimos que los cambios histologicos que hemos observado hasta el momento
son producto de un sistema capaz de adecuarse a las necesidades del medio. Ya que la
estimulacion prolongada del NAc altera el equilibrio entre crecimiento y retraccion dendritica,
el sistema se inclina a una reduccion en la longitud de las dendritas y en la densidad de espinas,
como mecanismo compensatorio frente a una sobreexcitacion sinaptica. Asi, las neuronas
posiblemente podrian estar incomunicadas para evitar la sobreexcitaciéon que podria conllevar
eventos fatales. Dicha propuesta es factible, dado que la principal neurotransmision excitatoria
en el NAc es la glutamatérgica (Seccion 1.4.5), conocida por su toxicidad cuando se encuentra

desregulada.

Hemos establecido que los cambios morfologicos en el NAc podrian estar relacionados
con una estimulacion continua de los circuitos de recompensa que inducen una reorganizacion
estructural de las MSN como posible mecanismo de proteccion. Al encontrar cambios
histologicos sugerentes de muerte celular (Elmore, 2007; Porter & Janicke, 1999), sin cambios
estructurales de mielina, decidimos evaluar si los hallazgos que hemos realizado hasta el
momento son compatibles con muerte neuronal. Esta determinacion la realizamos mediante la

técnica de AO (Figura 15a-f).

El AO es una molécula fluorescente excitable en el espectro azul y que devuelve en el
rango del verde en dilucion (Stockert & Lisanti, 1972). No obstante, presenta un fendmeno de
metacromasia que ha permitido su empleo para el estudio de la vitalidad celular: su union a
ADN permite su emision ortocromatica verde, mientras que la uniéon al ARNm muestra emision
metacromatica en el espectro del rojo (Stockert & Blazquez-Castro, 2023). De este modo, la
cuantificacion de la fluorescencia en estos canales y el célculo del indice rojo/verde permiten

conocer si las células estan en procesos de apoptosis. En primera instancia, observamos la
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disminucioén del indice rojo/verde (Figura 15g). Por lo que consideramos que la caida de este
indice seria por la disminucion del color rojo, sin embargo, encontramos el escenario contrario:
el canal rojo present6 la misma cantidad de fluorescencia emitida con respecto al control (Figura
15h), a diferencia del color verde que incremento (Figura 151). Es decir, con estos experimentos
comprobamos que las células picndticas observadas con la técnica de H&E no corresponden a
procesos de muerte neuronal, y posiblemente dicha morfologia se relaciona con procesos de
retraccion neuronal o infiltracion de células de la microglia que actien como una compensacion

al proceso sufrido, contribuyendo con procesos de mantenimiento celular.

Hasta el momento hemos descrito como la deposicion ectopica de lipidos por exceso de
AGL permite su captura a nivel central (Pan et al., 2024), induciendo lipotoxicidad. Su captura
permite también la sintesis de ceramidas que someten a las mitocondrias a un estrés metabolico
(Ding et al., 2024) e inhiben la Akt (Y. Sun et al., 2022). La Akt es una proteina central en vias
de sefalizacion de factores tréficos (Huang & Reichardt, 2001) como de la misma via de
sefalizacion de la insulina (W. Chen et al., 2022; Lyn-CooklJr. et al., 2009), por lo que las
ceramidas podrian conllevar al proceso de neurodegeneracion (Tong & de la Monte, 2009). Al
mismo tiempo la pérdida del acople mitocondrial incrementa la produccion de ROS lo que
permite la oxidacion de lipoproteinas a nivel central (Lane-Donovan et al., 2014), lo que
sostiene la produccion de mediadores inflamatorios, perpetuando el estado proinflamatorio a
nivel cerebral (B. L. Tan & Norhaizan, 2019) que a su vez como ya describimos, favorecen la

infiltracion de células activadas.

La liberacion de citocinas por el estado de metainflamacion secunda la activacion a nivel
central del sistema inmune, a través de su sefializacion en drganos circunventriculares, asi como
por nervios aferentes como el vago (Dantzer et al., 2008). Ademas se ha descrito la importancia
de la liberacion de MCP-1 por glia activada, permitiendo la infiltracion periférica de monocitos
activados, incluso cuando la inflamacion proviene de forma periférica (D’Mello et al., 2009).
Esta activacion central permitiria la activacion de las células del sistema inmune residente,

comenzando a cebar a la glia (Dantzer & Kelley, 2007).

Inicialmente pensamos que la disminucién del indice se deberia a la pérdida del color
rojo provocada por la caida del contenido de ARNm. La pérdida de la fluorescencia de emision

en el canal rojo es la asociada a la pérdida de la actividad transcripcional de las células, signo
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de muerte celular (Plemel et al., 2017). Al observar que la intensidad del color rojo se mantuvo,
determinamos entonces que la picnosis no ocurre por muerte, sino que la compactacion de la
cromatina seria la que repercute en la morfologia de las células en el NAc (Figura 13a-c). De
forma contraria, el analisis del canal de fluorescencia verde es el incrementado. Estos datos en
conjunto nos permiten inferir que la picnosis nuclear no refleja apoptosis en nuestro modelo, al
mismo tiempo que la nula presencia de dafio en la tincién azul de Luxol muestra como el sistema

se encuentra histologicamente normal.

Las alteraciones que hemos descrito hasta el momento entonces podrian ser mediadas
por el insulto metabolico que implica el consumo de HCD, por lo que los resultados en conjunto
demuestran como el sistema es capaz de compensar el estrés metabolico recibido. Asi, podemos
determinar hasta el momento que el sistema no se encuentra degenerado; es funcional a pesar
de las alteraciones conductuales e histologicas observadas. Estas modificaciones hasta el
momento reflejan como el organismo se encuentra compensando bioldgicamente a partir de
multiples vias como hemos descrito, lo que permitiria que el sistema busque adecuarse a la
presencia del estrés metabolico al que se encuentra sometido. De esta forma buscamos evaluar
como los cambios histologicos influyen en la presencia de receptores dopaminérgicos en el

NAc.

8.5. Modulacion de la seiializacion dopaminérgica y la activacion neuronal en el niicleo

accumbens.

Ya hemos descrito que existen multiples vias de adaptacion como la sefializacion por PKA, que
es particularmente importante en esta region (visto a continuacion), procesos de espinogénesis,
potenciacion a largo plazo, depresion a largo plazo, y factores de transcripcion como CREB o
AFosB, responsables de regular una amplia variedad de genes asociados a la excitabilidad
neurona en el NAc (McClung & Nestler, 2003), buscamos evaluar como todos estos cambios
histologicos y morfologicos podrian estar influenciando la presencia de receptores
dopaminérgicos, que son los principales receptores en el NAc responsables de mediar la

respuesta heddnica y la conducta motivacional en los animales (Walle et al., 2024).

