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RESUMEN

El desarrollo de obesidad se caracteriza por el incremento en el consumo de
alimentos hipercaldricos. Existen correlativos tanto conductuales como moleculares, entre
el comportamiento adictivo hacia la comida hipercaldrica y la adiccion a drogas. Durante la
adiccion a las drogas se producen cambios en la expresion de genes selectivos implicados
en la plasticidad neuronal. En el presente estudio, se generé un modelo animal de adiccién
a la comida hipercaldrica y se determind: 1) si la conducta adictiva es transmitida a la
descendencia y 2) las alteraciones en el perfil de expresion génica del nicleo accumbens
(NAc) en la descendencia. Se emplearon 9 grupos de ratas Wistar, incluyendo un grupo de
hembras madre (FO) alimentadas por 9 semanas (incluyendo el embarazo y la lactancia) con
dieta de cafeteria (DC), que fueron sometidas a los protocolos de condicionamiento
operante (FR1, FRS, PR) en la caja tipo Skinner, durante 12 dias para obtener pellets de
chocolate como recompensa. El andlisis de la expresion global de genes se determind
empleando la tecnologia de microarreglos. Los resultados demuestran que el
comportamiento semejante a la adiccion de los machos y hembras padres (FO) se transmite
a sus descendientes (F1). La transmision del comportamiento operante es mayor en el grupo
de descendientes de madres sometidas a programacion nutricional. Asimismo,
identificamos mediante microarreglos de expresion que los sujetos con comportamiento
adictivo exhiben una firma genémica que involucra a 8 genes presentes en los procesos de
exocitosis de neurotransmisores (Sytl7, Stxla), sefializacién sindptica (Chrm3, Gpr149);
remodelacion del citoesqueleto y plasticidad sindptica (Sema3e, Abi3bp), y en los procesos
de alteracion en el consumo de alcohol tanto en humanos como en modelos animales (Hbb-
b1, Polr3k, Mir30a). Nuestros resultados demuestran que el comportamiento operante hacia
la bisqueda de una recompensa en los padres puede transmitirse a la descendencia con

cambios selectivos en la expresion génica.
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ABSTRACT

The development of obesity is characterized by the increase in the consumption of
hypercaloric foods. There are correlates both behavioral and molecular between addictive
behavior towards hypercaloric food and drug addiction. During drug addiction changes
occur in the expression of the selective genes involved in neuronal plasticity. In the present
study, an animal model of hypercaloric food addiction was generated and it was
determined: 1) if the addictive behavior is transmitted to the offspring and 2) the alterations
in gene expression profile of the accumbens nucleus (NAc) in the (FO) who were submitted
to the operational conditioning protocols (FR1, FR5), PR) in the Skinner box for 12 days
(including pregnancy and lactation) to get chocolate pellets as a reward. Analysis of global
gene expression was determined using microarray technology. The results show that
behavior observed in both males and females addict parents (FO) are transmitted to their
offspring (F1). Transmission of operant behavior is greater in the offspring from mothers
undergoing nutritional programming. In addition, we have identified by global expression
microarrays that subjects with addictive behavior exhibit a genomic signature involving 8
genes present in the neurotransmitters exocytosis processes (Sytl7, Stxla), synaptic
signaling (Chrm3, Gprl49); cytoskeleton remodeling and synaptic plasticity (Sema3e,
Abi3bp), also in processes of excessive consumption of alcohol in both men and animal
models (Hbb-bl, Polr3k, Mir30a). Our results demonstrate that the operant behavior
towards the search for a reward in the parents can be transmitted to the offspring with

selective changes in gene expression.
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I. INTRODUCCION

La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa, superior a los
30kg/m? de Indice de masa corporal (IMC), lo cual se considera un factor de riesgo para el
desarrollo de diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, entra otras (OMS, 2016). El
consumo frecuente y excesivo de alimentos hipercaldricos o de alto contenido energético, es
uno de los factores mds importantes que contribuyen al desarrollo de la obesidad. Se propone
que en este escenario existe un desequilibrio caldrico, en donde el nimero de calorias
consumidas excede la cantidad de calorfas gastadas (Ludwig, et al., 2001). La incapacidad de
los sujetos con obesidad para controlar la ingesta excesiva de comida hipercaldrica, sugiere la
existencia de un comportamiento adictivo o de recompensa, similar al observado en el abuso de
drogas (Kenny, 2011; Dileone, et al.,2012). Tanto la conducta compulsiva para la busqueda de
comida hipercaldrica como el de las drogas se registran en un circuito cerebral conocido como
el circuito de la recompensa. Este circuito se compone principalmente de regiones cerebrales
que incluyen el drea ventral tegmental (AVT), la amigdala, la corteza prefrontal (CPF) y el
ntcleo accumbens (NAc) (Koob y Volkow, 2010).

El establecimiento de la adiccién se asocia a un proceso de neuroplasticidad en las
regiones del circuito de la recompensa, que implica cambios inducidos por el uso crénico del
estimulo recompensante, generalmente drogas (Ersche, et al., 2012). Actualmente, diversas
investigaciones han aportado evidencia cientifica que definen a la regioén del nicleo accumbens
como una region clave implicada en los procesos preferenciales-adictivos hacia la comida
apetecible e hipercaldrica que conducen a la obesidad (Volkow, et al., 2011; DilLeone, et
al.,2012).En este respecto, se ha observado que la exposicién a comida hipercaldrica genera
alteraciones en la expresion de genes como: la tirosina hidroxilasa, los receptores de dopamina
D1 y D2, el receptor p-opioide, el receptor CB1 y el factor de transcripcion BDNF, en el nucleo
accumbens, lo cual se refleja en alteraciones en el comportamiento hacia la ingesta de comida
hipercaldrica (Ong et al., 2013; Martire et al., 2014). Dichos cambios en la expresién génica, se
han observado también en la descendencia de modelos animales con exposicién a dietas
hipercaldrica durante el embarazo y la lactancia, lo cual genera alteraciones en el desarrollo del
sistema nervioso y la susceptibilidad a cambios en el comportamiento, incluyendo la adiccion

(Alsio et al., 2010; Naef et al., 2011; Luzzo et al, 2012).
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Lo anterior sugiere que la obtencion de los efectos placenteros de la comida es una
poderosa fuerza motivante que puede anular las sefales de saciedad homeostaticas, y de acuerdo
con esto, puede contribuir a que se generen alteraciones en la expresion génica a nivel de
sistema de recompensa. Alteraciones en este sistema se manifiestan en cambios positivos hacia
la busqueda de comida con sabor agradable y alto contenido caldrico, promoviendo asi un
comportamiento adictivo y posterior desarrollo de obesidad. Es interesante que, las alteraciones
en el comportamiento en padres adictos a la comida hipercalérica pueden ser transmitidas a la
descendencia.

En esta tesis identificamos los cambios en el nivel de expresion global, de genes
implicados en la ingesta descontrolada de comida en un modelo murino y su probable

transmision a la descendencia.
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II. JUSTIFICACION

Meéxico es el segundo pais a nivel mundial con mayor prevalencia de obesidad, la cual
incrementa el desarrollo de patologias metabdlicas que encabezan las principales causas de
mortalidad en la poblacion.

Actualmente, se propone que la ingesta descontrolada de alimentos hipercaléricos puede
ser una de las causas implicadas en el desarrollo de obesidad. Sin embargo, existe una falta de
evidencias cientificas que definan a la comida como un elemento adictivo, asi como de los
genes implicados en su establecimiento y potencial transmision a la descendencia.

Por lo tanto, el uso de un modelo animal de adiccién a la comida y la tecnologia de
microarreglos de expresion global, contribuird en la identificacion de genes implicados en la
ingesta descontrolada de comida, su impacto en el desarrollo de obesidad y su probable

transmision a la descendencia.
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III. ANTECEDENTES

3.1. La obesidad, un problema de salud mundial.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la obesidad puede ser definida como
la acumulacién anormal o excesiva de grasa que incrementa el indice de masa corporal (IMC).
El IMCse obtiene dividiendo el peso en kilogramos entre el cuadrado de la talla en metros
(kg/m?). Un IMC por arriba de los 30kg/m? clasifica a una persona con estado de obesidad,
mientras que un IMC menor a 30, pero mayor a los 25 kg/m?, se considera con sobrepeso. La
obesidad, es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas no
transmisibles como: diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de cincer
(endometrio, mama, ovarios, prdstata, higado, vesicula biliar, rifiones y colon) (OMS, 2016).
Dichas patologias, representan la principal causa de mortalidad en el mundo, asi como a nivel
nacional (IMCO, 2015; OMS, 2016). Se estima que cada afo fallecen alrededor 3.4 millones de
personas adultas a consecuencia de patologias relacionadas con este padecimiento.

A partir de 1980, la obesidad se ha multiplicado, llegando a representar una epidemia a
nivel mundial. Hasta el afo 2014, se estim6 que habia mas de 1900 millones de adultos mayores
de 18 afios con sobrepeso, de los cuales, mds de 600 millones eran obesos (OMS, 2016). Estas
cifras, se estiman podrian llegar a duplicarse para el afio 2030.

En México, la prevalencia de obesidad y sobrepeso en adultos mayores de 20 afios es del
71.3% que corresponde a 48.6 millones de personas. De este 71.3%, el 32.4% corresponde a la
prevalencia de obesidad y el 38.8% restante al sobrepeso. Estos porcentajes clasificaron a
México, hasta el afio 2014, como el segundo lugar a nivel mundial con mayor prevalencia de
obesidad (Barquera. et al., 2013; Scully, 2014; OMS, 2016). Por su parte, en nifios de 5 a 11
aflos, se estima una prevalencia nacional combinada de sobrepeso y obesidad del 44.1%,
ubicando a México como el cuarto pais a nivel mundial con mayor prevalencia en obesidad
infantil (Franco, 2012; Davila-Torres, 2015). Por su parte, de acuerdo a las estadisticas, la
obesidad es mds frecuente en el género femenino con respecto el masculino, en infantes y

adultos (Wojcicki et al., 2012; Franco, 2012).

41Pagina



3.2. Etiologia de la obesidad.

La obesidad es una enfermedad que ha sido vista s6lo como un problema metabdlico-
periférico del cuerpo. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que el Sistema Nervioso
Central (SNC), juega un papel importante en la regulacion del metabolismo que involucra la

ingesta de comida y del comportamiento positivo para su seleccion de tipo adictivo.

3.2.1 La obesidad puede ser un problema de comportamiento aberrante hacia la ingesta de

alimentos hipercaldricos.

Actualmente, se sabe que la obesidad tiene un origen multifactorial en el que se
involucran la susceptibilidad genética, los estilos de vida y las caracteristicas del entorno, con
influencia de diversos determinantes subyacentes, como la globalizacién, la cultura, la
condicién econdémica, la educacién, la urbanizacién y el entorno politico y social (Cecchini et
al., 2010; Scully, 2014). Sin embargo, se ha evidenciado que el consumo frecuente y excesivo
de alimentos hipercaldricos o de alto contenido energético, es uno de los factores mds
importantes que contribuyen al desarrollo de la obesidad. Esto promueve la existencia de un
desequilibrio caldrico, en donde el nimero de calorias consumidas excede la cantidad de
calorias gastadas (Ludwig, et al., 2001). Se ha propuesto que dicho desequilibro caldrico se
relaciona con un posible comportamiento adictivo hacia la comida hipercaldrica (rica en grasa o
en azucar) debido al alto valor recompensante que posee, llegando a evadir el sistema de
regulacién energética corporal (Volkow y Wise, 2005; Volkow, et al., 2011; Volkow, et al.,
2012; Kenny, 2011).

Datos experimentales que apoyan el modelo de adiccion a la comida, han propuesto que,
tanto en modelos animales como en humanos, la exposicion repetida a comida con alto
contenido de grasa y /o azicar, deteriora la inhibicién de la ingesta de comida a nivel neuronal
(Avena, et al., 2008), promoviendo incapacidad de los individuos con obesidad para controlar la
ingesta de comida hipercalérica (Kenny, 2011; Dileone, et al., 2012). Por otra parte, diversas
investigaciones han encontrado una correlacién conductual entre la adiccién a drogas y la
ingesta descontrolada de alimentos. Por ejemplo, en ambos casos, existe una pérdida del control
sobre el consumo del estimulo (droga o comida hipercaldrica); existe un uso continuo del

estimulo a pesar de las consecuencias negativas que implica su ingesta. Los individuos
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muestran un incremento en el tiempo invertido en el consumo y la busqueda del estimulo con
respecto a otras actividades; permanece un deseo intenso por obtener la recompensa (estimulo
satisfactorio generado por la droga o la comida hipercalérica) (Volkow y Wise, 2005; Volkow,
et al., 2011; Volkow, et al., 2012; Kenny, 2011). Debido a lo anterior, se ha propuesto a la
comida hipercaldrica como un elemento adictivo, capaz de generar adiccion en el humano. En
las siguientes secciones definiremos el fendémeno de adiccién y su relacién con la ingesta de

comida.

3.3. Adiccion.

La adiccion, se define como una enfermedad crénica y recurrente del cerebro que se
caracteriza por la busqueda y el consumo compulsivo de un estimulo recompensante, a pesar de
sus consecuencias nocivas. Dicha enfermedad es consecuencia de cambios morfolégicos
(nueroplasticidad) a nivel cerebral, especificamente en regiones que pertenecen al circuito de la
recompensa, lo cual promueve el incremento de un comportamiento compulsivo y pérdida de

control sobre el consumo del estimulo recompensante (Volkow y Wise, 2005).

3.3.1 La activacion del Circuito de la recompensa genera adiccion.

El circuito de la recompensa, estd compuesto por centros en el sistema nervioso central
que obedecen a estimulos especificos y naturales, regulados por neurotransmisores y que
permiten que el individuo desarrolle conductas aprendidas que responden a hechos placenteros
o de desagrado. Las regiones cerebrales que lo conforma son principalmente las que integran las
vias de neurotransmisiéon dopaminérgica que incluyen: el drea ventral tegmental (AVT), la
amigdala, la corteza prefrontal (CPF) y el ndcleo accumbens (NAc) (Figura 1). Sin embargo,
también existen otras regiones implicadas en el desarrollo de las adicciones e importantes para
el circuito de la recompensa. Por ejemplo, el hipocampo (Hipp), el tdlamo (Thal), el locus
coereleus (LC), la corteza orbitofrontal (OFC), el rafe dorsal serotoninérgico (DR), el
hipotdlamo lateral (LH), el estriado, la sustancia nigra pars compacta (SNr), entre otras, Figura
1(Koob y Volkow, 2010; Russo y Nestler, 2013). En conjunto, estas regiones pueden
desencadenar una serie de comportamientos alterados que incluyen la prediccion de la

recompensa (Schultz, 2007), la hedonia (Wise, 1978, 1982), el reforzamiento (Wise y Koob,
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2014), la motivacion, el aprendizaje (Wise, 2004) y la prominencia de incentivos (Berridge,

2007), aspectos caracteristicos de un comportamiento adictivo.

