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RESUMEN

Introduccién

El estado nutricio y la alimentacion materna durante el periodo perinatal y
posnatal pueden programar a la descendencia para presentar alteraciones en la
salud a largo plazo, incluidos los trastornos neuropsiquiatricos. Se ha identificado
gue la suplementaciéon materna con donadores de metilo puede ser una estrategia
preventiva para el desarrollo de estos trastornos en la descendencia.

Objetivo

Evaluar el efecto de la suplementacion dietética con donadores de metilo en
pruebas de comportamiento, frente a la ingesta materna de una dieta obesogénica
de cafeteria durante el periodo perinatal y posnatal, sobre el desarrollo de conducta
similar al autismo en la descendencia en un modelo murino.

Material y Métodos

Ratones hembra madres C57BL/6 de 11 semanas de edad fueron
alimentadas con diferentes dietas durante el periodo pregestacional, gestacional y
posnatal durante la lactancia. Fueron divididas en los siguientes grupos: control
“CT”, control+metilos “CT+M”, cafeteria “CAF” y cafeteria+tmetilos “CAF+M’
(n=23/grupo). El coctel de metilos fue: &cido folico, cobalamina, betaina y colina:
0.55mg, 0.05mg, 500mg y 537mg por cada 100g de dieta respectivamente. Al
momento del destete de las crias, se les administr6 dieta CT. A la semana 8
posnatal, las crias macho (n=10/grupo) se sometieron a 3 pruebas de
comportamiento: sociabilidad de 3-camaras, campo abierto y enterramiento de
canicas. Ademas, se registro el peso e ingesta y se calculo la eficiencia energética
en crias macho.

Resultados

Las madres CT+M tuvieron mayor ganancia de peso posnatal y mayor
ingesta perinatal. Las crias de madres CAF tuvieron mayor eficiencia energética
(p<0.01). Las crias CT+M y CAF+M presentaron la mayor ganancia de peso y crias
CT+M el mayor aumento de la ingesta (p<0.05). El grupo de crias CAF presentd un
déficit social (p<0.05) y la suplementacion con metilos (CAF+M) pudo normalizar la
sociabilidad (p<0.05). Las crias CT+M y CAF+M presentaron mas alzamientos,
representativo de la conducta tipo ansiedad (p<0.01).

Conclusiones

La dieta de cafeteria materna programé a las crias macho para presentar
mayor eficiencia energética y alteraciones del comportamiento y la suplementacion
con metilos mejoro la sociabilidad, pero también promovié el comportamiento tipo
ansiedad.
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ABSTRACT

Introduction

Nutritional status and maternal feeding during the perinatal and postnatal
periods can program the offspring to develop long-term health alterations, including
neuropsychiatric disorders. Maternal supplementation with methyl donors has been
identified as a preventive strategy for the development of these disorders in the
offspring.

Aim
To assess the effect of dietary supplementation with methyl donors in
behavioral tests, versus maternal intake of an obesogenic cafeteria diet during the

perinatal and postnatal period, on the development of autism-like behavior in
offspring in a murine model.

Materials and methods

Female C57BL/6 mice of 11 weeks of age were fed different diets during the
pregestational, gestational, and postnatal period during lactation. They were divided
into the following groups: control "CT", control + methyl "CT+M", cafeteria "CAF" and
cafeteria + methyl "CAF+M" (n=23/group). The methyl cocktail was folic acid,
cobalamin, betaine, and choline: 0.55mg, 0.05mg, 500mg and 537mg per 100g of
diet respectively. At weaning the pups were given a CT diet. At postnatal week 8,
male pups (n=10/group) underwent 3 behavioural tests: 3-chamber sociability, open
field, and marble burial. In addition, weight and intake were recorded and energy
efficiency was calculated in male offspring.

Results

The CT+M mothers had higher postnatal weight gain and higher perinatal
intake. The offspring of CAF mothers had higher energy efficiency (p <0.01). The
CT+M and CAF+M pups presented the highest weight gain and CT + M pups the
greatest increase in intake (p <0.05). The CAF group of offspring presented a social
deficit (p<0.05) and the supplementation with methyl (CAF+M) could normalize
sociability (p<0.05). The offspring CT+M and CAF+M presented more lifts,
representative of anxiety-type behaviour (p<0.01).

Conclusions

Maternal cafeteria diet programmed the offspring to exhibit higher energetic
efficiency and, behavioural disturbances, and methyl donor supplementation
improved sociability, but also moderately increased anxiety-like behaviour.
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1. INTRODUCCION

La obesidad y el sobrepeso se consideran una epidemia a nivel mundial,
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2016, a nivel global se
registraron mas de 1.9 billones de personas mayores de 18 afios con sobrepeso, de
los cuales mas de 650 millones presentaban obesidad, siendo las mujeres las que
presentan una mayor prevalencia (Ramamoorthy et al., 2018; WHO, 2020). En
México también se ha registrado un incremento en la incidencia de obesidad sobre

todo en mujeres en edad fértil (Hernandez et al., 2016).

La teoria de Barker describe que la obesidad materna promueve un riesgo
aumentado de presentar trastornos neuropsiquiatricos y del neurodesarrollo en la
descendencia como los Trastornos del Espectro Autista o TEA (Rivera et al., 2015).
En México, un estudio del 2016 reporté que 1 de cada 115 nifios presentan TEA 'y

se estima que las cifras aumenten en los proximos afios (Fombonne et al., 2016).