Ya hemos mencionado como multiples sefiales periféricas convergen en la activacion de
los nticleos cerebrales (NTS, PFC, VTA, amigdala), cuyas sefiales en conjunto convergen en el
NAc (Secciones 1.3, 1.4, 8.1). La activacion de nervios aferentes y de distintos ntcleos de relevo
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permite la sefializacion dependiente de glutamato sobre las MSN (Liischer & Malenka, 2011).
La activacion de las MSN a través de la entrada de iones por receptores AMPA y NMDA, que
es la responsable de aumentar la excitabilidad de las DI-MSN o D2-MSN ejerciendo un efecto
de placer/bisqueda de la recompensa, o aversion/inhibicion por el estimulo, respectivamente
(Ilustracion 3). De igual manera, las proyecciones dopaminérgicas sobre el NAc se originan
desde el VTA. La dopamina es entonces clave, ya que es la encargada de modular la forma en
que las MSN responderan a las sefiales glutamatérgicas, de modo que la activacion del DIR
excita a las MSN de la via directa, mientras que los D2R inhiben la via indirecta estriatopalidal
(Albin et al., 1989). De esta forma, la activacion dopaminérgica por GPCRs es la responsable
de modular el trafico celular de canales ionotropicos y canales dependientes de voltaje (Surmeier

et al., 2007).
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Tlustracion 3. Las MSN del NAc tienen efectos opuestos: la activacion de las D1-MSN en la via directa resulta en
la desinhibicién del talamo, favoreciendo las aferencias corticales. En contraste, las D2-MSN favorecen senales

proinhibitorias en el talamo, lo que aminora la llegada de sefiales a nivel cortical. Tomado de Nishi et al. (2011).
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El balance de estos neurotransmisores permite la integracion en el NAc, activando las
neuronas de salida de forma selectiva o de forma sinérgica (Meredith, 1999). Asi, la seleccion
de acciones que repercuten sobre la conducta y el control de la ingesta de alimentos, son dadas
por los patrones de excitabilidad de estas neuronas. Es entonces como el NAc actia como un
hub sensorial del ambiente que permite la ejecucion de acciones en momentos seguros (como
la alimentacidn), y desencadena el cese de conductas en respuesta a estimulos salientes positivos
o negativos (Kelley et al., 2005), como hemos descrito a lo largo del trabajo. Para determinar
entonces si los cambios metabdlicos e histologicos que hemos encontrado repercutian sobre la
sefalizacion dopaminérgica debido a la activacion constante, evaluamos la expresion de
receptores dopaminérgicos DIR y D2R. Asi, podriamos comprender si las alteraciones que
observamos en las pruebas conductuales ante estimulos aversivos (TST y NSFT), hedonicos
(SPT) o de asociacion (Barnes) se relacionarian con la estimulacion frecuente de la HCD que
conocemos, es responsable de inducir un insulto metabdlico en el organismo. De modo que los
estados de alteracion que hemos descrito podrian estar repercutiendo sobre el NAc, presentando
cambios adaptativos conductuales como moleculares en los cambios de la presencia del

receptor.

Realizamos la deteccion inmunofluorescente en las subregiones Core y Shell del NAc.
Para el receptor DI en NAc Core (Figura 16a-1) y NAc Shell (Figura 17a-1) observamos
disminucién de la IFP y la densidad integrada. Por otro lado, cuando analizamos el receptor D2
en Core (Figura 16j-r) y Shell (Figura 17j-r), encontramos un incremento del porcentaje de area,
asi como de la densidad integrada y la IFP tanto en Core como en Shell. Estos resultados indican
que para el D1R, la disminucién de la IFP y la densidad integrada representan una pérdida del

receptor externalizado en ambas regiones.

Mientras que para el D2R ocurren dos escenarios: Primero, en el Core, los aumentos del
area detectada y la densidad integrada mantienen al IFP sin cambios con respecto al control.
Esto se interpretaria como el aumento del receptor en una mayor superficie de la membrana.
Segundo, para el Shell, el mantenimiento del porcentaje de area con el aumento de la densidad
integrada aumenta el indice de IFP. Este caso es en contraste distinto y se traduce de la siguiente
forma: el mantenimiento del porcentaje de area sugiere que las mismas terminales neuronales

son las que presentan al receptor. No obstante, el aumento de la densidad integrada esta
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indicandonos que existe una sobreexternalizacion de receptores en esta misma superficie, lo que
demuestra entonces que existe una concentracion de los receptores D2 en las terminales ya

presentes.

El NAc se divide en dos subregiones: Core y Shell (Seccion 1.4.1). Esta division no solo
es neuroanatdmica, sino también funcional. Estudios de electrofisiologia y farmacologia han
demostrado también que la actividad del NAc core se vincula fuertemente al vigor de la
busqueda de alimentos (Cone et al., 2013). Ademas, la dopamina en el Core desempefia un papel
importante en el seguimiento y busqueda del valor motivacional de los alimentos cuando existe
necesidad (Aitken et al., 2016). Es aqui donde las D1-MSN son necesarias para la motivacion
en la busqueda de alimentos, el desarrollo de la obesidad inducida por la dieta (Matikainen-
Ankney et al., 2023), el aumento de la actividad fisica de manera voluntaria, que correlaciona

con la motivacion del realizar esfuerzo para obtener alimentos palatables (Walle et al., 2024).

Estudios demuestran que la inhibicion de las neuronas D2 durante procesos
motivacionales promueve la busqueda compulsiva e ineficiente en la obtencion de recompensas
(Lafferty etal., 2020). Las neuronas D2 no solo tienen una mera funciéon antagénica de
inhibicion de las neuronas D1 o extincion de la motivacion, sino que su funcion es mucho mas
fina: la activacion de estas neuronas ocurre a la par y en la misma magnitud que las neuronas
D1. Permite abolir sefiales ambientales irrelevantes y apoyar al sistema para que se concentre
sus esfuerzos en las sefales mas prominentes (Reed et al., 2018). De esta manera, la activacion
de las neuronas D2 es sinérgica, ya que es la responsable de aumentar selectivamente la

busqueda productiva de recompensas.

Por otra parte, el Shell se asocia principalmente a la recompensa, la modulacion
emocional y el consumo de sustancias (Floresco, 2015), y recibe mas proyecciones de tipo
limbico en comparaciéon al Core (McGlinchey et al., 2016) reforzando su papel en estas
conductas. La actividad del NAc refleja directamente el valor gratificante de sustancias
palatables, como las HFD (Alsio et al., 2010) ya que desde estudios en décadas pasadas
detectaron al NAc como un punto caliente hedonico debido a la activacion tan marcada durante
estudios de neuroimagen, al consumir sustancias que desencadenan placer (Castro & Berridge,

2014; Pecifia & Berridge, 2005). En el Shell, la sefializacion dopaminérgica determina la
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prominencia de las sefales que desencadenan recompensa (Coss et al., 2022; Guillaumin et al.,

2023) o aversion (De Jong et al., 2019).