CIRCUITO DE RECOMPENSA

Corteza prefrontal -,

Nucleo accumbens

Areategmental ventral = j

Amigdala ————&

Figura 1. Circuito de la recompensa del cerebro (Humanos). Ilustracién de las principales
regiones que conforman el circuito: corteza prefrontal, nicleo accumbens, 4rea ventral
tegmental y amigdala.

3.3.2 Etiologia de las adicciones.

Gran parte del conocimiento fisiolégico de los fendmenos adictivos proviene de
investigacion en la adicciéon a las drogas, por lo que en esta seccion comentaremos los

fundamentos cientificos mds sobresalientes para explicar el desarrollo de la adiccion.

a) Modulacion de la neurotransmision por el consumo de drogas.

En este sentido, se conoce que los psicoestimulantes (drogas), actdan en las terminales
axonales de las neuronas, donde se liberan diversos neurotransmisores como la dopamina,
glutamato, serotonina, entre otros. Su accién principal, es incrementar la concentracion de
dichos neuromoduladores, mediante el bloqueo de la recaptacion de los mismos en las
terminales sindpticas (Berke y Hyman, 2000).Todas las drogas, tienen un mecanismo principal
de accién en comiun, que es incrementar la transmision dopaminérgica, especificamente a través
de la inervacién ascendente del drea ventral tegmental hacia el nucleo accumbens, asi como
hacia otras regiones limbicas relacionadas con el circuito de la recompensa (amigdala, corteza
prefrontal, hipocampo, estriado dorsal, etc.). Adicionalmente, cada una de estas regiones puede
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modularse por diversos tipos de neurotransmision que incluyen neuronas glutamatérgicas y
gabaérgicas, de tipo opioide, canabinoide, nicotinico y de GABAA4, a nivel de la amigdala, la
corteza prefrontal y el hipocampo y la activacién de los receptores correspondientes, Figura 2
(Koob y Volkow, 2010; Russo, Nestler, 2013).

Finalmente, cabe destacar que independientemente del mecanismo de accidn y la region
que activen las drogas, todas son capaces de inducir neuroadaptaciones moleculares en comun,

las cuales median la naturaleza del fenotipo adictivo.

A o - T 0= Glutamatergic

- ™\ @< Dopaminergic
> ©—1 GABAergic

D Opioid receptors
M Cannabinoid receptors

M Nicotine receptors
M GABA, receptors

Figura 2. Circuito neuroquimico de la recompensa. A) Tipos y proyecciones neuronales entre
regiones del circuito de la recompensa implicados en la adiccién a drogas. Lineas rojas:
proyecciones glutamatérgicas; Lineas verdes: proyecciones dopaminérgicas; Lineas azules:
proyecciones GABAérgicas. B) Tipo de receptores activados en las diversas regiones del circuito
de la recompensa en diversos tipos de adicciones. Los opioides activan los receptores opioides en
el AVT, el NAc y la amigdala mediante acciones directas o indirectas via interneuronas. Los
opioides facilitan la liberaciéon de dopamina en el nicleo accumbens por una accién ya sea en el
AVT o el nicleo accumbens, pero también se supone que activan elementos independientes del
sistema de dopamina. El alcohol activa los receptores de acido y-amino butirico-A (GABAAa) o la
liberaciéon de GABA en el AVT, el nicleo accumbens y la amigdala por acciones directas en el
receptor GABAA4 o por liberacion indirecta de GABA. La nicotina activa los receptores nicotinicos
de acetilcolina en el AVT, el nicleo accumbens y la amigdala, ya sea directa o indirectamente, a
través de acciones en interneuronas. Los cannabinoides activan los receptores cannabinoides CB1
en el AVT, el nicleo accumbens y la amigdala. Los cannabinoides facilitan la liberacién de
dopamina en el nicleo accumbens a través de un mecanismo desconocido. AC, comisura anterior;
AMG, amigdala; ARC, nicleo arqueado; BNST, ntucleo del lecho de la estria terminal; Cer,
cerebelo; C - P, caudado - putamen; DMT, tdlamo dorsomedial; FC, corteza frontal; Hippo,
hipocampo; IF, coliculo inferior; LC, locus coeruleus; LH, hipotidlamo lateral; NAcc y NAc.,
Nucleus accumbens; OT, tracto olfatorio; PAG, gris periaqueductal; RPn, niicleo pontino reticular;
SC, colliculus superior; SNr, substantia nigra pars reticulata; VP, pallidum ventral; AVT, Area
ventral tegmental.

*Imégenes tomadas y modificadas de Koob & Volkow, 2010; Russo, Nestler, 2013.
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b) Efectos moleculares del consumo de drogas.

Diversas investigaciones han revelado que las neuroadaptaciones que se generan durante
el proceso adictivo en las diversas regiones del circuito de la recompensa, estin moduladas por
procesos transcripcionales y epigenéticos. De éstos depende la transicion del consumo ocasional
de drogas hacia el establecimiento del comportamiento adictivo (Nestler, 2014).

La modulacién transcripcional por la exposicion crénica de drogas involucra varios
procesos como: la activacion de factores de transcripcion, la modificacién o remodelacién de la
cromatina, RNAs no codificantes, entre otros (Nestler, 2001). Procesos que, con el avance en
las tecnologias de andlisis genémico global, se han podido identificar o validar su participacién
en la modulacién transcripcional de la adiccion dependiente de drogas, su impacto en la
morfologia neuronal, la alteracion de sefalizaciéon sindptica y su relacion con el
comportamiento adictivo (Nestler, 2014).

De los primeros genes que se vieron alterados en cuanto a su expresion fueron los
factores de transcripcion. Entre los cuales se encuentra, el factor de transcripcion AFOSB. Este
factor pertenece a la familia de factores de transcripcion FOS, el cual forma heterodimeros con
factores de la familia JUN para crear una proteina activa (AP1), la cual regula la expresion
génica, en condiciones normales. Es de gran interés que, la exposicion aguda y crénica a drogas,
promueve la sobreexpresion de AFOSB, principalmente en la regién del NAc y la CPF (Nestler,
2008; Perrotti, et al., 2008), provocando el incremento en la actividad locomotora (Kelz, et
al.,1999), la preferencia (Zachariou, et al., 2006) y la autoadministraciéon de diversas drogas
(Colby, et al., 2003) (ej. Cocaina, morfinay alcohol). Presumiblemente, el incremento en la
sobreexpresion de AFOSB, se correlaciona con la fosforilacién en su residuo 27 de serina
estabilizando la degradacién de la proteina (Ulery-Reynolds, et al., 2006, 2009). Entre las
acciones mas sobresalientes de este factor se ha demostrado que es uno de los principales
responsables de las neuroadaptaciones moleculares, en parte debido a la modulacién de genes
relacionados con la morfologia neuronal [proteinas asociadas a microtibulos, proteinas de
citoesqueleto, proteinas de actina, ciclinas, etc.] (McClung y Nestler, 2003), genes importantes
para la homeostasis de la sefalizacion glutamatérgica [Genes de los receptores AMPA y la
CaMKII] (Cornish y Kalivas, 2000; Robison, et al., 2011) y dopaminérgica [genes de los
receptores de dopamina D1 y D2] (Volkow, et al., 2009), asi como genes de proteinas
remodeladoras de la cromatina [Histona desacetilasa 9 “HDAC9”] (Malik, et al., 2014). Todos

estos genes cuya expresion se ha visto alterada principalmente en el NAc (Kalivas,2009; Russo,
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et al., 2010; Maze, et al., 2010), se han asociado directamente a la plasticidad neuronal
(neuroadaptaciones) y sefalizacion sindptica alterada (Figura 3) (Cornish y Kaliva, 2000; Li, et
al., 2004; Koob y Volkow, 2010; Robison y Nestler, 2011) que conducen al comportamiento
adictivo. Sin embargo, actualmente, los fundamentos moleculares de estos cambios
estructurales atn no han sido totalmente esclarecidos, y se han ido sumado diversos factores
capaces de controlar la transcripcién de genes y la regulacion de la cromatina. Estos incluyen a
la proteina de unién a elementos ciclicos sensibles a AMP (CREB), el factor potenciador
especifico de miocitos 2 (MEF2), G9a y la DNA metiltransferasa 3A (DNMT3A), entre otros
(Figura 3). Todos ellos propuestos como genes candidatos (firmas genéticas), por mostrar una
alteracién en su expresion, en ensayos de microarreglos de expresion global en distintos
modelos de adiccidon a drogas y por su asociacion directa con los cambios en la expresion
génica de otros genes reguladores de la morfologia neuronal, asi como los comportamientos
caracteristicos de una adiccién (Maze, et al., 2010; Robison y Nestler, 2011; Martin, et al.,

2012; Russo y Nestler, 2013; Bannon, et al., 2014; Cadet, et al., 2015).
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Chromatin and DNA modifierz:
HATz, HDAC:. HMTz, HDM=
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Targot gene products:
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intracellular signalling
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' Long-lazting adaptive changes
in neuronal function

Figura 3. Mecanismos transcripcionales y epigenéticos de la adiccién. A. Mecanismo de accion de
las drogas (afeccién a canales de iones, re-captacion de neurotransmisores, y alteracién de sus
receptores.); Sefalizaciéon que desencadena la accion de la droga: activacion selectiva de genes
implicados en la patologia de las adicciones; factores de transcripcion, re-modeladores de la
cromatina, los cuales alteran a su vez, la expresién de otros genes codificantes de receptores, canal
de iones, sefializacion intracelular y proteinas del citoesqueleto. B. Modificaciones transcripcionales
(activacidn de factores de transcripciéon y maquinaria transcripcional) y epigenéticas (modificacién
de histonas, metilacion del DNA) responsables de las C. Modificaciones estructurales a nivel de
sinapsis (alteracién de la morfologia neuronal -ampliacion del area sindptica-, modificacién de la
cantidad de receptores). Todo esto consecuencia del consumo agudo y crénico de drogas.

*Modificada de Russo, et al, 2010; Robison y Nestler, 2011.

3.4. Correlaciones moleculares entre la adiccion a las drogas y el consumo de comida.

(Existe la adiccion a la comida?

Al igual que en la adiccion a diversas drogas, los alimentos apetecibles (ricos en azicar
y grasas), son capaces de activar regiones del sistema limbico que involucra los circuitos

dopaminérgicos, los cuales, a su vez se ha demostrado que se alteran y aumenta la motivacion

11I1Pagina



para la ingesta de alimentos hipercaloricos. Empleando modelos animales y estudios en seres
humanos, se ha demostrado la activacién del sistema de recompensa mediante imagen por
resonancias magnéticas después de la exposicion de imdgenes de comida apetecible (Volkow, et
al., 2002; Killgore, et al., 2003). Ademds, similar a las drogas, individuos obesos tienen niveles
reducidos de receptores de dopamina D2 y que estos estdn inversamente relacionados con el
peso corporal (Johnson y Kenny, 2010; Du y Nikola, 2016). Se propone que la falta de
receptores de este tipo en regiones del circuito de la recompensa (principalmente el NAc) puede
estar ligado a una ingesta compulsiva de comida (Johnson y Kenny, 2010; Hoffmann y Nikola,
2016). Adicionalmente, se ha identificado que la exposicion cronica a una dieta hipercaldrica,
genera alteraciones en la expresion génica de dreas pertenecientes al circuito de la recompensa
como lo son el NAc, el AVT, la CPF, la amigdala y el hipocampo, involucrando genes ya
descritos en la adiccion a drogas (ej. Receptores D1, D2, pu-opioide, CB1, gen de la tirosina
hidroxilasa, BDNF) (Ong, et al., 2013; Martire, et al., 2014), y la participacién de muchas de las
regiones cerebrales y mecanismos neuroquimicos de la adiccién a drogas (Volkow, et al., 2012;
Dileone, et al., 2012; Carter, et al., 2016).

Por otra parte, cabe destacar que, a diferencia de los genes candidatos de la adiccion a
drogas, los genes anteriormente mencionados y algunos nuevos propuestos como candidatos
para el comportamiento adictivo hacia la comida, han sido evidenciados principalmente por
ensayos de PCR en tiempo real cuantitativo (QRT-PCR), estudios de asociacién del genoma
completo (GWAS), estudios de neuroimagen, ensayos protedmicos como inmunoblot,
inmunofluorescencia, wester blot, etc. A la fecha, no existe un andlisis de expresién global
empleando la tecnologia de microarreglos del perfil de genes vinculado al desarrollo de

adiccidn a la comida y su regulacién por reprogramacion fetal.

3.5. Herencia transgeneracional de un fenotipo.

Las caracteristicas fenotipicas de un individuo se heredan por la transferencia de
modificaciones en la secuencia de DNA a través de la linea germinal. Sin embargo,
investigaciones recientes han evidenciado que los rasgos pueden ser trasmitidos a la
descendencia a través de un mecanismo epigenético (Anway et al., 2005; Guerrero-Bosagna y
Skinner, 2012; Skinner 2011). En este sentido, cambios ambientales que perturban la
homeostasis de un individuo -incluyendo el estrés, los retos nutricionales, las infecciones,

aspectos conductuales, hormonales, etc.- pueden tener efectos epigenéticos sobre el DNA del
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sujeto e influir en la expresion selectiva de genes que coordinan las funciones fisioldgicas del
mismo, un fendmeno fisiol6gico conocido como reprogramacién fetal (Figura 4). Este tipo de
reprogramacion, pueden a su vez tener consecuencias funcionales en la descendencia durante el
desarrollo y/o en la edad adulta, y provocar manifestaciones conductuales especificas que
pueden transmitirse inclusive a generaciones posteriores sin el desencadenante causal inicial, a
lo que se le conoce como herencia epigenética transgeneracional (Skinner 2011; Bohacek y
Mansuy, 2015). Para el caso de su efecto a nivel del sistema nervioso, la reprogramacién fetal
puede modular el desarrollo y maduraciéon del cerebro y, por lo tanto, alterar su estructura
original y establecer un nuevo proceso conocido como reprogramacion (Bale, et al., 2010).