Una alimentacion materna con una dieta hipercalorica alta en grasas
saturadas y azlcares simples que contiene alimentos ultra-procesados de alta
palatabilidad, como la dieta occidental o la dieta de cafeteria (estudios en animales),
durante el periodo perinatal y posnatal promueve en la descendencia un patron de
metilacion anormal, alteraciones a nivel de sistema nervioso central (SNC),
especialmente en el comportamiento y variaciones en la composicién de la
microbiota intestinal y éstos se relacionan estrechamente con los mecanismos
subyacentes propios de los TEA (Bolton & Bilbo, 2014; Dinan et al., 2015; Strati et
al., 2017; Yochum et al., 2010). Veniaminova et al. (2017) encontr6 que los ratones
gue consumian una dieta tipo occidental presentaban interacciones sociales
aberrantes, hiperlocomocion, comportamiento de entierro de canicas excesivo, un
rasgo repetitivo y obsesivo y ademas anormalidades en funcion cognitiva

(Veniaminova et al., 2017).
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Una estrategia que puede modificar el patrén de la metilacion es la
alimentacion. Se ha descrito que una dieta materna suplementada con donadores
de grupos metilo, principalmente el acido folico o vitamina Bg, cobalamina o vitamina
B12, colina y betaina, los cuales entran al ciclo de un carbono (C1C) para donar
grupos metilo al acido desoxirribonucleico (ADN) o a las histonas a través de S-
Adenosil Metionina (SAM), tiene un impacto sobre el SNC en la conducta y la
cognicion de la descendencia (Villamor et al., 2012). Algunos estudios clinicos y pre-
clinicos que evaltan la suplementacion materna con estos nutrientes sugieren que

podrian prevenir el riesgo de autismo en la descendencia (Schmidt et al., 2012).

Con base en lo anterior, existe una importancia de atender esta probleméatica
de salud publica y crear conocimiento para concientizar sobre los efectos de la
obesidad y sobrealimentacion materna con dietas perjudiciales para la salud sobre
la descendencia, asi como la creacion de estrategias nutricionales preventivas o
protectoras durante el periodo perinatal y posnatal para la disminucion del riesgo de

Trastornos del Espectro Autista en la descendencia.

1.1 Pregunta de investigacion
¢,Puede una dieta con donadores de metilo generar un efecto protector en el
desarrollo de conducta similar al autismo en la descendencia de madres
alimentadas con dieta de cafeteria en un modelo murino a través de pruebas de

comportamiento?
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2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

La obesidad es un proceso cronico y reincidente de la enfermedad y se
caracteriza por un exceso de tejido adiposo. El indice de masa corporal (IMC) se
utiliza para su clasificacion y se define como el peso de una persona en kilogramos
(kg) dividido por el cuadrado de su altura en metros (kg/m2). En adultos, el
sobrepeso se clasifica con un IMC 225 kg/m2 y la obesidad con un IMC 230 kg/m2.
Otros métodos para su clasificacion son la circunferencia de cintura, un indicador
de grasa visceral, y los puntos de corte para considerar un riesgo cardiovascular
para hombres y mujeres son de >94cm y >85cm respectivamente, y el indice
cintura-cadera que destaca si la distribucién de grasa es androide o ginecoide, los
puntos de corte de riesgo para hombres y mujeres son de >1 y >0.85
respectivamente (Lobstein et al., 2017; WHO, 2020).

2.1.1 Estadisticas
Segun la OMS a nivel mundial en el 2016, mas de 1,900 millones de adultos de
18 o méas afios tenian sobrepeso, de estos, mas de 650 millones presentaban
obesidad. En ese mismo afio, se registr6 que el 39% de los adultos tenian
sobrepeso (39% en hombres y 40% en mujeres) y el 13% padecia obesidad (11%
en hombres y 15% en mujeres), (WHO, 2020). Ver figura 1.

39% H—40%M

1% H-15%M

= Sobrepesa Obesidad Normopeso

Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad mundial. Adaptado de WHO, 2020.

20



En México, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2018,
en adultos de 20 afios y mas la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad
fue de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad), superior a la reportada en 2012
de 71.3%. La prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en hombres fue de
73% y en mujeres fue de 76.8%. La prevalencia de sobrepeso en hombres fue de
42.5% y en mujeres de 36.6% y la prevalencia de obesidad en hombres fue de
30.5% y en mujeres fue de 40.2%, mostrando que la prevalencia de obesidad es

mayor en el sexo femenino (Hernandez et al., 2018), ver figura 2.
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Figura 2. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacion adulta mexicana. Adaptado de Hernandez et al.,
2018.

2.1.2 Etiologia

La obesidad resulta principalmente de un desbalance crénico entre la ingesta y
el gasto energético, ademas de una susceptibilidad genética y de mecanismos
epigenéticos que pueden programar fenotipos en la adultez derivados de cambios
en la funcién placentaria, crecimiento fetal, alelos metaestables/impronta genética.
Otras variables que influyen son la disminucion de la actividad de termogénesis por
tejido adiposo marrén (TAM), deterioro de la actividad simpatética, la composicion
de la microbiota intestinal, infecciones virales, disruptores enddécrinos, factores

socioeconomicos/socioculturales, entre otros (Galgani & Ravussin, 2008; Hruby &
Hu, 2015; Sun et al., 2018).
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2.1.3 Fisiopatologia

El cerebro regula la ingesta de alimentos, una funcion clave del hipotdlamo
basomedial es detectar la escasez en el suministro de nutrientes. Péptidos
orexigénicos como el péptido relacionado con agouti/neuropéptido-Y (AGRP/NPY)
y anorexigénicos como la proopiomelanocortina/transcripcion regulada de cocaina
andanfetamina (POMC/CART) son sensibles a metabolitos y hormonas circulantes
que indican la disponibilidad de energia como la glucosa, insulina, leptina, a
péptidos producidos por el sistema gastrointestinal como el péptido similar a
glucagén-1 (GLP-1) y la colecistocinina (CKK). El hipotalamo también se comunica
con el sistema limbico, corteza frontal, ventral y el cuerpo estriado que regulan la
toma de decisiones basada en recompensa, motivacion, adiccion y deseo por
comidas de alta palatabilidad (Gadde et al., 2018; Prinz & Stengel, 2017).