Estudios farmacolégicos han demostrado que la inhibicion de la sefializacion excitatoria
sobre el Shell induce un estado de alimentacion intensa de alimentos palatables (Urstadt et al.,
2013), debido a la conexion de las D1-MSN con las neuronas que modulan el hambre en el
hipotalamo lateral (O’Connor et al., 2015), autorizando o cesando el consumo de alimentos. Su
contraparte, las D2-MSN, median también la terminacion de alimentos dulces a través de
conexiones con circuitos supresores del apetito (Sandoval-Rodriguez et al., 2023). Sin embargo,
esto es a través de mecanismos distintos que es necesario aclarar: Las D1-MSN son responsables
de terminar la ingesta de alimentos debido a sus efectos anorexigénicos, mientras que las D2-
MSN terminan la conducta alimentaria debido a una falta de sensacion de placer, o incluso por

aversion (Soares-Cunha et al., 2020).

Los D1R son GPCRs de tipo Gs ( Seccion 1.5) responsables de incrementar la actividad
AC, modulando la actividad de receptores de glutamato, canales de K*, Na* y Ca?", a través la
su fosforilacion dependiente de PKA (Tritsch & Sabatini, 2012), y la transcripcion de receptores
glutamatérgicos mediante la fosforilacion de CREB (Neve etal., 2004) regulando la
excitabilidad neuronal. Estos efectos son mediados por DARPP-32, una proteina cascada abajo
responsable de desencadenar la fosforilacion de las subunidades glutamatérgicas NR1
responsables del aumento de respuestas mediadas por el receptor NMDA (Snyder et al., 1998).
En contraste, los D2R representan una funcion antagoénica (Ilustracion 4), puesto que la
activacion de estas GPCR se acopla a subunidades Gi/Go responsables de inhibir la actividad
de AC (Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Asi, la poca produccion de cAMP no favorece la
liberacion de la subunidad catalitica de la PKA, responsable de la fosforilacion de sustratos rio
abajo. Ademas, las subunidades GPy pueden unirse a canales de Ca’" en la membrana,
disminuyendo su conductancia (Hernandez-Lopez et al., 2000) o activar la via PLC-DAG-IP3-
Ca*"-PKC, lo que controla corrientes de Na* (Surmeier et al., 1992) y promueve la apertura de
canales de K* (Kotecha et al., 2002). También induce la inhibicion de la tirosina hidroxilasa, la
liberacion de dopamina y la externalizacion del transportador de dopamina (Anzalone et al.,

2012), lo que conlleva a la disminucion de dopamina en la sinapsis (Benoit-Marand et al., 2011).
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Estos mecanismos entonces permiten al D2R no solo inhibir la neurona postsinaptica, sino

también la presindptica mediante su efecto de autorreceptor.
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Ilustracion 4. Vias de sefializacion de los receptores dopaminérgicos D1 o D2, responsables de regular la
fosforilacion de sustratos dependiente de la activacion de la PKA. Las flechas negras y rojas representan activacion
e inhibicion, respectivamente. Tomado de Tritsch & Sabatini (2012)

Hasta el momento hemos encontrado que existe un cambio en la cantidad de receptor
presente en nuestros animales con SMet; es aqui donde el DIR vincula directamente a la
dindmica de activacion y subsecuente fosforilacion de CREB por estimulos heddnicos. Uno de
los principales genes de transcripcion temprana dados por estas vias de estimulacion con
activacion de CREB es el gen c-Fos. Este es un factor de transcripcion codificado por el gen
FOS, que pertenece a la superfamilia de genes tempranos inmediatos (IEG). Pertenece a la
familia Fos, junto con FosB, FosL1 y FosL2 (Dobrazanski et al., 1991), responsables de
heterodimerizar con otras proteinas de la familia Jun, para formar complejos de tipo AP-1. Los
IEG son genes transcritos de forma muy répida, en cuestion de minutos, en respuesta a estimulos
variados (Morgan & Curran, 1995). Es por esto que histéricamente se ha asociado su presencia
en el cerebro a la capacidad de activacion neuronal por diversos estimulos a través de lo que es

conocido como “Fos mapping” (Lara Aparicio et al., 2022).
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Los resultados nos muestran que el porcentaje de nucleos c-Fos+ disminuye en los
animales con SMet (Figura 18). Este resultado es indicativo de que existe una menor capacidad
de activacion neuronal por el desarrollo de SMet. Trabajos han reportado que la cantidad de
soluciones dulces ingeridas es directamente proporcional a la cantidad de neuronas DIR" — c-
Fos", mientras que para las neuronas D2R no se encontro correlacion alguna (Durst et al., 2019).
De igual forma se ha demostrado que animales que consumen sacarosa 5% durante 15 dias en
la etapa juvenil (P30 — P45), los animales consumen menos cantidad de solucion dulce con
respecto al control, y esto correlaciona con una disminucion de la presencia de c-Fos en el NAc,
tanto en Core como en Shell (Naneix et al., 2016). Ya que en nuestro modelo el DIR se
encuentra disminuido en los animales con SMet, es plausible que esta disminucion de c-Fos se
debiera a la pérdida de senalizacion por DIR que desencadena a través de la PKA la

fosforilacion de CREB.

Trabajos realizados con alimentacion tipo HFD han demostrado que el mRNA del DIR
se encuentra disminuido en animales que presentan obesidad tras 6 semanas de consumo (Alsid
et al., 2010) y que estos pueden retornar al nivel del control tras 3 semanas de retiro de la dieta
obesogénica. No obstante, la presencia del mensajero estd sujeta a multiples controles
transcripcionales (Lancaster et al., 2025) o metabolicos (Biffo et al., 2024), que no reflejan
directamente la presencia de la proteina en la cé€lula. El receptor historicamente mas evaluado
ha sido el receptor D2 (G. J. Wang et al., 2001), que se ha visto disminuido en estudios en
humanos (Beeler et al., 2016; Volkow et al., 2008). En cambio, en modelos animales, el
consumo de HFD también se ha asociado a la disminucion del receptor D2 (Narayanaswami
etal., 2013). En contraste con estos reportes, un estudio de Sharma & Fulton (2013) obtuvo
resultados similares a los nuestros, en donde el receptor D2 se encontré aumentado. Las
discrepancias encontradas pudieran ser debidas a que los trabajos de Beeler o Narayanaswami
se realizaron mediante ensayos de unidn, en donde la disponibilidad del receptor en el sitio
1sosterico determina la cuantificacion del receptor. Ya que se ha demostrado que estos animales
pueden incluso tener mucha mas dopamina que los animales normopeso (Narayanaswami et al.,
2013), esto podria ser un artefacto, producto de la limitacion metodologica de los ensayos de
union por radioligando. Nuestro trabajo junto al publicado por Sharma se hace mediante

anticuerpos especificos que nos permiten cuantificar de forma directa la cantidad de proteina.
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De igual forma, el trabajo de Durst etal. (2019) mostré que dietas altas en grasa
disminuyen la presencia de receptor DIR en Shell, pero no en Core. De igual forma, cuando
emplean el agonista DIR, SKF-82958 en los animales, demuestran que se produce una
disminucién del consumo de soluciones dulces. Esto nos permitiria reforzar la propuesta de que
la disminucion de los receptores DIR como encontramos en nuestro modelo, es responsable de
producir los aumentos de preferencia en la SPT, no porque los animales tengan un mayor deseo
de placer por el consumo de soluciones dulces, si no por la pérdida de la sefial implicada en
producir placer e inducir el cese de alimentos. Cabe destacar que la neurotransmision
glutamatérgica se ha encontrado también alterada, con disminuciéon de transportadores
astrocitarios (Tsai et al., 2022) y aumento de subunidades AMPA de alta conductancia (Vialou
et al., 2010), por lo que esta disminucion del receptor D1 pudiera estar protegiendo a las MSN

del NAc al disminuir su excitabilidad para disminuir la posibilidad de excitotoxicidad.