De acuerdo con la hipétesis de Barker (2001), la reprogramaciéon del neurodesarrollo
induce adaptaciones en un entorno temprano (reprogramacion fetal/gestacional) en prevision de
un entorno postnatal similar. Por lo tanto, cuando existe una perturbacion entre estos dos
entornos (pre- y postnatal), tal reprogramacién puede aumentar el riesgo de enfermedad. Por
ejemplo, la exposicién a la nicotina durante la gestacion, es uno de los modelos més estudiados
y se ha correlacionado con varios resultados fisioldgicos y psicosociales negativos, incluyendo
un mayor riesgo de comportamientos aberrantes que implican alteraciones en la atencion, asi
como un mayor riesgo de la descendencia para desarrollar dependencia a la droga. Estos
cambios correlacionan con la alteracion de la expresion génica de diversos genes (ej. CaMKllo,
GluA1l y GluA2) relacionados con el comportamiento adictivo (McNair y Kohlmeier, 2015).

Por otra parte, en modelos de adiccidn a drogas como la cocaina, se ha evidenciado que
la exposicién de padres a la droga, genera cambios epigenéticos en la linea germinal, que
involucran genes y mecanismos ya relacionados con el comportamiento adictivo (BDNF,
modificacién de histonas, metilacién del DNA), los cuales promueve la herencia del fenotipo
adictivo a la descendencia, Figura 4 (Vassoler et al., 2013; Sadri-Vakili, 2015). Ademads de
generar alteraciones conductuales como un déficit de aprendizaje en la descendencia (Machos y
Hembras) proveniente de padres expuestos a cocaina (He et al., 2006; Killinger et al., 2012).
Igualmente, en modelos de adiccion a la morfina, la exposicion de ratas a esta droga durante la
adolescencia, se ha visto que aumenta la ansiedad en la descendencia femenina en etapas
adultas y una conducta diferencialmente alterada en respuesta a la morfina en ambos sexos
(Byrnes, 2005; Byrnes, 2011). Lo anterior como probable consecuencia de neuroadaptaciones
en la sefializacion de dopamina en el nucleo accumbens (Byrnes et al., 2013).

En su conjunto, se sugieren que la reprogramacién fetal inducida por el consumo de

drogas, o exposicion a estrés en los padres, influye en la fisiologia y el comportamiento de las
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generaciones futuras. Sin embargo, la etapa de mayor susceptibilidad para sufrir alteraciones,
aun permanece sin esclarecer. Esto debido a que las evidencias sugieren que los cambios se
pueden promover independientemente del momento en que ocurrieron durante el desarrollo

(Bale, 2015).

F1
a  Terminal somatic
programming in utero

b Somaticand primordial
germ cell programming %

-

2

-
w

Pregnant female (FO)

&

inutero
(2,

¢ Stable germline
inheritance

Transgenerational
perpetuation of %

$BOB

maternal exposure

Transgenerational
perpetuation of
paternal exposure

Primordial
/ germcell (F2)

b5

@ Shows phenotype @ No phenotype

—

Figura 4. Reprogramacion fetal y modelos de herencia transgeneracional. A. Factores externos como
la dieta materna y el estrés, pueden alterar el ambiente intrauterino promoviendo una reprogramacion
fetal a diversos niveles (células somdticas y germinales del embrién), lo cual puede tener repercusion
en el estado de salud de la descendencia durante el desarrollo o en etapas posteriores de la vida. B.
Modelos de herencia transgeneracional, segin el nivel de reprogramacién o exposicioén al estimulo
causal: a) Reprogramacién en células somadticas terminales, perpetuacion del fenotipo solo hasta
generacion F1. b) Reprogramaciéon en células somaticas y células germinales primordiales,
transmision del fenotipo hasta generacién F2. c) Reprogramacion estable de células germinales,
herencia perpetua hasta generaciones F3. d) Herencia perpetuada por exposicién materna al estimulo
causal del fenotipo. e) Herencia perpetuada por exposicion paterna al estimulo causal del fenotipo.

*Modificada de Bale, 2015.

3.5.1 Mecanismos moleculares de la transmision del fenotipo adictivo a la descendencia.

Hasta ahora sabemos que los correlativos entre el consumo excesivo de alimentos
hipercaldricos (ricos en grasa y azdcar) y el consumo de drogas adictivas, ha llevado a algunos
cientificos y clinicos a sugerir que la obesidad puede ser una forma de "adiccién a la
comida"(Volkow y Wise, 2005; Volkow, et al., 2011; Volkow, et al., 2012; Kenny, 2011). La
persistencia de cambios en el comportamiento sugiere que la modulacién de la expresion génica
en determinadas regiones del cerebro es estable, y pueden contribuir de manera importante al

fenotipo de la adiccion. En este respecto, diversas investigaciones en la ultima década han
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demostrado un papel crucial de los mecanismos epigenéticos en el establecimiento de cambios
duraderos en la expresion génica, entre los que destacan: la modificacion de las colas de
histonas (acetilacién, metilacién y fosforilacién, principalmente), la metilacién del DNA y los

microRNAs (Nestler, 2013).

a) Mecanismos epigenéticos y su importancia en la trasmision del fenotipo adictivo.

La epigenética, puede ser definida como una serie de procesos bioquimicos a través de
los cuales se ejercen cambios en la expresion génica durante todo el ciclo de vida de un
organismo, sin cambiar la secuencia del DNA (Jaenisch y Bird, 2003).

La acetilacién de histonas, es la modificacion de la cromatina mas estudiada en los
modelos de adiccién a drogas. Multiples tipos de drogas, inducen cambios en la acetilacion de
las histonas, promoviendo asi la descondensacion de la cromatina y permitiendo la activacién
transcripcional de los genes (Maze y Nestler, 2011). En el ntcleo accumbens, se ha observado
que después de una exposicién aguda o crénica a cocaina y otros estimulantes (Kumar et al.,
2005; Schroeder et al., 2008; Shen et al., 2008), existe un incremento en la acetilacion global de
las histonas H3 y H4. Esto podria explicar la sobreexpresion de diversos genes involucrados en
la patologia del proceso adictivo. Por ejemplo, el incremento de c-Fos, consecuencia de la
acetilacién de la H4, y el incremento del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la
ciclina dependiente de kinasa 5 (Cdk5) y la CaMKIla, a consecuencia de la acetilacion de la H3
(Kumar et al., 2005; Renthal et al., 2008; Robison et al., 2013).

Por otra parte, la metilacion del DNA se asocia a la represion de la transcripcion de los
genes en el DNA, mediante el reclutamiento de complejos co-represores (por ejemplo, HDACs
y HMT) que pueden obstaculizar estéricamente la maquinaria transcripcional o modificar la
estructura de los nucleosomas (Nestler, 2013). Al igual que la acetilacién de histonas, dicho
mecanismos se ha visto involucrado en la alteraciéon de la expresiéon de genes especificos
involucrados en las modificaciones estructurales patoldgicas de las adicciones. Por ejemplo, la
proteina de unién a islas CpG metiladas 2 (MeCP2), una proteina que se une a DNA metilado y
contribuye a la represion de la expresion génica, se sugiere reprime la transcripcion especifica
de algunos microRNAs, dando como resultado la represion del factor BDNF (Im, et al., 2010).
Ademas, MeCP2 se involucra en modificaciones neuronales y el aumento o la disminucion del
consumo de drogas, dependiente de su sobreexpresién o subexpresion, respectivamente, en el

Nicleo accumbens (Im, et al., 2010; Deng, et al., 2010; Host, et al., 2011).
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Las modificaciones moleculares asociadas al desarrollo del comportamiento aberrante en
las adicciones representan eventos clave en la transmision del fenotipo adictivo de padres a

hijos (Bale, 2015; Bohacek y Mansuy, 2015), como se describe a continuacion.

3.6. Reprogramacion metabdlica por nutrientes y transmision del comportamiento

compulsivo hacia su ingesta, a la descendencia.

Al igual que en la reprogramaciéon y herencia transgeneracional observada en el
comportamiento adictivo hacia drogas de abuso, se ha observado que la exposicion de madres a
una dieta alta en grasa durante la gestacion, es capaz de generar cambios en la regulacion de los
sistemas dopaminérgicos en el NAc, induciendo alteraciones en el comportamiento. Por
ejemplo, la descendencia muestra un incremento en el comportamiento motivante similar a lo
observado con el consumo de diversas drogas (Naef, et al., 2011). Por otra parte, Gugusheff y
colaboradores. 2016, mencionan que el consumo de dieta hipercalérica durante diferentes
periodos del desarrollo (durante la gestacién o la lactancia), generan en la descendencia una
preferencia por dietas apetecibles (hipercaldricas), lo cual podria ser consecuencia de
alteraciones en el sistema de sefializacion de opioides en regiones del sistema de la recompensa,
por ejemplo, el NAc y el AVT. Ademads, la programacion metabdlica por nutrientes
hipercaldricos y/o el estado metabdlico de la madre empleando modelos animales y en
humanos, han demostrado que puede afectar el ambiente intrauterino y tener efectos posteriores
en el comportamiento de su descendencia, entre los que destacan la presencia de ansiedad,
depresion, déficit de atencion y desorden de hiperactividad, asi como trastornos del espectro
autista (Sullivan, et al., 2014; Warneke, et al., 2014; Rijlaarsdam, et al., 2016). De interés, la
mayoria de las investigaciones coinciden en que dichas alteraciones en el comportamiento por
exposicion a dietas hipercaldricas son debidas a eventos de regulacion epigenética similares a
los descritos en la reprogramacion del comportamiento adictivo (Donkin, et al., 2016; Wu, et
al., 2016; Holland, et al., 2016).

Por todo lo anterior, la obesidad puede contemplarse como un padecimiento cuyas
evidencias han concebido la existencia de un comportamiento aberrante semejante a la adiccion
y motivacion para el consumo de alimentos con elevado valor caldrico. Sin embargo, hace falta
evidencia que sustente que los alimentos hipercaldricos representan realmente elementos
adictivos y a la obesidad como consecuencia de un comportamiento aberrante similar a la

adiccion, el cual pueda, ademads ser trasmitido a la descendencia.
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La mayoria de los estudios previos en el area, han empleado tecnologias como ensayos
de PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR), estudios de asociacién del genoma completo
(GWAS), estudios de neuroimagen, ensayos protedbmicos como inmunoblot,
inmunofluorescencia, western blot, etc., herramientas muy limitadas o que requieren un nimero
de muestras muy amplio para obtener un resultado. Por lo cual, en este proyecto se propone el
uso de microarreglos de expresion global, con el fin de caracterizar de manera amplia los
cambios en la expresion génica en el nicleo accumbens en la descendencia de ratas Wistar con

adiccién a la comida hipercaldrica.
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IV. HIPOTESIS

La reprogramacion fetal por exposicion a dieta hipercaldrica genera cambios en el perfil
de expresion génica en la descendencia de ratas Wistar, incrementando su motivacion para la

busqueda de recompensas naturales.
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V. OBJETIVOS

i. Objetivo General

Caracterizar el perfil de expresion génica del nidcleo accumbens dado por
reprogramacion fetal, en la descendencia de ratas madres con/sin exposicién a dieta

hipercalorica.

ii. Objetivos Especificos

1) Establecer un modelo de adiccién a la comida hipercaldérica empleando condicionamiento
operante.

2) Caracterizar los cambios en el perfil de expresion génica del nucleo accumbens generados
por reprogramacion fetal, en la descendencia de ratas madres con/sin exposicion a comida
hipercaldrica

3) Proponer una firma de genes candidatos implicados en la adiccion a la comida.

4) Correlacionar el comportamiento observado en F1 de ratas Wistar con adiccién a la comida

hipercaldrica y los genes candidatos de la firma genémica.
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VL. MATERIAL Y METODOS

Tabla 1. Material Biologico y No biolégico.

No Bilégico

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

e Comida estdndar para rata (LabDiet/ No. Catdlogo 5001).

e Estuche de diseccion.

e Mouse Brain Atlas, Paxinos y Watson.

e Vaso de precipitado de 50ml y 100ml.

¢ Guillotina para roedores.

e Micropipetas eppendorf de 1000ul, 100ul, 10ul.

e Puntillas para micropipetas: azules, amarillas y blanca, estériles.

e Tubos eppendorf de 1.5 ml, 0.6 ml y 0.2, estériles.

e Tubos Falcon 50ml y 15ml, estériles.

e Guantes sin talco.

e Gradillas de plastico.

Biologico

e Ratas Wistar.

Sexo: machos y hembras.

Peso: 250-300 gramos.

Edad: 8 — 10 semanas.

Tabla 2. Reactivos.

e Etanol al 70%.

e Hipoclorito de sodio 1:10.

e  Solucidn salina al 0.9%.

e Agua DEPC estéril.

e Buffer TBE 1X.

e RNAlater (Ambion, Inc./No. Catdlogo AM7020).

e RNaseZAP (Ambion, Inc./ No. Catdlogo AM9780).
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e Alcohol etilico 96-100%, grado molecular (J.T. Baker).

e 2-Mercaptoethanol (BioRad/ No. Catdlogo 1610710).

e Agarosa grado molecular (BioRad/ No. Catdlogo 1613102).

e Dietil pirocarbonato 97% (Sigma Aldrich/ No. Catdlogo D5758).

e Tris (BioRad/No. Catidlogo 1610716).

e EDTA (Sigma Aldrich/ No. Catdlogo E9884).

e Acido bérico (Sigma Aldrich/ No. Catélogo B0394).

e GelRed (Biotium/ No. Catdlogo 41003).

e  Chips de electroforesis Bioanlyzer: RNA nano chip para el Bioanalyzer 2100.

e Kit de extraccion de RNA: RNeasy Mini kit (50) (QIAGEN/ No. Catdlogo
74104).

e Microarreglos de expresion: GENECHIP® RAT TRANSCRIPTOME PICO
ASSAY 1 (Affymetrix/ No. Catdlogo A02-902665).

Tabla 3. Equipo de laboratorio

e (Caja de condicionamiento operante (OmniAlva).

e Sonicador Q125 (QSonica).

e (Cabina de bioseguridad: Purifier Logic+ Class Il (LABCONCO).

e Microcentrifuga 5417R (Eppendorf).

e NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).

e Vortex.

e Thermomixer confort (Eppendorf).

e (Camara de electroforesis: Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad).

e Fuente de poder: PowerPac™ Basic Power Supply (BioRad).

e Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

e Termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

e GeneChip Fluidics Station 450 (Thermo Fisher).

e GeneChipTM Hybridization Oven 645 (Thermo Fisher).

e GeneChipTM Scanner 3000 7G (Thermo Fisher).

e GeneAtlasTM Hybridization Station (Thermo Fisher).
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i. Estrategia Experimental
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No Adicto
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estimulo de choque eléctrico.

Figura 5. Descripciéon gréifica de los componentes de la caja de comportamiento operante
(caja de Skinner).