La obesidad es causa de una inflamacién cronica tanto sistémica como local.
El tejido adiposo muestra una infiltracion de macrofagos debido a un aumento en la
produccion de la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1). Los adipocitos
superan su suministro de sangre lo que conduce a la hipoxia y necrosis. Los
macrofagos envuelven a los adipocitos muertos en estructuras en forma de corona
(CLS) y después se cargan de lipidos y forman células espumosas. Los acidos
grasos libres son liberados del adipocito y pueden activar el receptor tipo toll-4 (TLR-
4) en la membrana plasmatica de macrofagos, esto aumenta la expresion de genes
proinflamatorios dependientes del factor nuclear kappa B (NF-kB), incluida la
interleucina-1B (IL-1B), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina-6

(IL-6) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (lyengar et al., 2016).

Durante la obesidad, la microbiota tiene una capacidad incrementada de
recoleccion energética de la dieta, estimula la reprogramaciéon génica en el colon,
modifica polipéptidos, hormonas y otros componentes bioactivos liberados por las
células enteroendocrinas, disminuye la barrera intestinal y altera la homeostasis
inmunoldgica. Una microbiota disbidtica repercute en la inflamacién y reclutamiento
de macréfagos en el tejido adiposo, asi como en la neuroinflamacion y en las

sefales del apetito en el cerebro (Sun et al., 2018). Ver figura 3.
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Figura 3. Mecanismos fisiopatolégicos en la obesidad. La liberacion de péptidos que regulan el apetito desde el
intestino y el cerebro se ve alterada, al igual que las redes del sistema de recompensa. La microbiota disbiética
libera LPS que producen neuroinflamacion y lipoproteinas ricas en LPS viajan al tejido adiposo para promover
la inflamacién. Los adipocitos por su parte se encuentran en estructura de forma de corona produciendo un
ambiente proinflamatorio. Adaptado de lyengar et al., 2016; Sun et al., 2018.

Las complicaciones de la obesidad son muy diversas y van desde la diabetes
mellitus tipo 2, hipertension arterial, dislipidemias, enfermedad coronaria y
cerebrovascular, demencia y Alzheimer hasta diversos tipos de cancer como el
cancer de colon, mama, endometrio y rifion. La obesidad también se ha asociado
con la apnea obstructiva del suefio, asma, enfermedades autoinmunes,
susceptibilidad a infecciones, esteatosis hepéatica, enfermedad renal, infertilidad,

artritis, gota, depresion, entre otras (Kinlen et al., 2018).

Sin embargo, la obesidad no solo complica la salud del individuo que la
padece, sino también la salud de la descendencia, y tomando en cuenta que la
obesidad tiene una alta prevalencia en mujeres en edad fértil, se ha reportado que
un estado de obesidad materna repercute en el ambiente intrauterino y resulta en
un riesgo de enfermedad en edad adulta de hijos y nietos (Catalano & Shankar,
2017; Johnson et al., 2017; Reynolds & Stirrat, 2014).
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2. 2 Programacion por obesidad materna

La obesidad maternal se basa en el IMC pregestacional (=30 kg/m?). Sin
embargo, un panorama mas completo del ambiente perinatal obesogénico seria
mediante otros pardmetros ademés del IMC, como la ganancia de peso en el
embarazo, la retencion y pérdida de peso postparto, la masa magra y distribucion
de los depdsitos de grasa corporal (Neri & Edlow, 2016). A nivel mundial la
incidencia de obesidad en el embarazo es del 11 al 25%. Se estima que en México
la prevalencia de obesidad durante el periodo de embarazo es de 17.6 a 27.7%. La
recomendacion de la ganancia de peso en mujeres embarazadas con obesidad es
de 4 a 9 kg, sin embargo, cuando se excede a la recomendacién hay un incremento

en el riesgo de complicaciones en la madre (Cervantes Ramirez et al., 2019).

Durante el embarazo ocurren distintos cambios a nivel anatomico, fisiolégico,
endocrinolégico y metabdlico para preparar a la madre a proveer de nutrientes para
el crecimiento fetal y para el parto. Durante un proceso de obesidad, se presenta
una abundancia de tejido adiposo rodeando la placenta y un ambiente
proinflamatorio, ademas de un incremento en la resistencia a la insulina y en la
lipdlisis (Reynolds & Stirrat, 2014). Las mujeres con obesidad pueden presentar
diversas complicaciones de salud en los diferentes periodos del embarazo
(Catalano & Shankar, 2017; Lim & Mahmood, 2018). Ver tabla 1.