Un dato importante del trabajo de Sharma & Fulton es el aumento de la proteina
fosforilada en Thr75 DARPP-32, aunado a la disminucion del receptor D1. DARPP-32 es una
proteina clave dentro de las MSN, responsable de modular la via de sefializacion de la PKA en
estas neuronas (Nishi et al., 2002), activada por la sefalizacion de la dopamina a través de su
receptor D1 (Jones-Tabah et al., 2022). La modulacion de la PKA permite regular la activacion
de factores de transcripcion rio abajo, como en el caso de CREB (Steven et al., 2020). De esta
forma, un alimento nuevo altamente palatable es suficiente para aumentar los niveles de DA y
cAMP tras una hora de su consumo, permitiendo la fosforilacion de DARPP-32 en Thr34, lo
que permite la cascada de senalizacion de la PKA. No obstante, a tan solo tres horas posconsumo
se presenta la fosforilacion de DARPP-32 en Thr75 en el NAc (Rauggi et al., 2005), regulando

mediante feedback negativo la via de la PKA.

Es aqui donde CREB juega un papel importante, ya que hemos mencionado en secciones
previas que su activacion sostenida permite la transcripcion de una isoforma de FosB producto
del splicing alternativo de este gen: AFosB. Su sintesis es inducida practicamente por cualquier
estimulo que se presenta a los animales de forma constante. Es aqui donde se ha descrito que
esta isoforma se puede encontrar en ambas subpoblaciones de MSN (Grueter et al., 2013). Por
lo que en el NAc de animales con presencia de la proteina AFosB se ha observado que existe

una activacion de la CdkS, responsable de fosforilar a DARPP-32 en Thr75 (Bibb et al., 2001).
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Esta proteina pDARPP-32 (Thr75) es la responsable de atenuar la capacidad de la via del
receptor D1 de activar la PKA-CREB, disminuyendo la sensacion de recompensa en circuitos

que han sido estimulados de manera cronica (Alibhai et al., 2007).

Ademas, se ha reconocido que AFosB es un factor de transcripcion que antagoniza la
transcripcion de la maquinaria regulada por CREB, de modo que la acumulaciéon de AFosB
podria ser la responsable de la disminucidn de la presencia de cFos, dada por la disminucion de
la excitabilidad neuronal. AFosB es un factor de transcripcion que ejerce estos efectos de
depresion al largo plazo, a través de la transcripcion de multiples proteinas responsables de
mediar una respuesta adaptativa (Nestler et al., 1999, 2001; Robison & Nestler, 2022), siendo
los mas estudiados: CaMKIla, responsable fosforilar a CREB en Ser142/Ser143, inhibiendo su
capacidad de unién a CBP, regulando su capacidad transcripcional (Kornhauser et al., 2002;
Robison et al., 2014); aumenta la sintesis de la subunidad GluA2 de los receptores AMPA,
regulando plasticidad de las sinapsis (de Leon-Lépez et al., 2025; Y. Zhang et al., 2014); y la
regulacion de maltiples receptores GPCR y canales idnicos dependientes de voltaje que
permiten modular las corrientes excitatorias, o el silenciamiento de las sinapsis (McClung &

Nestler, 2003) que se puede reflejar en la morfologia celular (Seccion 8.4).

AFosB no es solo una proteina responsable de inducir depresion (Y. Zhang et al., 2014)
o adiccidn a sustancias adictivas que causen placer , sino que también es responsable de llevar
a cabo adaptaciones de tipo antidepresivo o antiestrés (Vialou et al., 2010). Sus efectos
negativos o positivos se vuelven mucho més complejos, donde el tipo de respuesta causada en
el individuo se vincula conforme al tipo de estimulo recibido, su temporalidad y bajo qué tipo
de paradigma se esté provocando (Nestler, 2015). Por lo que proponemos que nuestro sistema,
al encontrarse sobreestimulado por el consumo crénico de carbohidratos, es capaz de llevar a
cabo un proceso de regulacidon neuronal a nivel de receptores y transcripcional de la actividad
sinaptica, posiblemente debido a sus mecanismos implicados en el aumento del umbral de
activacion mediado por diferentes estimulos. De esta manera se evitaria que la estimulacion

frecuente por la alimentacion causara eventos negativos para las neuronas del sistema.

Estos mecanismos moleculares nos hacen comprender que la regulacion de la
sefializacion D1R es un evento temporal y espacialmente regulado. Su activacion sostenida no

solo regula sustratos rio abajo, sino que también repercute en mecanismos de sensibilidad
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neuronal dados por su internalizacion mediada por arrestinas (Seccion 1.5.3). Estos datos serian
indicativos de que el consumo de dietas palatables altera no solo la disponibilidad del receptor
en la membrana de las neuronas, sino también objetivos proteicos cascada abajo. Los estimulos
heddnicos permiten la liberacion en grandes cantidades de dopamina, que, como ya hemos
mencionado, permiten que la concentracion del neurotransmisor aumente en cantidad suficiente
que permita alcanzar los valores de Km necesarios para la activacion del DIR por encima del
D2R. Debido a que el sistema se ha encontrado en un periodo prolongado de estimulacion
exacerbada por la HCD, y los componentes inflamatorios que se han descrito en modelos
similares por el establecimiento del SMet, es posible que de forma sumatoria los D1R hayan ido
a la baja por distintos mecanismos de internalizaciéon como arrestinas, o incluso a nivel

transcripcional la disminucion del mRNA como se ha demostrado en modelos similares.