Funcionamiento: La caja de comportamiento operante cuenta con una palanca de inicio, la
cual al ser accionada (presionada), permite la liberacién de un pellet de comida (recompensa)
hacia el comedero. Al mismo tiempo en el que ocurre la liberacion del pellet, se activan los
estimulos de luz y sonido por un lapso de 2 segundos, esto para generar una asociacion entre
la liberacién de la recompensa y dichos estimulos (respuesta condicionada).
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iii. Metodologia.

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar; machos y hembras de 8 — 10 semanas de edad y un peso

entre 250 y 300 gramos.

a) Condicionamiento operante.

1.
2.

Se separ6 cada grupo experimental de ratas (8-9 ratas) en cajas individuales.
Se sometié a restriccion caldrica a cada grupo de ratas antes de comenzar el
entrenamiento. Contemplando que las ratas comen diariamente el 10% de su peso (25-

30g), solo se les proporciond 15 gramos de comida control por dia, durante 7 dias.

. Las ratas se sometieron a prueba de entrenamiento de condicionamiento operante

siguiendo protocolos establecidos (Sharma, et al., 2012) y las indicaciones del

fabricante de la caja de entrenamiento OmniAlva (Figura 5).

. Las ratas se entrenaron individualmente siguiendo los protocolos FR1, FR5 y PR, con

los pardmetros de asociacién a: 2 segundos de luz y 2 segundos de sonido con 5
segundos de inter-ensayo, ajustados a la liberacion del pellet en el recepticulo de la

caja (Figura 6).

. La duracién de cada protocolo es el siguiente:

-Protocolo FR1 por 3 dias consecutivos; duracion 1 hora.

-Protocolo FRS5 por 4 dias consecutivos; duracién 1 hora.

-Protocolo PR por 5 dias consecutivos; duracién dependiendo de la actividad del
animal, maximo 1 hora.PR = [Se ®?2! _ 5 en donde R es igual al nimero de
recompensas ganadas menos 1. Con ello, se requiere el siguiente orden de estimulacion
en la palanca para ganar una recompensa: 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62,
77, 95, etc.,

. Se coloc6 la cantidad de comida estdndar correspondiente, a cada rata, después de

terminado cada protocolo.
-Después de protocolo FR1 se expuso a 30 gramos de comida estandar.
-Después de protocolo FRS: se expuso a comida estandar ad libitum.

-Después de protocolo PR: se expuso a comida estdndar ad libitum.
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' Restriccion Caldrica | Protocolo Protocolo FRS ~Frotocolo Fr.
| i 30gr de comida | | Comida ad libitum —)(

-7 0 3 7 12 Dias

5 palanqueos - 1 recompensa Palanqueos progresivos
1,24,69,12..-1recompensa

15 gr comida por rata/ Dia ‘ 1 palanqueo -1 recompensa

Figura 6. Esquema de protocolo completo para el entrenamiento de condicionamiento operante
en el modelo de adiccién a la comida hipercaldrica.

Se generaron diversos grupos experimentales: cuatro grupos principales (2 grupos de machos y
2 grupos de hembras), los cuales conformaron la generacion FO del proyecto. La FI1 se
conformd por ocho grupos de machos generados a partir de los cuatro grupos de la FO, después
de ser subdivididos segun la clasificacion del comportamiento operante observado; 4 grupos de
machos provenientes de padres/madres no adictos y 4 grupos de machos provenientes de

padres/madres adictos (Figura 7).

Expuestas a dieta de cafeteria durante
el embarazo y lactancia [9 semanas] Expuestas a dieta control

/\o Generacién FO A : )
Adictos No Adictos No Adictos No
adictos adictos adictos

o g O . o o o

o lo - \e - : e = # o = ’

Figura 7. Arbol genealégico de la obtencién de los grupos experimentales, con base en el
tiempo de exposicion al estimulo recompensante y el comportamiento observado en la caja de
condicionamiento operante.
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b) Obtencion y almacenamiento de muestras.

. Los animales se sacrificaron por decapitaciéon con guillotina posterior a cada
entrenamiento.

. Se obtuvo la regién del niicleo accumbens, siguiendo las coordenadas de localizacién
de la region que se especifican en el “Mouse brain atlas” de Paxinos y Watson (Figura
8).

. Se colocaron las muestras de tejido en 200ul de solucién estabilizadora de RNA:
RNAlater y se almacenaron a 4°C durante 24 horas. Posteriormente se preservaron a -
20°C hasta su posterior uso.

. Se retir6 el exceso de RNAlater con una micropipeta de 100ul y se afiadié 350ul de
buffer de lisis (Buffer RLT) proporcionado por el kit: RNeasy Mini Kit de QIAGEN a
cada tubo con la muestra sin solucion RNAlater.

. Se colocd en el tubo en hielo y se sometié a sonicacién empleando el sonicador Q125
para la extraccion de RNA (1 ciclo de 15 segundos con una amplitud del 30% y pulso
de 5).

. Se realiz6 la purificacién y obtencion del RNA utilizando el kit: RNeasy Mini Kit de
QIAGEN vy siguiendo protocolos establecidos por el fabricante.

. Se almacen6 el RNA a -80°C hasta su posterior uso.

Figura 8. Ilustracién del corte y coordenadas de localizacién para la region del nucleo
accumbens shell en el cerebro de roedores, tomadas del atlas de Paxinos y Watson.
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¢) Microarreglos de expresion.

I.

(98]

NN

5.

Se cuantificé la concentraciéon de RNA por NanoDrop (250ng concentracién 6ptima de
RNA para comenzar el microarreglo) y evaluar la calidad del RNA (rango 6ptimo 1.7-
2.1, en la relacién 260/280)

Se evalué la integridad del RNA mediante chips: RNA nano chip para el Bioanalyzer
2100 (RIN= 6-10).

Se prepararon los controles de RNA internos del chip (1 mg/ml total RNA de células
HelLa)

En hielo, se agregaron 2ul del control de RNA en 78ul de agua libre de RNAsas para
un volumen final de 80ul (25ng/ul).

Se prepararon los stocks de los controles de Poly-A RNA, segtin la concentracion de

RNA de inicio (250ng):

Tabla 4. Diluciones seriadas de los stocks de Poly-A RNA
ancl:g[ii;on Ira 2da 3ra 4ta
©NREE | dilucion | dilucién | dilucién | dilucién
inicio
250 ng 1:20 1:50 1:50 1:4

-En un tubo de 0.6ml, se afiadieron 2ul del control de Poly-A RNA en 38ul de dil
buffer para una relacion 1:20 (1ra Dilucién).

-De la 1ra dilucién se tomaron 2ul y se afiadieron a 98ul de dil buffer para generar la
2da dilucién 1:50.

-De la 2da dilucién se tomaron 2ul y se agregaron 98ul de dil buffer para generar la
3ra dilucién 1:50.

-De la 3ra dilucién se tomaron de nuevo2ul y se afiadieron 6ul de dil buffer para la

4ta dilucién 1:4.

Se prepar6 el master mix para el control de RNA total/Poly-A RNA; para el total de

muestras a procesar.
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6.

10.

11.

Tabla 5. Componentes para 1 reaccion de control de RNA
total/Poly-A RNA

Componentes Volumen
RNA total de la muestra variable
Dilucién de controles Poly-A RNA (4ta
dilucién) 2ul
Agua libre de nucleasas variable
Volumen final Sul

*Para la reaccion control de RNA control del Kit:

- En un tubo de 0.6ml, se afiadieron 2ul del stock de RNA control (25ng/ul células
HelLa) para una concentraciéon de RNA de 50ng/ul.

- Se agregaron 2ul de los controles de Poly-A RNA (4ta Dilucién).

- Finalmente, se agregé 1 pl de agua libre de nucleasas, para un volumen final de

Sul.

Se prepar6 el master mix para la sintesis de la primera cadena de cDNA, suficiente

para el nimero de muestras a procesar, con un exceso del 10%.

Tabla 6. Componentes 1 reaccion de sintesis de la 1ra cadena
de cDNA.

Reactivos Volumen
Buffer de la primera cadena 4ul
Encima de la primera cadena 1ul
Volumen final Sul

. Se transfirieron los Sul del master mix para la sintesis de la primera cadena de cDNA a

cada una de las muestras de 5ul de RNA total preparado en el paso 5. Esto para obtener
un volumen final de 10ul. Se mezclé bien y se centrifugd a spin.

Se incubaron por 1 hora a 25° C, después 1 hora a 42°C y finalmente 2 minutos a 4°C.

. Las muestras se incubaron en el termociclador bajo las especificaciones del Kit para la

sintesis de la primera cadena de cDNA (Tabla de programas en termociclador, en
anexos).
Inmediatamente terminada la sintesis, se dio un spin y se incubaron en hielo por 2
minutos.

Se procedid inmediatamente con la sintesis de la segunda cadena de cDNA.
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12.

13.
14.

15.
16.

17.
18.

Se prepard el master mix para la sintesis de la segunda cadena de cDNA, suficiente

para el nimero de muestras a procesar y un 10 % de exceso.

Tabla 7. Componentes para 1 reaccion de sintesis de la 2da
cadena de cDNA.

Reactivos Volumen
Buffer de la segunda cadena 18ul
Encima de la segunda cadena 2ul
Volumen final 20ul

Se mezclo todo por vortex rapido y se centrifugd spin.

En hielo, se transfirieron 20ul del master mix de la sintesis de la segunda cadena a cada
uno de los 10ul de las muestras de la primera cadena de cDNA (volumen final 30ul).
Se mezcl6 y centrifugé a spin.

Se incubd por 1 hora a 16°C, después 10 minutos a 65°C, finalmente 2 minutos a 4°C.
Posteriormente se incubaron las muestras en termociclador bajo las especificaciones
del kit para la amplificaciéon de la segunda cadena de cDNA (Tabla de programas en
termociclador, en anexos).

Inmediatamente después de la sintesis, las muestras se colocaron en hielo.

Se procedio con la reaccion de sintesis de cRNA por transcripcién in vitro.

Sintesis de cRNA por transcripcion in vitro (IVT).

. A temperatura ambiente, se prepard el master mix para la IVT suficiente para el

nimero de muestras a procesar.

Tabla 8. Componentes para 1 reaccion de IVT
Componentes Volumen

IVT Buffer 24ul

Encima IVT 6ul

Volumen final 30ul

. Se mezcl6 y centrifugé a spin.

. Se transfirieron los 30ul de la reaccién de IVT a los 30ul de la segunda reaccién de

sintesis de cDNA (volumen final 60ul). Se mezcl6 bien y se centrifugé a spin.

4. Las muestras se incubaron por 16 horas a 40°C, después a 4°C.
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10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

. Posteriormente, las muestras fueron incubadas en el termociclador bajo las

especificaciones del kit para la sintesis In vitro del cRNA (Tabla de programas en

termociclador, en anexos).

. Después de la incubacion, se centrifugd a spin y se procedié con la purificacion del

cRNA.

Purificacion de la doble cadena de cDNA.

. Se mezclo6 por vortex el contenedor de las perlas magnéticas para re-suspenderlas.

Se afiadieron 100ul de las perlas a cada una de las muestras de cRNA (60ul) del paso
anterior; se mezclaron por pipeteo y se transfirié todo a una placa de pozos con fondo

en forma de U.

. Se volvi6 a mezclar todo por pipeteo 10 veces.

Se incubaron las muestras por 10 minutos para permitir que el cRNA se uniera a las

perlas de purificacion.

. Se coloc6 la placa sobre un imédn para capturar las perlas (~5 minutos). La mezcla se

volvié transparente y las perlas se concentraron cerca del imén.

Cuidadosamente se retir6 el sobrenadante, sin remover las perlas.

. Se lavaron las perlas, aun sobre el iman, agregando 200ul de etanol al 80% a cada pozo

y dejando reposar por 30 segundos.

. Se retir6 el sobrenadante, sin remover las perlas.

Se repitieron los pasos 7 y 8 hasta completar 3 lavados.

Se dejaron secar al aire libre por 5 minutos, hasta que no hubiera liquido visible.

Se eluyé el cRNA, removiendo la placa del iman y agregando 27ul de agua libre de
RNAsas precalentada (65°C) y dejando reposar por 1 minuto.

Se mezcl6 bien todo por pipeteo 10 veces.

Se coloc6 nuevamente la placa sobre el iman por 5 minutos para capturar las perlas.

Se transfiri6 el sobrenadante que contiene el cRNA a un tubo libre de RNAsas.

Se colocé el cRNA purificado en hielo y se procedié con la evaluacion del rendimiento
del cRNA.

Se cuantificé la concentracion de cRNA por NanoDrop a 260nm. Usando 1.0 ul de

cada muestra y agua libre de nucleasas como blanco.
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17.

Se ajustaron las muestras a una concentracion de 15ug de cRNA para la segunda

reaccion de sintesis de cDNA.

Segunda sintesis de cDNA de cadena sencilla.

. En hielo, se prepararon 625ng/ul de cRNA que corresponden a 15ug en 24ul luego se

ajustaron con agua libre de nucleasas para un volumen de 24ul.

. Se prepar6 el cRNA y el mix para el segundo ciclo de amplificaciéon de cDNA. En

hielo y se mezclé bien:
- 24ul de cRNA (15ug)

- 4ul de primers para el segundo ciclo.

. Se incubd por 5 minutos a 70°C, después 5 minutos a 25°C, finalmente 2 minutos a

4°C.

. Las muestras se incubaron en el termociclador bajo las condiciones para la segunda

sintesis de cDNA.(Tabla de programas en termociclador, en anexos).

. Inmediatamente después de la incubacién, las muestras se centrifugaron a spin y se

colocaron en hielo.

. Se prepar6 el master mix para el segundo ciclo de la ss-cDNA, como lo indica el kit,

suficiente para el nimero de muestras a procesar:

Tabla 9. Componentes 1 reaccion del 2do ciclo de la ss-
cDNA
Componentes Volumen
Buffer 2nd-Cycle ss-cDNA 8ul
Enzima 2nd-Cycle ss-cDNA 4ul
Volumen final 12ul

. Se mezcl6 bien todo y se centrifugd a spin.

. En hielo, se trasfirieron los 12ul de la reaccion del 2do ciclo de la ss-cDNA a cada una

de las muestras del paso anterior (28ul) para un volumen final de 40ul. se mezcl6 todo

y se centrifugé a spin.

. Se incubaron por 10 minutos a 25°C, después 90 minutos a 42°C, posteriormente 10

minutos a 70°C, finalmente 2 minutos a 4°C.
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10.

1.

Posteriormente, las muestras fueron incubadas en el termociclador bajo las condiciones
para el 2do ciclo de la ss-cDNA (Tabla de programas en termociclador, en anexos).
Inmediatamente después de la incubacion, las muestras se centrifugaron a spin y se

colocaron en hielo para proceder con la hidrélisis del RNA.