Tabla 1. Complicaciones en el embarazo derivadas de la obesidad

Periodo Complicaciones
Pregestacional Infertilidad y desordenes menstruales
Aborto, anormalidades fetales, diabetes gestacional y
Prenatal

preeclampsia

Dificultades anestésicas, hemorragia, cesarea, nacimiento del
Intraparto nifilo muerto, nacimiento prematuro iatrogénico, macrosomia
fetal, mayor morbilidad y mortalidad

Tromboembolismo, infeccién en heridas, problemas para

Posnatal o =
amamantar, mayor retencion de peso y depresion

(Catalano & Shankar, 2017; Lim & Mahmood, 2018).
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Las complicaciones de la obesidad en el embarazo no solo afectan a la
madre, sino también a la descendencia. Barker y colaboradores en 1992 reportaron
una relacién entre el ambiente intrauterino y el riesgo de enfermedad en la vida
posterior denominado “Los Origenes Fetales de la Enfermedad en Adultos” o
“‘Hipotesis de Barker”. Inicialmente se documentd una correlacion entre la
desnutricion maternay el riesgo de enfermedad en la descendencia en edad adulta
durante la Hambruna Holandesa de 1944, durante la segunda guerra mundial. Los
hijos sobrevivientes de madres expuestas a inanicion exhibieron una mayor
incidencia de obesidad y enfermedad cronico-degenerativas (Barker, 1990; Bolton
& Bilbo, 2014; Hales & Barker, 1992)

Si bien la desnutricion materna puede causar riesgos de enfermedad en la
descendencia, un estado de obesidad en la actualidad presenta una mayor
prevalencia y parece tener un mayor impacto (Martorell et al., 2001). En este
sentido, una alta adiposidad materna puede predisponer a una mayor adiposidad
en la descendencia y la lactancia materna es un factor que podria aminorar este
efecto (Fewtrell et al., 2016; Martorell et al., 2001). Ver figura 4.

Desnutricion Sobrenutricion

Riesgo de obesidad 4 Riesgo 4 Riesgo

en edad adulta

Lactancia Materna
f Riesgo

w

Nutricion perinatal y posnatal

Figura 4. La teoria de Barker. Una nutricion pobre o desnutricion y una sobrenutricion materna incrementan el
riesgo de obesidad en la descendencia. Adaptado de Martorell et al., 2001.
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2.2.1 Programacion de trastornos neuropsiquiatricos y del

neurodesarrollo

La teoria de Barker no sélo hace referencia a un riesgo de obesidad y
enfermedades metabdlicas en la descendencia, sino también a un riesgo de
enfermedades del neurodesarrollo y otros trastornos neuropsiquiatricos. La
obesidad materna, el aumento en la ganancia de peso gestacional, desordenes
metabdlicos maternos y una dieta materna inadecuada impactan a nivel conductual

y psicologico en el infante (Rivera et al., 2015).

Los trastornos del neurodesarrollo hacen referencia a las dificultades en el
desarrollo y funcionamiento cerebral, aunque no se muestren lesiones estructurales.
Pueden originarse por deficiencias en la maduracion de las fibras que se relacionan
con la conectividad y comunicacion neuronal. Las alteraciones resultantes pueden
ser concernientes al lenguaje, aprendizaje, conducta, alteraciones motrices e
interaccion social. Algunos ejemplos de éstos son los trastornos del espectro autista
(TEA) y trastorno de déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) (Galan-Lopez et al.,
2017). Ver tabla 2.

Tabla 2. Factores asociados a la obesidad maternay el riesgo de trastornos

del neurodesarrollo y neuropsiquiatricos en la descendencia

Riesgo en ladescendencia  Factores en obesidad materna Fuente
Aumento del IMC pregestacional Chen et al., 2014
Trastornos del Espectro Aumento en la ganancia de peso
Autista 9a P Bilder et al., 2013
gestacional
Ansiedad/Depresion Aumento del IMC pregestacional van Llezsgfgt etal,
Aumento del IMC pregestacional Schaefer et al., 2000
Esquizofrenia Aumento en la ganancia de peso Kawai et al., 2004
gestacional
Disfunciones cognitivas Aumento del IMC pregestacional Tanda et al., 2013
Trastorno de Déficit de Aumento del IMC pregestauonal Chen et al., 2014
Atencion e Hiperactividad Aumento en la ganancia de peso .
gestacional Rodriguez et al., 2008

Galan-Lépez et al., 2017.
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2.3 Trastornos del Espectro Autista

Los trastornos del espectro autista o0 TEA se definen, segun el Manual
Diagnédstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-V), como déficits
persistentes en la comunicacion e interaccion social en mdaltiples contextos. En
individuos con TEA existe una manifestacion de déficits en la reciprocidad
socioemaocional, déficits en la comunicacion no verbal utilizados para la interaccion
social, o deficiencias en el desarrollo, mantenimiento y entendimiento de relaciones
sociales (American Psychiatric Association, 2013). El rango de funcionamiento varia
ampliamente y la capacidad intelectual puede variar desde déficits severos hasta

cerca o por encima de lo normal (Kurth et al., 2011).

2.3.1 Estadisticas del TEA

A nivel mundial, la prevalencia de los TEA es de 1 de cada 160 nifios (WHO,
2019). En Estados Unidos de América, segun el Center of Disease Control (CDC),
la prevalencia del TEA en nifios de 8 afios fue de 14.6% o0 1 de cada 68, de los
cuales el sexo masculino tuvo 4 veces més probabilidad de ser diagnosticados con
TEA que el femenino (Christensen et al., 2018). En México, un estudio de Fombonne
et al. (2016) reportd que en el estado de Guanajuato existe una prevalencia del TEA
de 0.87%, estimando que 1 de cada 115 nifios pudieran tener esta condicion.
También estiman que a nivel nacional existan alrededor de 94,800 sujetos con TEA
de un rango de edad de 0-4 afios y 298,000 sujetos con un rango de edad de 5-19
afos, sin embargo, no existen mas estudios nacionales que analicen la prevalencia
del TEA.