Hemos indicado previamente que en los reportes sobre la activacion de los receptores
D2 sobre las D2-MSN es responsable de permitir la busqueda de recompensas, ademas de
coordinarse de forma conjunta en la activacion de las D1-MSN para permitir la integracion
hedonica. No obstante, ya que el D2R tienen un efecto de inhibicion de la sefializacion
dopaminérgica, es posible que este aumento se deba a un mecanismo de autorreceptor para
contrarrestar el exceso de liberacion al que ha estado expuesto el NAc durante los tres meses de
consumo de HCD y por la posible sintesis aberrante que se encuentra presente en estos modelos
de consumo de HCD. Debido a que D2R es responsable de promover la busqueda de alimentos,
los animales en nuestra prueba de Barnes muestran una deficiencia en la capacidad de aprender
la asociacion entre la busqueda del agujero de escape y la presencia del reforzador presente en
la caja de escape, al posiblemente no presentar una estimulacién postsinaptica de D2R. La
disminucién de la excitabilidad de las D1-MSN, por pérdida de la activacion del DIR,
posiblemente estaria contribuyendo a los aumentos de preferencia que observamos en nuestro
modelo, ya que, como hemos tratado en resultados previos, son también responsables de
extinguir la conducta de alimentacion debido a su conexion con el hipotalamo lateral

(Matikainen-Ankney et al., 2023).

De igual forma, la activacion de la PKA por DIR es la responsable de la fosforilacion

de CREB; al encontrar esta via disminuida por la pérdida de receptor, es como observamos una
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disminucion de nuestros resultados de nucleos positivos a c-Fos, reflejo de la discapacidad del

sistema de estimular las vias responsables de sefializar el componente heddnico de los alimentos.

Ensayos posteriores en donde se evaltien las isoformas del D2R, las posibles
fosforilaciones de CREB involucradas en su regulacion, ademas de la determinacion de AFosB,
nos permitirian dar luz a los mecanismos implicados. De esta manera podriamos generar un
mejor entendimiento del proceso que implica el estado de resiliencia de los animales en nuestro
modelo experimental, que posiblemente antecede al proceso del establecimiento de un estado
depresivo, como se ha descrito en humanos con obesidad, alteraciones metabdlicas o diabetes

(Secciones 2, 3).

9. Conclusion.

1. El sindrome metabdlico produce alteracion en la conducta de respuesta ante estimulos
aversivos y una respuesta hedonica de tipo compensatoria propensa a la pérdida del
placer por sustancias dulces, disminuyendo la capacidad de aprendizaje por refuerzos
positivos.

2. Las alteraciones metabolicas producto del consumo de una dieta alta en carbohidratos
provocan cambios en la organizacion histologica del nucleo accumbens sin evidencia de
neurodegeneracion de la region, pero si de adecuacion celular.

3. Las subpoblaciones funcionales de neuronas del nticleo accumbens de animales con

sindrome metabdlico disminuyen la expresion de D1R e incrementan D2R.
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11.Anexos.

)

2)

3)
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11.1. Inmunofluorescencia para D1R.

Desparafinizacion y rehidratacion
a) 10 minutos en xiloles
b) 5 minutos xilol/alcohol
¢) 2 minutos en el resto de las soluciones hasta PBS.
Recuperacion antigénica
a) Buffer: Tris’EDTA pH 9
b) Temperatura: ~85-90 °C
¢) 30 minutos desde inicio de la ebullicion
Bloqueo
a) 60 minutos a temperatura ambiente
b) PBS 1X + 1% BSA
Anticuerpo primario
a) Anticuerpo: Anti-D1 Dopamine Receptor
b) Host: Mouse
c) Catalogo: NB110-60017
d) Marca: Novusbio
e) Dilucion: 1:250
f) Buffer de dilucion: PBS 1X BSA 1%
g) Incubar toda la noche (~16 horas) a4 °C
1) Evitar que el coverplate se evapore.
Lavados post-primario
a) Tres lavados con PBS 1X, 5 minutos cada uno
Anticuerpo secundario
a) Nombre: Goat anti-Mouse conjugado con FITC
b) Marca: Jackson ImmunoResearch
c¢) Dilucion: 1:400
d) Buffer de dilucién: PBS con BSA 1%

e) Incubacién: 1 hora a temperatura ambiente, en oscuridad



7) Lavados post-secundario
a) 3 lavados con PBS 1X, 5 minutos cada uno
8) Montaje

a) Con DAPI, dejar curar toda la noche a temperatura ambiente
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11.2. Inmunofluorescencia para D2R.

Desparafinizacion y rehidratacion
a) 10 minutos en xiloles
b) 5 minutos xilol/alcohol
¢) 2 minutos en el resto de las soluciones hasta PBS.
Recuperacion antigénica
a) Buffer: Tris/EDTA pH 9
b) Temperatura: ~85-90 °C
¢) 30 minutos desde inicio de la ebullicion
Bloqueo
a) 60 minutos a temperatura ambiente
b) PBS 1X + 1% BSA
Anticuerpo primario
a) Anticuerpo: Anti-D2 Dopamine Receptor
b) Host: Mouse
c) Catalogo: sc-5303
d) Marca: Santa Cruz Biotechnology
e) Dilucion: 1:300
f) Buffer de dilucion: PBS 1X BSA 1%
g) Incubar toda la noche (~16 horas) a4 °C
1) Evitar que el coverplate se evapore.
Lavados post-primario
a) Tres lavados con PBS 1X, 5 minutos cada uno
Anticuerpo secundario
a) Nombre: Goat anti-Mouse conjugado con FITC
b) Marca: Jackson ImmunoResearch
c¢) Dilucion: 1:400
d) Buffer de dilucién: PBS con BSA 1%
e) Incubacion: 1 hora a temperatura ambiente, en oscuridad

Lavados post-secundario
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a) 3 lavados con PBS 1X, 5 minutos cada uno
8) Montaje

a) Con DAPI, dejar curar toda la noche a temperatura ambiente
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11.3. Inmunofluorescencia para c-Fos.

Desparafinizacion y rehidratacion

a) 30 minutos en Xilol 1

b) 30 minutos en Xilol 2

¢) 10 minutos en mezcla Xilol:alcohol

d) Resto de soluciones durante 2 minutos hasta PBS.
Recuperacion antigénica

a) Buffer de citrato (equipo ImmunoRetriever)

b) A partir de que alcanza 80°C contabilizar 30 minutos a 80—-85 °C
¢) Dejar enfriar a temperatura ambiente

Bloqueo

a) 60 minutos a temperatura ambiente en buffer de bloqueo.
b) PBS 1X, 2% BSA 0.3% Triton X-100

Anticuerpo primario

a) c-Fos (9F6), Rabbit monoclonal

b) Catéalogo: #2250

¢) Marca: Cell Signaling Technology

d) Host: Rabbit

e) Dilucion: 1:400

f) Buffer de dilucion: PBS 1X con 0.3% Triton X-100 (empezar con 0.2%)
g) Incubar toda la noche (~16 horas) a 4 °C

Lavados post-primario

a) 3 lavados en PBS 1X, 5 minutos cada uno

Anticuerpo secundario

a) Goat anti-Rabbit conjugado con Rodamina

b) Numero de inventario: 8

¢) Marca: Jackson ImmunoResearch

d) Dilucion: 1:200 (mas concentrado que lo recomendado).
e) Buffer de dilucion: PBS con albimina

f) Incubacién: 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad
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7) Lavados post-secundario
a) 3 lavados en PBS 1X, 5 minutos cada uno
8) Montaje
a) Medio de montaje con DAPI (Santa Cruz Biotechnology)
b) Dejar curar toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad

¢) Almacenamiento posterior a 4 °C
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11.4. Brightfield correction para imagenes de inmunofluorescencia.