Hidrolisis del RNA usando RNAsa H.

. En hielo, se afiadieron 4ul de RNAsa H a cada muestra del paso anterior (40ul) para un

volumen final de 44ul. Se mezclo bien y se centrifugd a spin.

. Las muestras se incubaron por 45 minutos a 37°C, después 5 minutos a 95°C,

finalmente 2 minutos a 4°C.

. Posteriormente se incubaron en el termociclador bajo las condiciones para la hidrélisis

del RNA (Tabla de programas en termociclador, en anexos).

. Inmediatamente después, las muestras se centrifugaron a spin y se colocaron en hielo.

. Se agregaron 11ul de agua libre de nucleasas a cada muestra (44ul), para un volumen

final de 55ul. Se mezclé y se centrifugé a spin. Se colocaron en hielo y se procedié con

la 2da purificacion del ss-cDNA.

Purificacion del segundo ciclo de sintesis de ss-cDNA.

. Se mezcl6 por vortex el contenedor de las perlas magnéticas para re-suspenderlas.

. Se afiadi6 100ul de las perlas a cada una de las muestras de ss-cDNA (55ul) del paso

anterior; se mezclo por pipeteo y se transfirid todo a una placa de pozos con fondo en

forma de U.

. Se anadieron 150ul de etanol al 100% a cada muestra y se mezclé nuevamente por

pipeteo 10 veces.

. Se incubaron por 20 minutos para permitir que el ss-cDNA se uniera a las perlas de

purificacion.

. Se coloco6 la placa sobre un imén para capturar las perlas (~5 minutos). La mezcla se

volvié transparente y las perlas se concentraron cerca del imén.

. Cuidadosamente se retir6 el sobrenadante, sin remover las perlas.

. Se lavaron las perlas, aun sobre el iman, agregando 200ul de etanol al 80% a cada pozo

y dejando reposar por 30 segundos.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

3.

. Se retir¢6 el sobrenadante, sin remover las perlas.

Se repitieron los pasos 7 y 8 hasta completar 3 lavados.

Se dejo secar al aire libre por 5 minutos, hasta que no hubiera liquido visible.

Se eluyo el ss-cDNA, removiendo la placa del imédn y agregando 30ul de agua libre de
Nucleasas precalentada (65°C), dejando reposar por 1 minuto.

Se mezcl6 todo por pipeteo 10 veces.

Se colocé la placa nuevamente sobre el iman por 5 minutos para capturar las perlas.

Se transfiri6 el sobrenadante que contiene el ss-cCDNA a un tubo libre de nucleasas y se
coloco en hielo.

Se procedio con la evaluacién del rendimiento del ss-cDNA.

Se cuantificé la concentracion de ss-cDNA por NanoDrop a 260nm. Usando 1.5ul de
cada muestra y agua libre de nucleasas como blanco. Una concentracién inicial de

cRNA de 15ug, tiene como rendimiento aproximado de 5.5-15ug de ss-cDNA.

Fragmentacion y marcaje de ss-cDNA con Biotina.

. Se prepar6 5.5ug de ss-cDNA.

- En hielo, se prepararon 176ng/ul de ss-cDNA, lo cual corresponde a 5.5ug de ss-
cDNA en un volumen de 31.2ul o se ajusté con agua libre de nucleasas para

llevar el ss-cDNA a un volumen de 31.2ul.

. Se prepar6 el master mix para la fragmentacion, suficiente para el nimero de muestras

a procesar, con un exceso del 10%:

Tabla 10. Componentes para 1 reaccion de Fragmentacion.
Componentes Volumen

Agua libre de nucleasas 10ul

Buffer de fragmentacion de cDNA 10X 4.8ul

UDG, 10 U/ul 1ul

APE 1, 1,000 U/ul 1ul

Volumen final 16.8ul

Se mezcld y se centrifugd a spin.
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10.

11.

12.

13.

14.

. En hielo, se transfirieron los 16.8ul del master mix de fragmentacion a cada una de las

muestras de ss-cDNA purificado (31.2ul), para un volumen final de 48ul. Se volvié a

mezclar y se dio un spin.

. Las muestras se incubaron por 1 hora a 37°C, después 2 minutos a 93°C, finalmente 2

minutos a 4°C.

. Posteriormente se incubaron en el termociclador bajo las condiciones para la

fragmentacion del ss-cDNA (Tabla de programas en termociclador, en anexos).

. Inmediatamente después de la incubacién, se centrifugé todo a spin y se colocaron las

muestras en hielo.

. En hielo, se trasfirieron 45ul del ss-cDNA fragmentado a un tubo libre de nucleasas.

. Se preparé el master mix de marcaje, suficiente para el nimero de muestras a procesar,

con un exceso del 10%:

Tabla 11. Componentes para 1 reaccion de marcaje.
Componentes Volumen
Buffer TdT 5X 12ul
Reactivo de marcaje de DNA, 5 mM 1ul
TdT, 30 U/ul 2ul
Volumen total 15ul

Se mezcl6 bien todo y se centrifugd a spin.

En hielo, se transfirieron los 15ul del master mix de marcaje a cada una de las muestras
del paso anterior (45ul), para un volumen final de 60ul. Se mezclé de nuevo y se
centrifugé a spin.

Las muestras se incubaron por 1 hora a 37°C, después 10 min a 70°C, finalmente 2
minutos a 4°C.

Posteriormente se incubaron en el termociclador bajo las condiciones para el marcaje
del ss-cDNA (Tabla de programas en termociclador, en anexos).

Inmediatamente después de la incubacion, se centrifugé todo a spin y se colocaron las

muestras en hielo. Se procedio con la hibridacién en el microarreglo.

33|Pdagina



Hibridacién del microarreglo.

. Se prepar6 el master mix de hibridacién, suficiente para el nimero de muestras a
procesar, mas un 10% de exceso (temperatura ambiente):

- Se pre-calentaron los controles de hibridacion 20X por 5 minutos a 65°C.

Tabla 12. Componentes para 1 reaccion de hibridacion.
Componentes Volumen

ss-cDNA fragmentado y marcado 5.2ug
Control Oligo B2 (3 nM) 3.7ul
Controles de hibridacion 20X 11l
Mix de hibridacién 2X 110ul
DMSO 15.4ul
Agua libre de nucleasas 19.9ul
Volumen final 160ul

. Se mezclaron bien y se centrifugaron a spin.
. Se prepar¢ el cocktail de hibridacion. A temperatura ambiente, se agregé la cantidad
apropiada de master mix de hibridaciéon a cada muestra de ss-cDNA fragmentado y

marcado, esto para preparar el cocktail de hibridacion.

Tabla 13. Cocktail de hibridacion para 1 muestra.
Componentes Volumen
Master mix de hibridacion 160ul
ss-cDNA fragmentado y marcado ~60ul (5.2ug)
Volumen final 220ul

. Se mezcld6 bien y se centrifugd a spin.

. Se incubd el cocktail de hibridacién por 5 minutos a 99°C, después 5 minutos a 45°C.

. Las muestras se incubaron en el termociclador bajo las condiciones para el cocktail de
hibridacion (Tabla de programas en termociclador, en anexos).

. Después de la incubacién se centrifugé a spin y se inyectaron las muestras en el
microarreglo.

- Antes de inyectar la muestra, se coloc6 una puntilla en el septo derecho superior
para permitir el flujo de la muestra (Figura 9).

. Se inyectaron 200ul de la muestra en el microarreglo a través del septo libre (Figura 9).
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10.

Se retird la puntilla del septo derecho superior, después de inyectada la muestra y se
colocé un “1/2” Tough-Spots” para evitar evaporacion.
Se colocé el microarreglo en la estufa de hibridacién por 16 horas a 45°C con una

rotacion de 60rpm.

Lavado del microarreglo.

. Se removieron los microarreglos de la estufa de hibridacion, asi como los Tough-Spots.

Se extrajo el cocktail de hibridaciéon de los microarreglos, a través del septo de

inyeccion.

. Se llen6 cada microarreglo con buffer de lavado A.
. Se dej6 que el microarreglo se atemperara.

. Se coloco:

-1 tubo con 600ul del cocktail de tefiido 1, en el porta muestra 1.
- 1 tubo con 600ul del cocktail de tefiido 2, en el porta muestra 2.

- 1 tubo con 800ul del “Array Holding Buffer”, en el porta muestra 3.

. Se lavo el microarreglo de acuerdo al protocolo FS450_0001 de la estacién de lavado.

. Después del lavado, se procedi6 con el escaneo del microarreglo.

Cartucho Muesca Septo

Frente

Sondas en un
sustrato de vidrio

Figura 9. Ilustracién de la conformacion del chip de expresion: GENECHIP® RAT
TRANSCRIPTOME PICO ASSAY 1, Affymetrix.
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d) Caracterizacion del perfil de expresion génica del nicleo accumbens en la
descendencia de ratas Wistar con/sin exposicion a dieta hipercaldrica y firma

genomica de genes candidatos implicados en la adiccion a la comida.

. Se realiz6 una evaluacién de los pardmetros de control de los microarreglos (RMA y
sefial de expresion relativa) para determinar su viabilidad y comparabilidad.

. Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos obtenidos del microarreglo de expresion
global y se obtuvieron los genes diferencialmente expresados entre el total de
microarreglos analizados.

. Se generaron 3 comparaciones principales para evaluar:

- Ira evaluacion del factor comportamiento, sobre la expresion génica de los
sujetos de estudio (adictos vs no adictos)

- 2da evaluaciéon del factor dieta materna, sobre la expresion génica de su
descendencia (F1 adictos de madres expuestas a dieta de cafeteria vs F1 adictos
de madres expuestas a dieta control).

- 3ra evaluacién del factor comportamiento y programacion fetal materna sobre la
expresion génica de su descendencia (F1 de madres adictas vs F1 de madres no
adictas).

. Se seleccionaron los genes diferencialmente expresados (sub- y sobre- expresados) del
andlisis de datos del microarreglo para cada comparacion.

. Se realiz6 un andlisis bioinformético para determinar la funcién y relevancia bioldgica
de los genes seleccionados.

- Se utiliz6 la plataforma GeneCards, para saber la funcidn bioldgica de los genes de
interés.

- Se hizo un andlisis de interaccién de los genes de interés mediante la plataforma
STRING.

- Se realiz6 una busqueda de las vias de sefializacion en la que participan los genes
seleccionados, empleando la base de datos KEGG pathway y Panther.

. Se seleccionaron aquellos genes cuya funcién e interaccidén con otros genes, tuvieran
participacion en vias de sefializacion de interés y/o pudieran explicar el

comportamiento observado en los grupos experimentales.
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e) Integracion de datos de microarreglos y comportamiento operante.

1. Se realizé una correlacidon descriptiva entre los genes de la firma gendmica y el

comportamiento observado de cada uno de los grupos experimentales, de la F1.

f) Analisis estadistico.

Con el fin de evaluar el comportamiento operante durante los protocolos de
entrenamiento (FR1, FRS, PR), se realizaron pruebas de ANOVA de dos vias, seguida
de una prueba de Bonferroni. Tomando como valores significativos una p< 0.05.

Para determinar la cantidad de individuos pertenecientes a cada clasificacién
dependiente del comportamiento (adictos o no adictos), se generaron graficas de pastel
para obtener el porcentaje y se evalud su significancia mediante una prueba de Chi?.

Se realizaron pruebas de ANOVA de una via (no pareada) para determinar la
significancia de la diferencia de expresion génica en las distintas comparaciones
generadas. Tomando como punto de corte significativo un fold change de 1.7, y una

p<0.05.
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VII. RESULTADOS

i. Condicionamiento operante hacia la comida hipercaldrica.

Para evaluar el comportamiento motivante (compulsivo-similar al adictivo), cada uno de
los grupos experimentales de ratas Wistar, fueron sometidos al protocolo de condicionamiento
empleando los esquemas FR1 y FRS5, y PR. El protocolo FR1, se emplea para incentivar a los
animales a asociar la liberaciéon de la recompensa con los estimulos de sonido y luz, para
establecer una respuesta condicionada mas s6lida. Durante el protocolo FRS se condiciona atin
mads la respuesta de reforzamiento con base al incremento en el nimero de estimulaciones en la
palanca con la finalidad de obtener la recompensa. Finalmente, el protocolo PR nos confirma el
estado motivacional y operante del sujeto, mostrdndonos el indice de comportamiento
compulsivo para la obtencién de la recompensa, con base en el aumento sucesivo de
estimulaciones (para detalles ver métodos). Empleando este protocolo es posible clasificar a los
animales con comportamiento similar al adictivo (adictos) o animales con ausencia de
comportamiento motivante (no adictos).

Se clasificaron como adictos a aquellos que presionaron la palanca mds de 10 veces en los
protocolos FR1 y FRS, y mds de 5 veces en el protocolo PR. Todos los sujetos que no

compartian este criterio de inclusion se consideraron como no adictos.

a) Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalérica de machos y hembras (F0),

expuestas a dieta control.
No existe diferencia significativa respecto al comportamiento motivante entre machos y

hembras con un comportamiento motivante elevado (adictos), pero si entre los individuos

adictos y no adictos de ambos sexos (Figura 10).
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Figura 10. Comportamiento operante hacia la comida hipercalérica entre machos y hembras
(FO). Comparacién de la respuesta motivante entre machos y hembras padres - adictas y no
adictas -, expuestas a dieta control; Clasificadas con base al nimero de eventos en el
protocolo PR durante 5 dias. (ANOVA de dos vias; Post-hoc Bonferroni con ***p< 0.005).

En el grupo de las hembras FO que fueron expuestas a dieta control, la cantidad de hembras
adictas, es muy similar a la cantidad de hembras no adictas, por lo que no existe diferencia

significativa en cuanto a la clasificacion de las mismas (Figura 11).

Hembras FO0, expuestas a dieta control

Il ADICTAS
[ NO ADICTAS

p=0.63
Total=9

T \~°

Figura 11. Gréifica de pastel de los porcentajes de hembras FO (madres) adictas y no
adictas, expuestas a dieta control; Clasificadas con base al nimero de eventos en el
protocolo PR durante 5 dias. (n=9; Chi? con p< 0.05).
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Machos F0, expuestos a dieta control

Il ADICTOS
[ NO ADICTOS

p=0.04
Total=8

‘Iﬂh ] e

Figura 12. Grifica de pastel de los porcentajes de machos FO (padres) adictos y no adictos,
expuestas a dieta control; Clasificados con base al niimero de eventos en el protocolo PR
durante 5 dias. (n=8; Chi? con p< 0.05; *p=0.04)

Los resultados muestran que el grupo de machos FO expuestos a dieta control presentaron un
mayor nimero de sujetos con un comportamiento motivante elevado durante la prueba de
condicionamiento progresivo (PR), haciendo evidente la diferencia entre sujetos adictos y no

adictos (Figura 12).
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b) Condicionamiento operante hacia la dieta hipercaldrica de la descendencia (F1) de

machos expuestos a dieta control.