2.3.2 Mecanismos fisiopatologicos en el TEA

La extrema heterogeneidad de los TEA es un gran obstaculo para el
entendimiento de su biologia. Actualmente no se conoce la etiologia ni la
fisiopatologia con exactitud, pero hay varios factores que se han relacionado con el
desarrollo del autismo. Los fenotipicos clinicos en los pacientes con TEA pueden
tener mucha variabilidad, incluso en gemelos monocigéticos con enfermedad
concordante. Ademas, un cuarto de los pacientes presenta “regresiones” luego de

los 2 afios de desarrollarse normalmente. Algunas de las alteraciones del SNC que
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se han encontrado son trayectorias anormales de crecimiento cerebral y en materia
gris y blanca, desorganizacion cortical, alteraciones en la conectividad cerebral a
nivel conductual, en la neurotransmision excitatoria/inhibitoria a nivel celular, menor
densidad neuronal, asi como activacion en microglia en regiones corticales y

neuroinflamacion, entre otras caracteristicas (Chen et al., 2015).

Inicialmente se formularon varias hipotesis para explicar la causa del
autismo. Kanner (1943) describié que el autismo era una enfermedad causada por
factores asociados a los padres, especialmente por una falta en apego y calidez
materna hacia los nifios con autismo debido a que no podian entenderlos. Esto
luego se denomind el efecto “madres congeladores”. Después se empezd a
argumentar que el autismo era genético. Bailey et al. (2013) estudiaron una muestra
de gemelos monocigotos y dicigotos encontrando que el 60% de los monocigotos

presentaban autismo, en cambio, no se encontrdé ningun caso en los dicigotos.

Se han encontrado varias alteraciones genéticas ligadas al autismo como
mutaciones en genes, como el gen deshidrogenasa quinasa cetoacida de cadena
ramificada (Bckdk), el gen de la proteina de retraso mental fragil (Fmrl) o en genes
de la familia SH3 y multiples dominios de repeticion de anquirina (Shank), variantes
en genes como el receptor de oxitocina (Oxtr) y el receptor del acido gamma-
aminobutirico (Gaba) A, beta 3 (Gabrb3), también anormalidades cromosémicas
heredadas de la madre como duplicaciones en 15g11-13, entre muchas otras mas

alteraciones genéticas. (Chen et al., 2015; Yoo, 2015).

Existe una gran diversidad de comorbilidades en personas con TEA, éstas
van desde epilepsia, ansiedad, depresion, TDAH, insomnio, parasomnia, trastornos
gastrointestinales como estrefiimiento, diarrea persistente, reflujo gastroesofagico,
dolor abdominal, malabsorcion, disbiosis, intestino permeable y trastornos en la
conducta alimentaria como selectividades y problemas sensoriales. También
alteraciones del sistema inmunoldgico como alergias, rinitis, dermatitis atépica,

enfermedades autoinmunes como psoriasis, asma, entre otras (Tye et al., 2019).
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La activacion inmune materna (MIA) durante el embarazo también se ha
propuesto como un mecanismo que podria contribuir a la etiologia del autismo. Se
sugiere que el perfil proinflamatorio durante la obesidad materna se asocia con un
mayor riesgo de tener un hijo con autismo, esto establece defectos neuronales que
conducen a anomalias de comportamiento en la descendencia como epilepsia,
esquizofrenia, pardlisis cerebral, Parkinson, Alzheimer y trastornos del espectro
autista. De igual manera, la obesidad materna por si sola, como se ha mencionado
antes, impacta de manera importante ya que influye en un 1.39% a 1.59% en los
casos de TEA. (Estes & McAllister, 2016; Knuesel et al., 2014; Maldonado-Ruiz et
al., 2019).

2.4 Modelos animales de autismo

Los modelos animales de trastornos psiquiatricos se evallan a partir de tres
criterios: validacién de constructo, rostro y predictiva. La validacion de constructo se
refiere a la racionalidad de la creacion del modelo y su habilidad para mimetizar
mecanismos etiolégicos o consecuentes del trastorno. La validacion de rostro se
refiere a la capacidad de aproximacion a las caracteristicas fenotipicas fisiol6gicas
y de comportamiento de las personas con el trastorno. Por ultimo, la validacién
predictiva hace referencia a la habilidad de determinacion de la efectividad de
intervencién tomando como referencia a una poblacién clinica que presente el
trastorno, aunque resulta muy desafiante, ya que actualmente no hay tratamiento
para la sintomatologia de TEA (Hulbert & Jiang, 2016).