Este protocolo describe el procedimiento para realizar la correccion de campo plano en el canal

azul de una imagen RGB en Fiji/ImageJ. La finalidad es compensar variaciones de iluminacion

y obtener una imagen en escala de grises normalizada en 32-bit. Este paso constituye la base

para un analisis posterior, ya que permite corregir el vifieteo o irregularidades de iluminacion

antes de aplicar umbralizacion u otros procesos de cuantificacion.

Procedimiento
1. Abrir la imagen RGB en Fiji (File > Open).
2. Separar los canales mediante Image > Color > Split Channels.
3. Cerrar las ventanas correspondientes a los canales rojo y verde, conservar unicamente el
canal azul.
4. Duplicar el canal azul desde Image > Duplicate... y renombrar la copia como
Background.
5. Aplicar a Background un desenfoque gaussiano en Process > Filters > Gaussian
Blur... con sigma = 50.
6. Dividir la imagen azul original entre Background usando Process > Image
Calculator... seleccionando la opcion Divide y activando Create 32-bit.
Notas
e Este procedimiento se aplica de manera idéntica a los canales rojo y verde. Para
realizarlo con el macro, inicamente debe reemplazarse la palabra “blue” por “red” o
“green” seglin corresponda.
e El valor de sigma (50) puede ajustarse dependiendo del tamafio de las estructuras: debe
ser mayor que los objetos de interés (probar valores entre 50 y 100).
e Elresultado de este paso es una imagen en 32-bit, lista para continuar con umbralizacion
para analisis cuantitativos.
Macro
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// Blue Channel - Brightfield Correction

// Split channels
run ("Split Channels");

// Capture window titles

n = nImages();

titles = newArray (n);

for (i = 0; i < n; i++) {
selectImage (i + 1);

titles[i] = getTitle();

}

// Identify blue channel and close red/green
for (i = 0; 1 < titles.length;

if (indexOf (titles[i],

blueTitle = titles[i];

// Process blue channel - Brightfield correction

} else {
selectWindow (titles[1]) ;
close ()
}
}
selectWindow (blueTitle) ;
run ("Duplicate...", "title=Background");
selectWindow ("Background") ;
run ("Gaussian Blur...", "sigma=50");

selectWindow (blueTitle) ;

imageCalculator ("Divide create 32-bit",

blueTitle, "Background");
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11.5. Umbralizacion para analisis cuantitativo de imagenes de fluorescencia.

Este protocolo indica como procesar la imagen en escala de grises de 32-bit obtenida tras la
correccion de campo plano en el canal azul, para convertirla a 16-bit y aplicar un algoritmo de
umbral automatico (MinError dark). El objetivo es segmentar la sefial de interés respecto al
fondo, preparando la imagen para cuantificacion de modo que aseguramos la uniformidad y

reproducibilidad en la deteccion de estructuras biologicas.
Procedimiento
1. Partir de la imagen en 32-bit del canal azul (posterior al brightfield correction).
2. Convertir la imagen a 16-bit (Image > Type > 16-bit).
3. Definir y aplicar la ROI correspondiente y recortar el area de analisis si se desea.
4. Ejecutar el umbral automatico MinError dark (Image > Adjust > Auto Threshold).

5. Configurar Analyze > Set Measurements para seleccionar parametros de cuantificacion

(ej. area_fraction, mean, integrated).

6. Guardar la imagen umbralizada y proceder al analisis cuantitativo mediante Analyze >
Measure para obtener valores de area fraccional, intensidad media o densidad integrada

segun lo configurado en Set Measurements.
Notas
e Este procedimiento se aplica de manera idéntica para los canales rojo y verde.
¢ En los macros, basta con sustituir la palabra “blue” por “red” o “green”.
e El algoritmo MinError dark es apropiado cuando el fondo es dominante.

e La conversion a 16-bit es indispensable antes de aplicar la mayoria de los métodos de

umbralizacion de Image].

Macro

// Blue Channel - Thresholding after Brightfield Correction

// Assume current image is the result of brightfield correction in 32-bit
title = getTitle();

// Convert to 16-bit
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run ("1l6-bit") ;

// Optional: apply ROI and crop
makeRectangle (0, 54, 864, 594); // Ajuste seguin su &rea de interés
run ("Crop") ;

// BApply automatic threshold
setAutoThreshold ("MinError dark");
setOption ("BlackBackground", true);

// Set measurements and measure

run ("Set Measurements...", "area fraction mean integrated limit display
decimal=3") ;

run ("Measure") ;
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11.6. Eliminacion de artefactos de iluminacion mediante recorte manual en

ImagelJ.

Siempre después de realizar un protocolo de brightfield, se deben abrir las imagenes y revisar
en el menu de Thresholding que no existan bandas brillantes, y corroborar que no estén siendo
detectadas como senal. Si llegan a ser detectadas, entonces es obligatorio proceder al recorte

antes de continuar con las mediciones.

Este protocolo describe como manejar imagenes que presentan bandas brillantes o
regiones sobreiluminadas que afectan la homogeneidad del campo visual y pueden sesgar el
analisis cuantitativo (Mean, IntDen, %Area). La estrategia consiste en recortar la region afectada
utilizando la herramienta de seleccion rectangular en ImageJ, eliminando Uinicamente la zona

comprometida para conservar un area representativa y limpia del tejido.
Procedimiento

1. Identificacion de la region afectada
a) Abrir la imagen en Image].
b) Inspeccionar los bordes o cuadrantes en busca de bandas brillantes, sobreexposicion
o artefactos lineales que puedan interferir en el analisis.
c) Abrir el menu de Thresholding y corroborar que esas bandas no estén siendo
detectadas como sefial.
d) Si sison detectadas — continuar con el recorte.
2. Seleccion del area a recortar
a) Seleccionar la herramienta de rectangulo en la barra de herramientas de ImageJ.
b) Dibujar un rectangulo que abarque la region afectada por la banda brillante.
c) Ajustar la seleccion para que el borde del rectangulo coincida con el inicio de la zona
util de tejido.
3. Recorte de la imagen
a) Una vez definido el rectangulo, presionar Ctrl+Shift+X (o usar Image > Crop).
b) Laimagen se recorta, eliminando la zona de la banda brillante y dejando tinicamente

la region valida.

Notas
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Si se procesan multiples imagenes, aplicar siempre el recorte de manera consistente
(misma proporcion, mismo borde) para mantener comparabilidad.

El recorte reduce el area total analizada, pero evita que los artefactos distorsionen los
histogramas y métricas (IntDen, Mean, %Area).