Del grupo de machos FO, se selecciond a dos machos con el s -

mayor comportamiento motivante (adictos) y dos machos con N g'

el menor comportamiento motivante (no adictos), con base en

los resultados del protocolo PR. A cada uno de estos sujetos se Loowree | [ Hoogere: )
les cruzé con hembras control para mantener la influencia de la } l
transmision del fenotipo a la descendencia F1 por via paterna. . Ty g e g

En la figura 13 y 14, se puede observar que los machos F1 adictos muestran mayor nimero de
eventos en el protocolo FR1 y FRS, respecto a los machos no adictos. Sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas en el comportamiento motivante al comparar ambos

grupos de padres.
Protocolo FR1
500
, - . I Machos F1 ADICTOS
-
.g 400 4 [ Machos F1 NO ADICTOS
g
@ 3004
[«}]
©
© 2004
Q
g
> 100 —
0 . ;
F1 DE PADRES F1 DE PADRES
(FO) ADICTOS (FO) NO ADICTOS

Figura 13. Grifica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercaldrica entre
machos descendientes (F1) de machos (adictos y no adictos), expuestos a dieta control; nimero
de eventos totales de los tres dias del protocolo FR1. Barras azules: machos F1 clasificados
como adictos; barras celestes: machos Flclasificados como no adictos. (ANOVA de dos vias;
Post-hoc Bonferroni; *p< 0.05)
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Figura 14. Grifica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercalédrica entre
machos descendientes (F1) de machos (adictos y no adictos), expuestos a dieta control; nimero
de eventos totales de los cuatro dias del protocolo FRS. Barras moradas: machos F1 clasificados
como adictos; Barras lilas: machos Flclasificados como no adictos. (ANOVA de dos vias; Post-
hoc Bonferroni; ***p< 0.005)

Protocolo PR
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Figura 15. Gréfica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercalérica entre
machos descendientes (F1) de machos (adictos y no adictos), expuestos a dieta control; nimero
de eventos totales de los cinco dias del protocolo PR. Barras anaranjado oscuro: machos F1
clasificados como adictos; Barras anaranjado claro: machos Flclasificados como no adictos.
(ANOVA de dos vias; Post-hoc Bonferroni; ***p<0.005)
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De manera similar a los protocolos FR1 y FRS, se evalu6 el condicionamiento motivante de los
machos FI adictos y no adictos empleando el protocolo PR. Nuestros datos muestran que la
descendencia de padres adictos presenta una mayor motivacién para obtener la recompensa
respecto a la descendencia de padres no adictos (Figura 15). Este mismo comportamiento puede

verse reflejado durante los cinco dias del protocolo PR (Figura 16).

Protocolo PR Machos F1 ADICTOS de Padres
80 - e Adictos
S ! | g Machos F1 ADICTOS de Padres
‘E’ No Adictos
— 50 4
=]
L]
=]
S
=]
b |
=
30 T T T 1 L]
1 2 3 a 5

Sesiones del protocolo (dias)

Figura 16. Grafica de puntos del comportamiento operante hacia la dieta hipercalérica entre
machos descendientes (F1) de machos (adictos y no adictos), expuestos a dieta control; nimero
de eventos totales durante los cinco dias del protocolo PR. Linea con circulos: promedio del
comportamiento de los machos F1-adictos descendientes de padres con la misma clasificacién;
Linea con cuadrados: promedio del comportamiento de los machos F1-adictos provenientes de
padres no adictos (n=8; n=6; ANOVA de dos vias; Post-hoc Bonferroni; *p< 0.05,)

Posterior al andlisis comparativo del comportamiento motivante entre machos F1 de ambos
grupos de padres, se realiz0 una comparacion entre la cantidad de animales de cada
clasificacion (adictos y no adictos). Los resultados en la imagen muestran que existe
significativamente un 75% de sujetos con conducta semejante a la adiccién provenientes de
padres adictos, respecto a un 25% de machos no adictos (Figura 17). Estos datos nos indican
que existen 3 veces mas nimero de descendientes adictos provenientes de padres machos
adictos que la descendencia de padres no adictos.

De interés, no existen diferencias significativas entre el porcentaje de machos con motivacion
para reforzamiento progresivo en la descendencia de machos sin adiccion a la comida (67%vs

33%) (Figura 18).
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Machos F1, descendientes de machos FO0- adictos

Il ADICTOS
@ NO ADICTOS

p=0.04
Total=8

Figura 17. Gréfica de pastel de los porcentajes de machos F1 (adictos y no adictos)
provenientes de padres adictos, expuestos a dieta control; Clasificados con base al niimero de
eventos durante 5 dias del protocolo PR. (n=8; Chi?con p< 0.05; *p= 0.04)

Machos F1, descendientes de machos FO0- no adictos

Il ADICTOS
[ NO ADICTOS

p=0.24
Total=6

Figura 18. Grifica de pastel de los porcentajes de machos F1 (adictos y no adictos)
provenientes de padres no adictos, expuestos a dieta control; Clasificados con base al niimero
de eventos durante 5 dias del protocolo PR. (n=6; Chi? con p< 0.05; p=0.24)
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¢) Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalérica de madres hembras F0,

expuestas o no a dieta de cafeteria.

Como se puede observar en la figura 19, las hembras FO que fueron expuestas a dieta de
cafeteria durante 9 semanas, no muestran una diferencia significativa entre el nimero de
hembras adictas y no adictas. Solo se puede observar una tendencia ligeramente mayor a
presentar un fenotipo no adicto. Estos resultados son antagénicos a los presentados por el grupo

de hembras FO, expuestas a dieta control (Figura 20).

Hembras F0, expuestas a dieta de cafeteria

l ADICTAS
[ NO ADICTAS

p=0.63
Total=9

Figura 19. Grifica de pastel de los porcentajes de hembras FO (adictas y no adictas), expuestas
a dieta de cafeterfa; Clasificadas con base al nimero de eventos durante 5 dias del protocolo
PR. (n=9; Chi? con p< 0.05; p=0.63)

Hembras FO0, expuestas a dieta control

ADICTAS
NO ADICTAS

p=0.63
Total=9

Figura 20. Grifica de pastel de los porcentajes de hembras FO (adictas y no adictas), expuestos

a dieta control; Clasificadas con base al nimero de eventos durante 5 dias del protocolo PR.
(n=9; Chi? con p< 0.05; p=0.63)
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d) Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalérica de machos F1,

descendientes de hembras F(, expuestas a dieta control.

El comportamiento motivante entre los descendientes (F1) de madres adictas y su contraparte,
expuestas a dieta control, es similar. Sin embargo, en la Figura 21, se puede observar una
diferencia significativa entre la motivacion de los descendientes adictos y los no adictos de

ambos grupos.

Protocolo PR

Sis o o

0 * % % l

g B Machos F1 ADICTOS
- Machos F1 NO ADICTOS
Q@

(i}]

°

g 10 1

£
e |

pd - e

0 T
F1 DE MADRES F1 DE MADRES
(FU) ADICTAS (FD) NO ADICTAS
CONTROL CONTROL

Figura 21. Gréfica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercaldrica entre
machos descendientes (F1) de hembras (adictas y no adictas), expuestas a dieta control;
ndmero de eventos totales de los cinco dias del protocolo PR. Barras negras: machos F1
clasificados como adictos; Barras grises: machos F1 clasificados como no adictos. (ANOVA de
dos vias; Post-hoc Bonferroni; ***p<0.005)

Los machos F1 provenientes de madres-adictas, expuestas a dieta control, muestran un mayor
comportamiento adictivo, habiendo 4 veces mds machos F1 adictos, con respecto a los machos

F1 no adictos (Figura 22).
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Machos F1, descendientes de hembras F0- adictas,
expuestas a dieta control

M ADICTOS
[ NO ADICTOS

p=0.057
Total=5

Figura 22. Gréfica de pastel de los porcentajes de machos F1 (adictos y no adictos)
provenientes de madres adictas, expuestas a dieta control; Clasificados con base al nimero
de eventos durante 5 dias del protocolo PR. (n=5; Chi? con p< 0.05; p=0.057)

Machos F1, descendientes de hembras F0- no adictas,
expuestas a dieta control

Il ADICTOS
[ NO ADICTOS

p=0.527
Total=5

Figura 23. Grafica de pastel de los porcentajes de machos F1 (adictos y no adictos)
provenientes de madres no adictas, expuestas a dieta control; Clasificados con base al
nimero de eventos durante 5 dias del protocolo PR. (n=8; Chi? con p< 0.05; p=0.31)

En el caso de los machos F1, descendientes de madres no adictas, expuestas a dieta control, no
existen diferencias significativas entre los machos F1 adictos, con respecto a su contraparte (no

adictos) (Figura 23).
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e) Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalérica de machos F1,

descendientes de hembras F(, expuestas a dieta de cafeteria.

En la Figura 24, se puede observar que la descendencia de madres adictas presenta una mayor
motivacion para obtener la recompensa respecto a la descendencia de madres no adictas, lo cual

puede verse reflejado a lo largo de los cinco dias del protocolo PR (Figura 25).

Protocolo PR

% % %
' % %k %

0 60 | I Machos F1 ADICTOS
2 — Machos F1 NO ADICTOS
c ]
o]
> i
2 40
(D
©
o 2.
0
£
'
Z 1 1 —_—

F1 DE MADRES F1 DE MADRES

(FO) ADICTAS (FO) NO ADICTAS

CAFETERIA CAFETERIA

Figura 24. Gréfica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercaldrica entre
machos descendientes (F1) de hembras (adictas y no adictas), expuestas a dieta cafeteria;
nimero de eventos totales de los cinco dias del protocolo PR. Barras negras: machos F1
clasificados como adictos; Barras grises: machos F1 clasificados como no adictos. (ANOVA de
dos vias; Post-hoc Bonferroni; ***p<0.005)
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Protocolo PR @ V1achos F1 ADICTOS de Madres

70+ Adictas - Cafeteria
0 % % %
O ’ , [l Machos F1 ADICTOS de Madres
e
E 604 No Adictas - Cafeteria
S  s0-
(=)
| -
Q
£ 401
=
=
30 L] T T L] L]

1 2 3 4 5
Sesiones del protocolo (Dias)

Figura 25. Comportamiento operante hacia la dieta hipercalérica entre machos descendientes (F1)
de hembras (adictas y no adictas), expuestas a dieta cafeteria; nimero de eventos totales durante los
cinco dias del protocolo PR. Linea con circulos: promedio del comportamiento de los machos F1-
adictos descendientes de madres con la misma clasificacién; Linea con cuadrados: promedio del
comportamiento de los machos F1-adictos provenientes de madres no adictas (n=7, n=8; ANOVA
de dos vias; Post-hoc Bonferroni; ***p< 0.005,)

Como se puede observar en la Figura 26, las madres adictas, expuestas a reprogramacion fetal
por la ingesta de dieta de cafeteria, tienden a tener mayor cantidad de descendientes que
muestran el mismo fenotipo. Siendo 6 veces mds la cantidad de machos FI adictos, en

comparacion con los que no lo son.

Machos F1, descendientes de hembras FO- adictas,
expuestas a dieta cafeteria

l ADICTOS
[ NO ADICTOS

p=0.0291
Total=7

Figura 26. Grifica de pastel de los porcentajes de machos F1 (adictos y no adictos) provenientes
de madres adictas, expuestas a dieta de cafeteria; Clasificados con base al niimero de eventos
durante 5 dias del protocolo PR. (n=7; Chi? con p< 0.05; *p=0.029)
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En contraste, la descendencia de madres no adictas y expuestas a dieta de cafeteria, se observa
el mismo resultado que para el grupo de descendientes de madres expuestas a dieta control.

Solo hay 1.6 veces mas machos F1 clasificados como adictos, en comparacion con los que no

son adictos (Figura 27).

Machos F1, descendientes de hembras F0- no adictas,
expuestas a dieta cafeteria

M ADICTOS
[ NO ADICTOS

Total=8
p=0.61

Figura 27. Grifica de pastel de los porcentajes de machos F1 (adictos y no adictos)
provenientes de madres no adictas, expuestas a dieta de cafeteria; Clasificados con base al
nimero de eventos durante 5 dias del protocolo PR. (n=7; Chi? con p< 0.05; p=0.061)
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ii. Caracterizacion del perfil de expresion génica del nicleo accumbens en la

descendencia de madres con/sin exposicion a dieta hipercaldrica.

Las métricas de los microarreglos muestran la correcta manipulacién de los chips durante el
proceso, lo cual se puede observar en la Figura 28. Se observa que la intensidad de la sefial
relativa de cada uno de los microarreglos es constante en todo el grupo de muestras analizadas,

de acuerdo a la normalizacién de los datos por RMA.

A Relative Log Expression Signal - SST-RMA-GENE-FULL - Group 1

Relative L Signal - 5 ST-RMA-GENE-FULL - Group 1
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Figura 28. Métricas de control y normalizacién de los microarreglos.
A) Normalizacién de la sefial de expresion relativa de los microarreglos.
B) Normalizacién de la densidad de sefial de los microarreglos.
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a) Analisis de expresion génica diferencial entre los grupos.

De acuerdo al andlisis de comparacién entre grupos, se obtuvieron un total de 17,645 genes
diferencialmente expresados. De este total se encontraron 769 genes diferencialmente
expresados con una p<0.05, entre los sujetos adictos y no adictos (factor comportamiento).
Mientras que al realizar una comparacién entre la descendencia (F1) de madres adictas contra
los hijos de madres no adictas (factor comportamiento materno), se encontraron 589 genes
diferencialmente expresados con una p<0.05. Por otra parte, se obtuvieron 2045 genes
diferencialmente expresados con una p<0.05, entre los hijos de madres adictas expuestas a dieta
de cafeteria y aquellos descendientes adictos de madres expuestas a dieta control (factor dieta
materna). Dichos genes diferencialmente expresados muestran un rango de expresiéon (fold

change) entre -1/+1 a -4/+4 (Figura 29).

Histogram of log10(p3) Histogram of log10(p5)
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Figura 29. Evaluacion de los factores: comportamiento, dieta y programacion fetal materna,
sobre la expresion génica de la descendencia (F1). A) Cantidad de genes y rango de
expresion diferencial entre machos F1 adictos y no adictos. B) Cantidad de genes y rango
de expresion diferencial entre F1 adictos de madres con dieta de cafeteria y F1 adictos de
madres con dieta control.
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b) Comparacion del perfil de expresion de la firma de genes relacionados con adiccion
a drogas, con la expresion génica en el modelo de adiccion a la comida

hipercalérica.