2.4.1 Modelos genéticos

Los modelos murinos se usan con mayor frecuencia en las investigaciones
de TEA debido a la facilidad de manipulacién genética, alta accesibilidad y similitud
relativamente alta con los humanos. Existen numerosos modelos genéticos de
autismo en ratones y éstos exhiben comportamientos repetitivos, estereotipados,
disminucion en aprendizaje, entre otros rasgos fenotipicos del autismo (H. Kim et
al., 2016). Ver tabla 3.
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Tabla 3. Fenotipo y neurobiologia de los principales modelos de autismo en

lineas genéticas mutantes

Fmrl Tscl Tsc2 Mecp2 Nign3 Shank2 Shank3

Déficit social + + + + + + +
Comportgmiento + + N N N N N
repetitivo
Déficit cognitivo + + + + + + +
Epilepsia + + + + - n.d. n.d.
Hiperactividad + - - - + + -
. MGIuR
Objetivo molecular 5 mMTOR mTOR n.d. mGIluR1 NMDAR NMDAR

La marca “+” significa que se ha observado el fenotipo correspondiente a la linea mutante; la marca “-“ significa
que nunca se ha observado; n.d. significa que aln no se ha evaluado/identificado. mTOR = Diana de rapamicina
en células de mamifero; mGIuR1 = Receptor de glutamato metabotropico 1; mGIlurR5 = Receptor de glutamato
metabotrépico 5; NMDAR = Receptor de N-metil-D-aspartato. (Wohr & Krach., 2017).

La cepa BTBR (Black and Tan Brachyury) T+ Itpr3f es otro modelo
ampliamente utilizado para estudiar el comportamiento tipo autismo debido a que
exhibe caracteristicas como una interaccion social reducida, vocalizaciones
inusuales y alteracién en actividades de juego. Este modelo contiene diversas
alteraciones genéticas en los genes: a) Interrumpido en Esquizofrenia (Discl), b)
Factor de transcripcion T de T-box (Tbxt), ¢) Receptor 3 de inositol 1,4,5-trifosfato
(Itpr3) y d) Subunidad 7A2 tipo citocromo oxidasa c¢ (Cox7a2l) (The Jackson
Laboratory, 2020).

2.4.2 Modelos farmacolégicos de programacion materna

La activacion del sistema inmunitario periférico en MIA y su papel en la
plasticidad cerebral en TEA también se ha validado como modelo murino de autismo
y utilizan la administracién farmacolégica materna de acido poliinosinico:poliidilico
(Poly I:C), LPS, endotoxina A e infecciones asociadas a virus (Careaga et al., 2017;
S. Kim et al., 2017; Maldonado-Ruiz et al., 2019). Si bien el uso temprano de este
sistema emergente de modelo TEA ha proporcionado importantes conocimientos
iniciales sobre la participacion de la disfuncion inmune gestacional en la

patogénesis, aun falta mucho por estudiar (Lammert & Lukens, 2019).
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2.4.3 Modelos de programacién materna por dieta obesogénica

Existen diversas dietas para inducir obesidad y alteraciones metabdlicas en
modelos murinos, las principales son la dieta alta en grasa y la dieta de cafeteria
(Higa et al., 2014). La alimentacion con una dieta de cafeteria (CAF) ofrece una
alternativa util para inducir obesidad, en comparacion con una alimentacion de alta

en grasas, ver tabla 4.

Tabla 4. Composicion tipica de diferentes dietas experimentales

Control Cafeteria Altaen grasa  Western
Kcal/g 3.0 4.23 5.17 4.6
Carbohidratos 32% 56% 33.8% 39%
Proteina 31.5% 14.8% 26.1% 19.5%
Lipidos 10% 18.7% 35.5% 21.2%
Fibra 26.3% 3.2% 0.1% 20%

(Kcal/g: kilocalorias por gramo. Hyga et al., 2014; Veniaminova et al., 2017).

La dieta de cafeteria induce hiperfagia persistente y, por lo tanto, una mayor
ingesta de energia como resultado de la variedad y novedad de los alimentos
disponibles. Aunque produce alguna variacion en los alimentos y nutrientes
consumidos entre animales en el mismo grupo, este patron esta mas estrechamente
alineado con los patrones dietéticos observados en sujetos humanos. El uso de
patrones dietéticos como una medida de exposicion de las relaciones dieta-
enfermedad proporciona una base mas solida para cualquier efecto inferido que

considerar nutrientes especificos (Akyol et al., 2012).

Una sobrealimentacion materna con una dieta obesogénica alta en grasa
saturada puede inducir MIA pues activa de igual manera un proceso inflamatorio y
esto conduce a una modificacion epigenética en células del sistema inmunoldgico
Y, por consiguiente, una expresion alterada de genes en el SNC, en este sentido,
se podria implementar como modelo para estudiar el autismo (Kang et al., 2014;
Maldonado-Ruiz et al., 2019).
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Ademas, el consumo de esta dieta materna induce cambios epigenéticos en la
descendencia como lo haria un modelo de acido valproico al inhibir a la desacetilasa
de histona (HDAC) (Sailer et al., 2019). Aunque un modelo de autismo relacionado
a la dieta materna alun no se considera valido para estudios experimentales, se ha
demostrado que puede tener un impacto en la conducta representado por alteracion
en la conducta social, aumento de la locomocidén y comportamiento repetitivo, asi

como conducta tipo ansiedad elevada. Ver tabla 5.