En imagenes multicanal (verde, rojo, azul), el recorte debe hacerse exactamente igual en
todos los canales correspondientes al mismo campo de vision, para evitar pérdida de
informacioén o desalineaciones al hacer merges. Se recomienda fuertemente usar un
macro que replique el mismo recorte en cada canal.

Evitar recortar mas alld de lo necesario para no perder tejido relevante.

Si la banda afecta varias imagenes de un lote, estandarizar la altura/ancho del recorte
para que todas queden con el mismo tamafio final.

Siempre corroborar las mediciones cuando se usa procesamiento por lotes o macros:
verificar que las imagenes tratadas no requieran recorte adicional antes de aceptar los
resultados.

Una vez hecho el recorte de la banda que estaba siendo detectada en el umbral, realizar
nuevamente la medicion de la intensidad de pixeles del canal correspondiente. Esta sera

ya la medicion real.

171



11.7. Aplicacion de LUT para visualizacion de imagenes de fluorescencia.

Este protocolo establece los pasos para aplicar un Lookup Table (LUT) al canal azul de una
imagen previamente procesada y convertida a 16-bit. El LUT es un mapeo visual que asigna
colores a los valores de intensidad de los pixeles, facilitando la interpretacion cualitativa de los
resultados y la generacion de figuras para presentacion o publicacion. Es importante destacar

que la aplicacion del LUT no modifica los valores de los pixeles, inicamente la visualizacion.
Procedimiento

1. Abrir la imagen de 16-bit del canal azul en Fiji.

2. Seleccionar la opcion Image > Lookup Tables > Blue.

3. Visualizar la imagen con el LUT aplicado.

4. Guardar la imagen con el LUT tnicamente si se requiere para presentaciones; para

analisis cuantitativo conservar la version en escala de grises.
Notas

e El procedimiento se aplica de la misma forma para los canales rojo y verde utilizando

Image > Lookup Tables > Red o Green.

e Se recomienda no utilizar Apply LUT cuando se requiera andlisis cuantitativo, ya que

esta opcion modifica los valores de los pixeles.

e EILUT debe emplearse inicamente como herramienta de visualizacién y no como parte

del procesamiento de datos.

Macro

// Blue Channel - Apply LUT

// Assume current image is the 16-bit processed image

run ("Blue") ;

// Optional: to visualize LUT applied but not alter pixel values
// run ("Apply LUT"); // Not recommended for analysis
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11.8. Procesamiento en linea de un canal de fluorescencia para su analisis

cuantitativo.

El presente protocolo establece un flujo de trabajo sencillo y reproducible en Fiji/Imagel], cuyo
proposito es aislar el canal verde de una microfotografia RGB y normalizar su sefal con el fin
de obtener mediciones comparables entre muestras. El procedimiento se orienta a corregir las
variaciones de iluminacion inherentes a la captura, como el vifieteo, y a segmentar de manera

reproducible la sefial bioldgica.

Para tal fin, se genera un modelo del fondo mediante la aplicacion de un desenfoque
gaussiano sobre una copia de la imagen a tratar (en este caso, verde). Dicha copia difuminada
representa la iluminacion de fondo y, al dividirla entre la imagen original, se consigue una
correccion uniforme. Posteriormente, la imagen se convierte a 16-bit con el proposito de trabajar
en un rango estandarizado de intensidades y se aplica el umbral automatico MinError dark, que
permite separar el tejido marcado del ruido o fondo. Este flujo de trabajo se utiliza de manera
rutinaria en estudios de fluorescencia y en andlisis histologicos multicanal donde resulta
necesario cuantificar con precision la sefial del canal verde y establecer comparaciones entre

diferentes preparaciones.

Procedimiento
1. Abrir la imagen RGB en Fiji.
2. Ejecutar la opcion Image > Color > Split Channels para separar los canales.
3. Cerrar los canales rojo y azul, conservando tnicamente el canal verde.
4. Duplicar el canal verde y asignar el nombre Background a la copia generada.
5. Aplicar un desenfoque gaussiano con sigma = 50 a la imagen Background.

6. En la imagen verde original, utilizar Image Calculator > Divide seleccionando

“Background” y activando la opcion Create 32-bit.
7. Convertir la imagen resultante a formato 16-bit.
8. Definir y aplicar la ROI correspondiente y ejecutar el recorte.

9. Aplicar el umbral automatico MinError dark configurando el fondo como negro.
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10. Ajustar la opcion Analyze > Set Measurements para incluir los pardmetros area_fraction,

mean e integrated.
11. Ejecutar Analyze > Measure y registrar los resultados obtenidos.

Notas

e Ajustar el valor de sigma en funcion del tamafio de las estructuras de interés, procurando

que sea mayor al didmetro de los objetos analizados.
e Mantener siempre la misma ROI para garantizar la comparabilidad entre imagenes.

e Realizar la division en 32-bit para obtener una correccion precisa de la iluminacion y

convertir posteriormente a 16-bit con el fin de estandarizar los datos.

e En caso de que los bordes de los objetos presenten baja intensidad, considerar el uso de

umbrales locales como Phansalkar.

e El macro no aplica LUT; las mediciones se efectiian directamente sobre los valores de

intensidad corregidos.

Macro

// Green Channel Image Processing - Stable version for one manually opened
RGB image

// Split channels
run ("Split Channels");

// Capture window titles

n = nImages();

titles = newArray (n);

for (i = 0; 1 < n; i++) {
selectImage(i + 1);
titles[i] = getTitle();

}

// Identify green channel and close red/blue
for (i = 0; i < titles.length; i++) {

if (indexOf (titles[i], "green") != -1) {
greenTitle = titles([i];

} else {
selectWindow (titles[i]) ;
close();

}

// Process green channel
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selectWindow (greenTitle) ;

run ("Duplicate...", "title=Background");
selectWindow ("Background") ;
run ("Gaussian Blur...", "sigma=50");

selectWindow (greenTitle) ;
imageCalculator ("Divide create 32-bit", greenTitle, "Background");

selectWindow ("Result of " + greenTitle);

run ("l6-bit") ;

makeRectangle (0, 54, 864, 594); // Adjust your ROI if needed
run ("Crop") ;

setAutoThreshold ("MinError dark");

setOption ("BlackBackground", true);

run ("Set Measurements...", "area fraction mean integrated limit display
decimal=3") ;
run ("Measure") ;

Aplicacion en otros canales.

El procedimiento descrito para el canal verde es igualmente aplicable al andlisis del canal rojo
o azul. La légica de procesamiento es idéntica: separacion de canales, duplicado y desenfoque
de la copia como modelo de fondo, correccion por division, normalizacién del bit-depth,
definicion del ROI, umbralizacion y obtencion de mediciones. La tnica diferencia radica en la

identificacion del canal correspondiente durante el paso inicial.