Se selecciond de manera intencionada a los genes relacionados con el desarrollo de adiccién a
drogas (Tabla 14), los cuales se encontraron diferencialmente expresados, con un rango de
expresion (fold change) entre -1.01/+1.01 y -1.25/+1.25, en la descendencia Fl(adictos vs no
adictos) de madres con y sin exposicion a dieta hipercalérica (Tabla 15). Esto nos indica, la
correlacion del perfil de expresion de los genes selectivos de adiccién a drogas con el perfil de

nuestro modelo de adiccidn a la comida.

Tabla 14. Genes alterados en diferentes areas Tabla 15. Perfil de expresion en el modelo de adiccion a la

del cerebro relacionadas con adiccion a drogas. comida hipercaldrica.

NF-iB Gen Fold change

BDNF 1.09

AFosB CREB 1.08

CREB FOSB 1.09

MECP2 1.04

BDNF MEF2 -1.07

MEF2 SIRT1 11

LIMK2 1.04

DR1 DR2 -1.25

DR2 DR1 -1.02

ELF1 1.06

NFATS NFATS -1.02

ELFL PPP1R9A -1.12

SEMAGD 124

PPP1R9A HDAC1 -1.05

NRGL HDAC2 1.09

HDAC4 -1.03

SEMA6D Cdks 1.1

MECP2 Digd 117

Gpsm1 1.01

SIRT Gria2-GluA2 -1.14

HDACs Gria3-GluA3 -1.22

Grial-GluAl -1.16

Cdk5 Griad-GluAd 11
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¢) Evaluacion del factor comportamiento en el perfil de expresion génica del nicleo

accumbens en la descendencia (F1) de madres con/sin dieta hipercalérica.

Al comparar la descendencia de machos con conducta semejante a la adiccién, encontramos
que, en la F1 de adictos vs no adictos, se observan 27 genes diferencialmente expresados con
significancia estadistica, de los cuales 3 genes se encontraron sub-expresados y 16 sobre-
expresados, incluyendo el microRNA, Mir298 (Figura 30). Los 8 genes restantes fueron

transcritos no codificantes o no estaban identificados, por lo cual no se encuentran en la lista.

A B

adictos no adictos Expresion en
Gen Adictos

mabor Unannotated AceView Transcrpt
¥178 olactoryrecepor 170 G r149
SHec Diannol %J&ce‘ﬁeﬁﬂﬂ?ﬁé\m stom (ortolog)
i namgtated Ace\fiew Tronscrpt B
BT80S i chorsriezea TR B2sc0112 M'r135b
199050155 v‘?r?'(r% [37550l-specifc pmtcin (Source RGD Sy
%%WHS“HHM ?n‘%‘é‘umgr\ran&nnt nzntge by Luo, et al o
IIUSTI0000357 11 Sipress ence U0 [INNLnUnDcantranscnm R Izzlz
DT e R P
s e e R e
i
i

000087742 pregicied gene, 25152 Ndst4
aled Azwvwew EIEr

DRt e LOC 102552330

o tEn”dZ\:g franscript dentifed by Luo, et al, Non- rm
y

immuno; \nhuhndnmam (Ig) short basic domain, se.

SRR e, 86
il eyt e Syti7
nn tndmg transcript \d enhﬁed hYLun et u\ Non- =
i ‘i?”i‘ﬁ% B BlERe s Auiiop
g( s g R Car10(CA10)

e e s
Angﬁﬁﬁi&%ﬂ@fﬂéﬂxsmhn\‘Acc 1550438] Stxl a
@3‘”&""’“6:%’;%‘”;" identifed by NONCODE: Linc N

i nansggd‘j?tg; Sl DN et ppa

M ‘DEHM ‘transcnpt ident by Il MSEND Ex .

1 Sl ovenne e, Mir298

Rl TE R T

iy e e Pfpl! (MPEG)
g4 428 el Eudn#“ege

N3y SGnnnnnnwmv X For coang trnscrptigentt .
ﬁmﬁman"t‘ﬂ%‘ﬁn féﬁmg{‘mé’mp« identifed by NONCODE: Linc, Nonc Klr3dll

B P D BRRES TSV TERs ATSTBL s i ntifed by NONCODE: Sense No Ex

it . Sema3e
et ey p
i Liph

=
2
=

s

855
I
=5
IS

et

>§M
e
1

2 FSo

PACSHRNS? 5

k=

o8 SS222:
e

o aos
S
Buts
e

aﬁ H

=
St

Eee
= =i
Els=s
Sores
ﬁa

e s
mg'_z

e
2 zo000
et
SeEEE=s
e
el
E2250
Shaee
3.2&#

ZE;
=c
a5

Cose e D!
S

et Bt e rntes ponc
b (erieday s el B 1

S AP oaa g
e

E

222
o

ZEEE
:

=
e
e

FRE
Sy

ot
=
=

=
=

==

N I L e pepmps

oo
=
=
a2

=5
5

=

PN A S A AT O ORI A T

mnnssequen%ﬁp ﬁ\n
Sense NoEx
AR siarE e Toanscet o
551 lon-cading Tanscrgtidenitied by Lun, ot 1. o
25617

it s e
5305 Z\r g%n;"ng transerpt identif Ye
e Kiras
e
N
B0 T e e BT B o
HER V- H LTR issnmuhng protein 1 \: Olr77a
et il R ey
"mwxmﬁMMMMﬂJ“” Olr1286
-“ %nmng transcrmt identified by Luo, et al, Non-

E=
=
)
229
:gz

A5.CEL
A7.CEL
A1.CEL
A3.CEL
NAB.CEL
NA8.CEL
NA2.CEL
NA4.CEL I

Figura 30. Genes diferencialmente expresados en el nicleo accumbens de machos (F1) adictos y
no adictos, tomando en cuenta el factor comportamiento. A) Mapa de calor del total de genes
alterados entre adictos y no adictos. B) Lista de genes codificantes alterados en sujetos adictos
con respecto a su contraparte (no adictos) fold change -1.7/+1.7; ANOVA de una via; p<0.05
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d) Evaluacion del factor dieta materna en el perfil de expresion génica del nicleo

accumbens de su descendencia (F1).

La comparacion entre machos F1 adictos, tomando en cuenta el factor dieta materna, generé una
expresion diferencial significativa de 20 genes en los sujetos adictos de madres expuestas a
dieta de cafeteria durante el embarazo y lactancia. De estos, 13 transcritos eran no codificantes
o no estaban identificados. De los 7 restantes, se encontraron 6 genes sobre-expresados,

incluyendo 2 microRNAs y 1 solo gen sub-expresado (Figura 31).

A adictos adictos
CONTROL CAFETERIA

nmMapped00000112.rn.1 (Hbb-b1)
TC1000003556.rn.1
TCO0300002201.rn.1 (Ppp1r16b)
TC1100001422.rn.1
TCO0300002614.rn.1 (Polr3k)

Expresion en Adictos
Gen CAFETERIA

L0C100362296 f
(5100A11-like)
Ifitl

microRNA 3963
Mir30a

Hbb-b1

Polr3k
Ppp1r16b

TCO700002374.rn.1 (UcO11xjx.1)
TCO700002380.rn.1 (ucO29ran.1)

TCO700002377.rn.1 (ucO2%9rap.1)
500003090.rn.1 (LOC102549338)
=029riz.1; uc029rgy.1; uc029thz.1)
300001979.rn.1 (LOC1003622986)
13.rn.1 (ENSMUSGO00000092830)
TC0200000007.rn.1
TCO0900000369.rn.1 (Mir30a)
TCO0100003518.rn.1 (Ifit1)
001972.rn.1 (NONMMUGO038632)
200001443.rn.1 (LOC102555039)
100001186.rn.1 (LOC102552104)

- =) =) =) =) =)

TCO0800002550.rn.1

rCo0100000254.rn.1 (ucO29qwe.1)

Figura 31. Genes diferencialmente expresados en el nicleo accumbens de machos (F1) adictos
provenientes de madres con/sin exposicion previa a dieta hipercaldrica. A) Mapa de calor del total
de genes alterados entre sujetos adictos provenientes de madres con o sin dieta de cafeteria. B)
Lista de genes codificantes alterados en los hijos adictos de madres expuestas a dieta de cafeteria
con respecto a su contraparte (adictos de madres control) fold change -1.7/+1.7; ANOVA de una
via; p<0.05
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e) Evaluacion del factor comportamiento materno en el perfil de expresion génica del
nicleo accumbens de la descendencia (F1) proveniente de madres con/sin dieta

hipercalérica.

La influencia del comportamiento materno sobre su descendencia, generd la alteracion
diferencial significativa de 37 genes, de los cuales s6lo 4 estaban identificados y regulados a la
alta en los hijos de madres adictas. Mientras que los 33 restantes, eran transcritos no

codificantes o no estaban identificados (Figura 32).

A F1 de madres || F1de madres
no adictas adictas

.rn1 (KnowTID_O00000533)
brn 1 (KnowTID_00000531)
TCO700001946.rn. 1
TCO100004346.rn 1
TCOG00001490.rn 1

8.rn.1 (NONMMUG032430)
"CO400000312.rn.1 (Peg10)
Wo00376.r.1 (LOCBS1175)
TCO800000374.rn.1

7.1 (NONMMUGO032431)
C1300000281.rn.1 (Atp2b4)
| (ENSMUSGO0000088992)
TCO0200000289.rn.1
JO0300004773.rn.1 (Slec36¢2)
| (ENSMUSGO0000069039)
TCO200004554.rn.1 (tublor)
TCO900002573.rn.1 (kloky)
TCO400002977.rn.1 (slarzo)
TCO200003203.rn.1 (stybla)
9.rn.1 (NONMMUGO011890)
TCO400002823.rn.1 (skuzu)
TC1800001801.rn.1 (flyfar)
rco4aoc0003710.rn.1 (jeezor)
00003143.rn.1 (Integrase.5)
TCO0400000788.rn.1 (blozu)
8.rn.1 (NONMMUGO030803)
)4965; KnowTID_000049686)
| (ENSMUSGO0000088811)
2.rmm.1 (NONMMUG039120)
| (ENSMUSGO0000093953)
0059.rn.1 (LOC102554115)
DOO0407.rn. 1 (korjo; maw)o)
| (ENSMUSGO0000088343)
1M0656.rn. 1 (LOC102554443)
1 (uc029qpr.1, uc029qq).1)
20001373.rn.1 (uc029vpd.1)
| (ENSMUSGO0000088698)

Expresion en la F1 de
Gen madres adictas

Pegl0
Atp2b4

Slc35¢2
ENSMUSG00000093953
(T cell receptor alpha
variable 3D-3)

=2 = =) =)

Figura 32. Genes diferencialmente expresados en el nicleo accumbens de machos (F1)
provenientes de madres adictas y no adictas. A) Mapa de calor del total de genes alterados entre
descendientes de madres con/sin comportamiento adictivo. B) Lista de genes codificantes
alterados en los hijos de madres adictas. Fold change -1.7/+1.7; ANOVA de una via; p<0.05
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f) Analisis funcional de los genes diferencialmente expresados en la descendencia (F1)

de madres con exposicion previa o no a una dieta hipercalodrica

Se realiz6 una buisqueda de la funcidn bioldgica, con base a la interaccidn y vias de sefializacion

en las que participan cada uno de los genes significativamente alterados (sub o sobre-

expresados). Empleando el programa Panther pathway, se encontré que la via de sefalizacion

mads enriquecida pertenece a la via de los receptores de acetilcolina muscarinicos 1 y 3, con un

18.2% con respecto al total de genes analizados. Por otra parte, también se encontraron vias de

sefalizacion involucradas en el trifico de vesiculas sindpticas, sefalizacion mediada por

receptores acoplados a proteinas G (Gi, Gs, Gq y Go) en neuronas, vias de sefializacion de

receptores de glutamato y nicotinico-acetil colinérgicos, asi como vias de sefializacion

patoldgicas asociadas a Alzheimer. Todas con un porcentaje de 9.1% con respecto al total de

genes analizados (Figura 33).

PANTHER Pathway
Total # Genes: 22 Total # pathway hits: 11

W 2-arachidonoylglycerol biosynthesis (P5726) 1

B Alzheimer disease-amyloid secretase pathway (P00003)

I Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway (P00026)

Il Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway (P20027)
Metabotropic glutamate receptor group II pathway (P00040) A

I Metabotropic glutamate receptor group III pathway (POD039) B

B Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway (P00042) 1

I Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway (P00043)

[ Nicotinic acetycholine receptor signaling pathway (P00044) &
B Synaptic vesicle trafficking (P05734) @

Figura 33. Principales vias de sefalizacién de los genes diferencialmente expresados en los
machos descendientes (F1) de madres con/ sin exposicidon previa a dieta hipercaldrica. Total de
genes analizados 22; 11 vias de sefalizacién implicadas con base en los genes involucrados.
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Posteriormente se identificé a las proteinas candidato con respecto a los genes analizados y se
observd que la mayoria de los genes codifican para proteinas de sefializacién molecular
(29.4%), seguido de proteinas asociadas a receptores (11.8%) e hidrolasas (11.8%). Sin
embargo, también se encontraron proteinas de unidn a calcio, transporte (calcio y iones), trafico
de proteinas en membrana, defensa e inmunidad, entre otras. Todas con un porcentaje de 5.9%

respecto al total de genes analizados (Figura 34).

PANTHER Protein Class
Total # Genes: 22 Total # protein class hits: 17

M calcium-binding protein (PC00060) a

B defense/immunity protein (PC00090) o]

M enzvme modulator (PCO0095) &
hvdrolase (PC00121) D

M lyase (PCO0144) o

B membrane traffic protein (PC00150) o
receptor (PC00197) )

M signaling molecule (PC00207) 2

storage protein (PC00210) 2
B transfer/carrier protein (PC00219) >
B transporter (PC00227) &

Figura 34. Clase de proteinas a la que pertenecen los genes diferencialmente expresados en los
machos descendientes (F1) de madres con/ sin exposicion previa a dieta hipercaldrica. Total de
genes analizados 22; 17 clases de proteinas a la que pertenecen los genes involucrados.

Finalmente, indagamos la funcién bioldgica de los genes y su interaccién con otras proteinas.
Los resultados obtenidos mediante la base de datos GeneCards, indican que la mayoria de los
genes codifican para proteinas involucradas en procesos de sefializacion celular, proteinas de
unidén a receptores - acoplados a proteinas G, remodeladores del citoesqueleto, proteinas de
respuesta inmune y proteinas de metabolismo de lipidos.