Tabla 5. Modelos de dieta materna obesogénica

Modelo

Andlisis

Resultados

Referencia

Dietas obesogénicas

Ratones hembra
C57BL/6 fueron
alimentadas con dieta

Prueba de

condicionamiento de

miedo, prueba de
competicion por

Interacciones
sociales aberrantes,
hiperlocomocién,
comportamiento de

Veniaminova

control (CT) o tipo comida y de entierro excesivo, et al., 2017
Western (WT) por 3 interaccion social y anormalidades en
semanas. comportamiento funcién cognitiva en
solitario. ratones con dieta WT
Ratas hembra Wistar Prueba de campo |r_1c_remento de la
: . actividad locomotora .
fueron alimentadas con  abierto y prueba de en la brueba de Speight et al.,
una dieta CAF o CT laberinto elevado en cam po abierto 2017
durante la lactancia. crias. P
solamente.
Ratas hembra Wistar
consumieron una dieta :
La obesidad materna
CAF o CT por 8 .
Prueba de campo (CAF) redujo la
semanas hasta el . - .
: abierto y prueba de  actividad locomotora  Wright et al.,
apareamiento y luego a . .
. laberinto elevado en y aumento el 2011
la mitad de las ratas de ; . .
crias. comportamiento tipo
cada grupo se les :
ansiedad.

administrd la dieta
opuesta.

2.4.4 Modelos epigenéticos

La exposicidbn prenatal de &cido valproico (AV), un inhibidor de la
desacetilasa de histona se ha ligado con un riesgo aumentado de TEA en la
descendencia. Algunos de los efectos negativos de este agente son déficits
sociales, aumento del comportamiento similar a la ansiedad y comportamiento

repetitivo y por eso se considera un modelo de autismo (Sailer et al., 2019). Incluso
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en humanos se ha encontrado que la administracién in utero como antiepiléptico

promueve un riesgo aumentado del desarrollo de TEA (Bromley et al., 2008).

Los mecanismos epigenéticos también pueden ser usados para proteger o
atenuar y normalizar efectos negativos en el comportamiento en diferentes modelos
de autismo. La “dieta epigenética” contiene donadores de grupos metilo: acido
folico, betaina, colina, cobalamina, entre otros en conjunto o por separado (Li, 2018;
Zhang et al., 2019). Sin embargo, aun no existen estudios que analicen el efecto de
la suplementacion con donadores de metilo frente a una dieta obesogénica materna

como modelo de autismo.

2.5 Epigenéticay el ciclo de un carbono

El ciclo de un carbono (C1C) describe reacciones incluyendo la adicion,
transferencia o eliminacion de unidades de grupos metilo (CH3s) en vias metabdlicas
celulares. La via de metilacion central ocurre en el citoplasma de todas las células
(Rush et al., 2014). La metilacién del acido desoxirribonucleico (ADN), junto con la
metilacion y acetilaciéon de histonas y los microARNs (un grupo de pequefas
moléculas de acido ribonucleico) constituyen algunos de los mecanismos
epigenéticos que regulan la expresion génica (Bolton & Bilbo, 2014). EI C1C también
se comunica con otras vias como la via de transulfuracién, propionato, poliaminas,

fosfatidilcolina y biosintesis de nucleotidos (Clare et al., 2019).

La metilacion del ADN involucra una molécula llamada S-Adenosil Metionina
(SAM) que actia como un donador de CHs. Esto es catalizado por las
metiltransferasas de ADN (DNMT), un factor clave en el silenciamiento epigenético
de la transcripcién de genes. Luego de la replicaciéon, la DNMTL1 unida al ADN, gira
la base nitrogenada citosina fuera de la hélice de ADN hemimetilada y transfiere el
grupo metilo a la posicion 5 del anillo de la citosina. La metilacion en las islas CpG
(citosina-fosfato-guanina) se refiere a una actividad de DNMT de mantenimiento,
mientras que la metilacién en islas CpG sin grupos metilos en sus hebras es referida

una como actividad de la DNMT de novo (Norman & Butrum, 2003).
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La metilacion también puede ocurrir en islas no-CpG (citosina unida a otra
base nitrogenada que no es guanina) pero es restringida a células madre, ovocitos,
neuronas y glias. Una vez que las islas CpG en los genes se metilan, la metilacion
se reproduce cada vez que se copia el gen, ver figura 6. Aproximadamente un 60-
80% de las islas CpG estan metiladas mientras que <10% se encuentran no
metiladas y agrupadas e intercaladas dentro de secuencias pequeias de islas CpG
ricas en GC (CGls). El genoma humano posee ~30,000 CGls y alrededor de un 50%
contiene sitios de inicio de transcripcién al coincidir con genes promotores y
reguladores del desarrollo (Clare et al., 2019; Zeisel, 2009).

m—) DHE Metilacién de ADN

2
-3

5,10-MTHF

'(

SAH

Homocisteina

Figura 5. El Ciclo de un Carbono. La vitamina B9, vitamina B12, betaina y colina son algunos de los nutrientes
que intervienen en la generacién de SAM. Adaptado de Clare et al., 2019.

Existen diversos nutrientes de la dieta que participan como donadores de
metilo y cofactores en el C1C como la vitamina By, la vitamina B2, la metionina, la
betaina y la colina (Figura 5). Los cambios en la disponibilidad dietética de los
grupos metilo inducen alteraciones estables en la metilacion de los genes alterando
la expresion génica y el fenotipo resultante (Stevens et al., 2017; Zeisel, 2009). Ver
tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas de donadores de metilo

Nutriente Estructura Fuentes alimentarias

i A on Verduras de hoja verde como
N - .
o s espinacas, leguminosas como
Acido fdlico o P 9
. . b o frijoles y lentejas, frutas como
vitamina Bg e HO <
N'# 1 platano, carne de res, leche,
N age

g huevo y cereales fortificados.

Visceras de res, mariscos como
almejas, carne de res, aves,
huevo, leche y lacteos, asi como
alimentos fortificados.