Macro para el canal rojo

// Red Channel Image Processing - Stable version for one manually opened
RGB image

// Split channels
run ("Split Channels");

// Capture window titles

n = nImages();

titles = newArray (n);

for (i = 0; 1 < n; i++) {
selectImage (i + 1);
titles[i] = getTitle();

}

// Identify red channel and close green/blue
for (i = 0; 1 < titles.length; i++) {

if (indexOf (titles[i], "red") != -1) {
redTitle = titles[i];

} else {
selectWindow (titles[i]) ;
close () ;
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// Process red channel
selectWindow (redTitle) ;

run ("Duplicate...", "title=Background");
selectWindow ("Background") ;
run ("Gaussian Blur...", "sigma=50");

selectWindow (redTitle) ;
imageCalculator ("Divide create 32-bit", redTitle, "Background"):;

selectWindow ("Result of " + redTitle);

run ("1l6-bit") ;

makeRectangle (0, 54, 864, 594); // Ajuste su ROI si es necesario
run ("Crop") ;

setAutoThreshold ("MinError dark");

setOption ("BlackBackground", true);

run ("Set Measurements...", "area fraction mean integrated limit display

decimal=3") ;
run ("Measure") ;
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11.9. Establecimiento de un rango de visualizacion uniforme para imagenes de

fluorescencia.

El protocolo tiene como finalidad establecer un método simple y reproducible para estandarizar
la visualizacion de imagenes de 16-bit en Fiji/Image]. Se aplica cuando se requiere comparar
multiples imagenes bajo las mismas condiciones asegurando que todas se observen dentro de

un rango definido de intensidad.

La estandarizacion no modifica los valores reales de los pixeles, inicamente afecta la
forma en que se muestran en pantalla mediante la asignaciéon de un rango fijo de minimo y
maximo, de esta forma ésta técnica resulta util en analisis cualitativos, en presentaciones o en
la preparacion de figuras para publicacion, ya que garantiza que la percepcion de la sefial no
dependa de ajustes manuales o arbitrarios en cada imagen si no se realicen de manera uniforme

y normalizada en todas las imagenes procesadas.
Procedimiento

1. Abrir la imagen de interés en Fiji.

2. Verificar que la profundidad de bit sea de 16-bit (Image > Type > 16-bit).

3. Definir los valores del rango de visualizacion: minimo = 25,000; méaximo = 40,000.

4. Aplicar el rango fijo en todos los canales o iméagenes abiertas.

5. Confirmar que el ajuste se limita a la visualizacion (LUT) y no altera los datos originales.
Notas

e El protocolo se limita a la visualizacion. Si se desea que los valores de pixel se ajusten
de manera permanente, debe aplicarse la opcion Apply LUT (no recomendado en la

mayoria de los casos).

e El rango definido (25k—40k) puede ajustarse de acuerdo con la intensidad tipica de la

sefial experimental.

e Es posible aplicar este ajuste a todas las imdgenes abiertas de manera secuencial

mediante un bucle, lo que garantiza uniformidad en andlisis comparativos.
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e Para asegurar precision en el ajuste, se recomienda emplear el Script Editor o el Macro
Interpreter de Imagel en lugar de mover manualmente las barras de contraste, ya que

estas suelen desplazarse de manera imprecisa al arrastrarlas con el raton.

Macro

// Set a consistent display range on 16-bit images
// Min = 25,000 ; Max = 40,000 (applied to all channels if present)

macro "Set Display Range 25k—-40k (1l6-bit)" {

if (nImages ()==0) {
showMessage ("No image open", "Open a 16-bit image first.");
return;
}
if (bitDepth != 16) {
showMessage ("Wrong bit depth",
"This macro expects a 16-bit image.\nCurrent: " + bitDepth + "-
bit.");
return;

}

Stack.getDimensions (w, h, channels, slices, frames);

minV = 25000;
maxV 40000;

setBatchMode (true) ;
if (channels > 1) {
for (¢ = 1; ¢ <= channels; c++) {
Stack.setChannel (c) ;
setMinAndMax (minV, maxV) ;
}
} else {
setMinAndMax (minV, maxV) ;
}
setBatchMode (false) ;

// Nota: Esto solo cambia la visualizacidén (LUT). Para modificar
permanentemente los

// valores de pixel, descomentar la siguiente linea (no recomendado) :

// run ("Apply LUT");
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11.10. Alineacion de canales de fluorescencia empleando la herramienta StackReg

en ImageJ.

Este procedimiento tiene como objetivo corregir el desalineamiento espacial entre dos imagenes
monocanal obtenidas del mismo campo (por ejemplo, tincidon con acridina naranja en canales
verde y rojo). Dicho desalineamiento puede deberse a deriva mecanica del escaner, ligeros
desfases temporales entre adquisiciones o aberraciones cromadticas. La correccion se logra
mediante registro geométrico (registration), aplicando una transformacion global al canal

“movil” para superponerlo con el canal de referencia.

El plugin StackReg implementa transformaciones de tipo traslacion, cuerpo rigido o afin,
y estima los parametros 6ptimos para maximizar la coincidencia entre imagenes. De esta manera
se preserva la cuantificacion por pixel, minimizando re-muestreos y evitando artefactos en la

superposicion de canales.
Procedimiento
1. Abrir ambas imédgenes crudas (canal verde y canal rojo).

2. Verificar que tengan el mismo tamafio en pixeles. En caso contrario, ajustar con Image

— Adjust — Size... (sin modificar la relacion de aspecto).
3. Colocar al frente la imagen que servira como referencia (p. €j., canal verde).

4. Crear un stack de dos imagenes con Image — Stacks — Images to Stack... (aceptar

valores por defecto). Resultado: Imagen 1 =referencia (verde); Imagen 2 = moévil (rojo).
5. Con el stack activo, ir a Plugins — Registration — StackReg.
6. Seleccionar el modelo de transformacion:
e Translation: solo corrimiento en X/Y.

7. Ejecutar. StackReg aplicard la transformacion a la imagen 2 alinedndolo con la imagen

1.

8. Separar el stack resultante: Image — Stacks — Stack to Images. Se obtendran dos

imagenes: la de referencia (sin cambios) y el canal movil corregido.

9. Reconstruir la composicion: Image — Color — Merge Channels.... Asignar:
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e Red: canal rojo corregido.
e Green: canal verde original.

e Blue: (vacio). Aceptar.

10. Verificar visualmente la coincidencia de estructuras alternando la visualizacion de los

11.

12.

Notas

canales.

(Opcional, control rapido): Image — Calculator... — Subtract (absoluto) entre el canal
corregido y el de referencia para evaluar residuales. Valores bajos sugieren buena
alineacion. Nota: esto no equivale a colocalizacion bioldgica, solo a control geométrico.
Guardar la imagen final compuesta y, de ser necesario, los canales corregidos por

separado: File — Save As — Tiff.

El procedimiento estd indicado para canales rojo y verde para una tincion naranja de
acridina.
En caso de tratarse para una inmunofluorescencia, emplear como canal fijo el azul
(DAPI).
Emplear el protocolo previamente descrito para los canales que aplique segtn la técnica

realizada.
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