Con base en la funcidn, se busc6 la interaccion de las proteinas codificadas por los genes con
otras proteinas y las vias de sefializacién en las que estdn involucradas. Esto mediante la

plataforma STRING y KEGG Pathways.
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ili. Firma de genes candidatos implicados en el comportamiento de adiccion a la

comida

Con base en los andlisis de funcionalidad, interaccién y vias de sefalizacion realizados, se
seleccionaron 4 genes candidatos con potencial para explicar en fenotipo similar a la adicidn,
observado en nuestro modelo de adicciéon a la comida. Dichos genes presentan una fuerte
participaciéon en procesos de exocitosis de neurotransmisores, sefializacion y plasticidad
sindptica (Sytl7, Stxla), asi como también en procesos de respuesta inflamatoria (IFIT1) y
desarrollo placentario y embrionario normal (Pegl0). También se destacan por su asociacion
con dafo cognitivo y demencia-Alzheimer (Xue-Yan, et al., 2016; Ohrfelt, et al., 2016),
regulacién del tréfico de receptores NMDA (Davanger, et al., 2016), reprogramacion fetal por
exposicion materna a drogas (MDMA o éxtasis) (Eun, et al., 2010), y defectos en la

placentacion y el desarrollo embrionario, Tabla 16 (Jyotdeep, et al., 2017).

Figura 35. Firma de genes propuesto para comprender el comportamiento adictivo hacia la
comida hipercaldrica.
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Tabla 16. Funcion e implicaciones de los genes de la firma génica propuesta en adiccion a la comida hipercaldrica

Gen Funcion Implicacion Referencia
., *Asociada a dafio cognitivo por
Regulador de la sefializacion ., & P
Sytl7 diniotica: exocitosis vesicular de TP EAmAcion (ratones CD-1). Xue-Yan, et al., 2016.
: : indptica: exocitosis vesicu L , N
(Sinaptotagmina 17) b , *Asociado con la gravedad de la demenciay - [Ohrfelt, et al., 2016.
neurotransmisores. .
el Alzheimer (humanos).
Regulador de la sefializacion
sindptica: acoplamiento de ., ,
Stxla /p . /p. Involucrada en la regulacidn del trafico de
o vesiculas sinpticas con la , Davanger, et al., 2016.
(Sintaxina 1A) . receptores NMDA (ratas Wistar).
membrana plasmatica
presindptica.
: *Sobreexpresado en neuronas posterior a
IFIT1 Inductor de a respuesta inmune administric'(’)n de cocaina (célplas
e , i u
; , antiviral, via interferon gama; ,
(Protefna Inducida por progenitoras neuronales humanas). Crawford, et al., 2006.

Interferén con repeticiones
tetratricopeptidicas 1)

sensor del RNA viral de cadena
sencilla e inhibidor de la
expresion del RNA mensajero.

*Alterado en la descendencia de madres
expuestas a la droga MDMA (éxtasis),
durante el embarazo (ratones CS7BL/6N ).

Eun, et al., 2010.

Pegl0)
(Expresado Paternalmente
10)

Importante en la proliferacion
celular, la diferenciacién y la
apoptosis.

Relacionado con el desarrollo normal de la
placenta y/o Defecto en el desarrollo

embrionario (humanos).

Jyotdeep, et al., 2017
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VIII. DISCUSION

En el presente estudio demostramos que un modelo de condicionamiento operante hacia la
comida altamente apetecible en ratas, es eficaz en inducir un comportamiento semejante a la
adiccidn.

Empleando pellets de chocolate como recompensa natural al reforzamiento progresivo, el
modelo nos permiti6 identificar dos grupos de ratas Wistar con comportamiento diferencial que
se divide entre aquellas que muestran un alto comportamiento similar al adictivo y aquellos con
bajo nivel de respuesta hacia la bisqueda de recompensas. Nuestros resultados correlacionan
con aquellos publicados recientemente por Mancino y colaboradores en el 2015. Por otra parte,
el reforzamiento progresivo hacia recompensas mostré mayor susceptibilidad en los machos en
comparacion con las hembras. Ong y colaboradores, 2013, asi como otros investigadores,
mencionan que existen diferencias sustanciales en el comportamiento entre machos y hembras,
asi como en la respuesta neurobioldgica hacia la ingesta de comida apetecible (Warneke, et al.,
2014). Una de las diferencias de comportamiento observadas en nuestro modelo, fue la alta
prevalencia de hembras (FO) expuestas a dieta control, con un comportamiento similar al
adictivo, respecto al grupo de hembras previamente expuestas a dieta de cafeteria. Proponemos
que el decremento en la hedonia de este grupo de hembras puede bien estar relacionado a la
diferencia en valor recompensante entre la dieta de cafeteria durante 9 semanas y la adquisicion
de la recompensa empleando la caja de comportamiento. Asimismo, dicho comportamiento ya
ha sido observado en otros estudios, en los cuales se propone que, dependiendo del modelo y el
disefio de estudio, los sujetos control, sin exposicion previa a una dieta de cafeteria, muestran
mayor consumo de alimentos con alto valor calérico en comparaciéon con aquellos con
exposicion previa a la dieta (Ong, et al, 2013).

Las evidencias que sugieren que el comportamiento, asi como los hébitos alimenticios de los
padres pueden influir en el comportamiento y el estado de salud de su descendencia, han ido en
aumento (Naef, et al., 2011; Wright, et al., 2011; Mennitti, et al., 2015; Wu, et al., 2016).
Nuestro modelo valida dichos hallazgos demostrando que, tanto las ratas padres como madres
que presentaron un comportamiento similar al adictivo hacia la comida hipercaldrica, influyen
en el nimero de descendientes con un comportamiento motivante elevado (similar al adictivo)
hacia la obtencién de recompensas con alto valor calérico. Ademds de los resultados que
sugieren que, la programacioén fetal por nutrientes hipercaléricos potencia dicha motivacién por

la obtencién de recompensas hipercaldricas.
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En nuestro modelo empleando la plataforma de microarreglos de expresion global,
identificamos diversas alteraciones en el perfil de expresion génica en el nicleo accumbens de
la descendencia (machos) (F1) de madres con y sin exposicion previa a dieta de cafeteria. En
este sentido, se identificaron un total de 17645 genes mostrando expresion diferencial entre
dicho grupo de descendientes macho, de los cuales solo 84 cumplieron con los criterios de corte
significativo empleado en este modelo (fold change: 1.7; p<0.05). Dichos cambios
transcripcionales pueden afectar a un amplio conjunto de genes, cuya regulacién concertada
puede orquestar el resultado conductual complejo que caracteriza a la adiccién a la comida y el
comportamiento similar al adictivo observado en los sujetos de estudio. Estudios previos, ya
han evidenciado el impacto de los cambios en la expresion génica sobre el comportamiento
adictivo hacia la ingesta de alimentos apetecibles (altamente caldricos), en la descendencia de
madres expuestas a dietas hipercaldricas (Naef, et al., 2011; Ong, et al., 2013; Martire, et al.,
2014; Li, et al., 2016; Gugusheff, et al., 2016; Wu, et al., 2016; Oginsky, et al., 2016).
Destacando la presencia de cambios en la expresion de genes en regiones pertenecientes al
circuito de la recompensa. Tales genes incluyen a: los receptores de dopamina DR1 y DR2, el
transportador de dopamina DAT, el receptor p-opioide, la enzima tirosina hidroxilasa, el factor
de transcripcion BDNF y la histona desacetilasa 4, entre otros previamente descritos en la
adiccion a diversas drogas; cocaina, heroina, alcohol y anfetaminas (Volkow, et al., 2009;
Russo, et al.,2010; Content, 2012; Nestler, 2014).

La superposicion de los datos de expresion génica diferencial obtenidos de nuestros grupos de
la F1, en bases de datos que integran el conocimiento actual sobre la funcién bioldgica de los
genes, la actividad proteica, interacciones funcionales y relaciones de orden superior entre
proteinas, comprueban los hallazgos detallados anteriormente y ademds enriquecen la
identificacion de redes génicas en el Nucleo accumbens de la descendencia con genes
implicados en: vias de sefializacién neuronales y plasticidad neuronal, representadas por los
genes Gprl49, Chrm3 y Atp2b4 (Rajman, et al., 2017; Yorgason, et al., 2017); exocitosis
vesicular en sinapsis que involucra a los genes Syt17 y Stxla (Koh and Bellen 2003;Ramoino,
et al., 2010;Jurado 2014); reorganizadores y remodeladores del citoesqueleto que incluye a los
genes Abi3bp y Sema3e; vias de la respuesta inmune e inflamatoria como los genes Ifitl, Klra$5,
Pfpl, Kir3dll y PPP1R16B; relacionados al metabolismo de lipidos: Liph, Ndst4 y Carl0; vias
de regulacion transcripcional: Polr3k; reguladores del desarrollo placentario y embrionario:
PeglO (Rahat, et al., 2017); genes con funciones diversas que involucran homeostasis de

electrolitos, fusiéon vesicular, reguladores cardiovasculares y pulmonares, sefalizacion celular,
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etc.: Nppa, S100-Al1-like y Hbb-bl; asi como diversos microRNAs con participacion en la
regulaciéon de la respuesta inmune por infeccién viral o bacteriana (mir298), procesos
patolégicos de depresion (mir135b) y regulacion de la via dopaminérgica (mir30a).

En la udltima parte de nuestro andlisis de expresion identificamos a los genes que mostraron
sobreexpresion y que tenian asociacion con fendmenos adictivos con base a la informacion que
se tiene de cada gen de acuerdo a evidencia bibliografica. Nuestro trabajo destaca la presencia
de los genes: Hbb-bl(Mulligan, et al, 2012), Polr3k (Stacey, et al., 2016), Nst4 (Pan, et al.,
2013) y mir30a (Pandey, 2016),en procesos de dependencia o adiccién al alcohol; el gen Chr3m
con procesos de establecimiento de memoria y aprendizaje posterior a la administracion de
drogas (Habiba, et al., 2017; Yorgason, et al., 2017),; el gen Ifitl, con procesos de respuesta
inmune posterior a la administracion de drogas o alteraciones generada por reprogramacion por
exposicion materna a drogas (Crawford, et al., 2006; Eun, et al., 2010); el gen Stxla, con el
trafico de receptores relacionado a procesos de adiccion (Hussain, et al., 2016); y el gen Syt17
con el dafno cognitivo dado por reprogramacion fetal y en pacientes con Alzheimer (Li, et al.,
2016;0Ohrfelt, et al., 2016).

Con base en la basta literatura que respalda la funcionalidad de los genes encontrados en
nuestro modelo, asi como las asociaciones de los mismos con comportamientos adictivos o
procesos relacionados a la plasticidad sindptica en modelos de aprendizaje y memoria, nos ha
permitido proponer una firma génica de 4 genes, los cuales se encontraron mayormente
expresados en aquellos descendientes machos F1 con un comportamiento similar al adictivo.
Estos descendientes provienen de madres adictas y con programacién fetal por nutrientes
hipercaldricos (provenientes de madres expuestas a dieta de cafeteria durante embarazo y
lactancia). La firma génica final exhibe la presencia de Sytl7, Stxla, IFIT1 y Pegl0 como los
candidatos potencialmente importantes en la modulaciéon de un fenotipo adictivo hacia la
comida y/o los procesos que conllevan al desarrollo de la misma. Sin embargo, a la fecha
desconocemos la implicacion que tienen dichos genes en el fenotipo adictivo y su modulacién

durante el desarrollo embrionario, para lo cual se requiere un andlisis més profundo y detallado.
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IX. CONCLUSION

e En este trabajo demostramos que los machos exhiben una mayor tendencia a presentar un
comportamiento semejante a la adiccién en comparacién con las Hembras, y que este
comportamiento se transmite a la descendencia. Ademds, identificamos que la
reprogramacion fetal por nutrientes exacerba la motivacion hacia la busqueda de la
recompensa hipercaldrica en la descendencia.

e Empleando la plataforma de microarreglos de expresion global identificamos que los sujetos
con comportamiento Adictivo exhiben una firma genémica que involucra a 8 genes presentes
en los procesos de exocitosis de neurotransmisores (Sytl7, Stxla), sefializacién sindptica
(Chrm3, Gpr149); remodelacion del citoesqueleto y plasticidad sindptica (Sema3e, Abi3bp),
y en los procesos de alteracion en el consumo de alcohol tanto en humanos como en modelos
animales (Hbb-b1, Polr3k, Mir30a).

e [a exposicion materna a una dieta hipercaldrica, promueve el incremento en la expresion de
genes con funciones asociadas con la respuesta inflamatoria, procesos metabdlicos

(ST100AT11, Ifitl, Polr3k, Ppplrl6b), y sefializacion sindptica (Mir30a).

64|Pdagina



X. PERSPECTIVAS

Validar la firma de genes propuesta mediante ensayos de PCR en tiempo real.

Realizar ensayos de silenciamiento y sobreexpresion de los genes de la firma y ver el

efecto sobre el comportamiento adictivo.

Realizar un andlisis de microRNAs en la regulacion de la expresion génica y sus

posibles efectos sobre el comportamiento.

Evaluar la implicacién de posibles mecanismos epigenéticos en la programacion y

regulacién de la expresion génica de la descendencia.
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XIII. ANEXOS
Table 2.1 Thermal Cycler Programs

First-Strand cONA Synthesis 42°C 105°C 25°C,60min  42°C, 60 min  4°C, 2 min 10 4L

Second-Strand cDNA Synthesis  RT or Lidopen ~ 16°C,60min  65°C, 10min  4°C, 2min 30pL
disable

In Vitro Transcription CRNA 40°C 40°Coven 40°C, 16hr  4°C, hold 60 pL

Synthesis

2nd-Cycle Primers-cRNA 70°C 105°C 70°C,5min - 25°C,5min  4°C, 2 min 284l

Annealing

2nd-Cycle ss-cONA Synthesis ~ 70°C 105°C 25°C,10min  42°C,90min 70°C, 10 4°C, hold 40l

min
RNA Hydrolysis 70°C 105°C 37°C, 45min -~ 95°C, 5min  4°C, hold 44l
Fragmentation 93°C 105°C 37°C,60min - 93°C,2min  4°C, hold 484l
Labeling 70°C 105°C 37°C,60min - 70°C, 10 min  4°C, hold 60 pL
Hybridization Control 65°C 105°C 65°C, 5 min Variable
Hybridization Cocktail 99°C 105°C 95°C or 45°C, 5 min Variable

99°C, 5 min

"For thermal cyclers that lack a programmable heated lid.
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