Cobalamina o
vitamina B>

HyC CHs Yema de huevo, higado de res,
. o
Colina No~on soya, carne de res, leche,
HsC cacahuates.
. CH; © .
Betaina o HSC‘N/*\)L Betabel, pescado, leguminosas
trimetilglicina e o Como soya.

(Ducker & Rabinowitz., 2017).

El metabolismo del &cido folico o vitamina By en el C1C se da a traves de la
forma activa, el tetrahidrofolato (THF). A través de diferentes enlaces covalentes las
unidades de un carbono pueden mantenerse en tres estados diferentes de oxidacion
de carbono. Las nuevas unidades ingresan principalmente como 5,10
metilentetrahidrofolato (MTHF) utilizando la enzima 5-metilentetrahidrofolato
reductasa (5-MTHFR) y vitamina B2 como cofactor (Ducker & Rabinowitz, 2017; Fox
& Stover, 2008; Shorter et al., 2015). La cobalamina funciona como cofactor para la
enzima metionina sintasa que participa en la conversién de homocisteina en
metionina (Mahmood, 2014).
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La colina respalda la sintesis de metionina independiente del folato a través
de la dimetilglicina resultante. El catabolismo de la colina comienza con su oxidacion
mitocondrial en dos etapas a trimetilglicina (betaina) (Ducker & Rabinowitz, 2017).
La betaina remetila la homocisteina en una reaccién independiente del folato.
Después de esto, la betaina se convierte en dimetilglicina, que puede producir
unidades adicionales de CHs a través de reacciones mitocondriales dependientes
de folato: la dimetilglicina deshidrogenasa hace que la sarcosina y sarcosina

deshidrogenasa produzcan glicina (Ducker & Rabinowitz, 2017).

La interaccion gen-ambiente que modula el desarrollo cerebral se ha definido
como “neuroepigenética”. Se ha ligado la deficiencia de SAM con la disrupcién de
la via de metilacion y con trastornos neuropsiquiatricos. Como se comentaba
anteriormente, SAM es necesario para la sintesis de monoaminas como la
norepinefrina, dopamina y serotonina los cuales son unos importantes
neurotransmisores (Gao et al., 2018). En individuos con autismo, la alteracion de la
metilacion del ADN puede explicar la alta tasa de concordancia en gemelos
idénticos y la herencia intergeneracional baja observada en estos casos. Los
patrones de metilacion durante el desarrollo perinatal y posnatal pueden afectar el
desarrollo y funcién del cerebro debido a una acumulacién de epimutaciones
(Tremblay & Jiang, 2019).

Estudios clinicos han encontrado que la suplementacion materna con acido
félico en el periodo perinatal (= 600 pg) puede reducir el riesgo de los TEA en la
descendencia (Schmidt et al., 2012), sin embargo aun no se ha estudiado la relacién
de la suplementacién de varios donadores de metilo en el contexto de autismo o
comportamiento. Debido a esto los modelos animales nos pueden permitir estudiar
con mayor profundidad la influencia de los donadores de metilos en la conducta. Ver
tabla 7.
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Tabla 7. Modelos de dieta suplementada con donadores de metilo

Modelo

Analisis

Resultados

Referencia

Dietas con donadores de metilo/epigenéticas

Ratones hembra ICR
se les administré AV a
dia embrionario 12.5. A

las crias se les trat6
con betaina o solucién

salina.

Prueba de
sociabilidad de 3-
camaras, prueba de
duracién de olfateo,
prueba de
enterramiento de
canicas y prueba de
retirada de la cola.

El tratamiento con betaina
atenud las alteraciones
sociales y el
comportamiento repetitivo
y también normalizé la
sensibilidad nociceptiva.

Huang et
al., 2019

Ratones BTBR
T+Itpr3tf/J hembra
fueron mantenidas con
dieta control y a las
crias se les administro
acido folico por 21 dias
a partir del dia 14
posnatal.

Prueba de campo
abierto, prueba de
acicalamiento,
prueba de
sociabilidad de 3-
camaras, prueba de
enterramiento de
canicas, laberinto de
agua de Morris en
crias

La suplementacién con
acido félico redujo el
comportamiento repetitivo,
mejoro las interacciones
sociales y atenu6 las
alteraciones de memoria y
de aprendizaje espacial.

Zhang et al.,
2019

Ratones hembra BTBR
hembra y C57BL/6
fueron alimentadas con
una dieta CT o
suplementada con
colina durante el
apareamiento,
embarazo y lactancia.

Prueba de campo
abierto, laberinto
elevado, prueba de
enterramiento de
canicas, prueba de
sociabilidad de 3-
camaras en crias.

Crias CT-BTBR tuvieron
mayor actividad
locomotora, alteraciéon
social, incremento de
comportamiento de
entierro y la colina
disminuyé el entierro y
aumento las entradas a
los brazos en el laberinto
elevado.

Langley et
al., 2015

2.6 Analisis fenotipico de comportamiento en modelos de autismo

Para caracterizar el fenotipo de comportamiento similar al autismo en modelos

murinos se utilizan pruebas de comportamiento y existe una gran variedad que se

utilizan para estudiar el autismo. Una de las pruebas mas utilizadas es la de

Sociabilidad de 3-Camaras (S3C) desarrollada por Jacqueline Crawley. La prueba

se lleva a cabo en una arena dividida en tres cAmaras y mide la interaccion entre un

ratén extrafio que se encuentra en una camara o un objeto que se encuentra en otra
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camara. Si el sujeto de estudio decide pasar mas tiempo con el objeto inanimado
significaria la presencia de un comportamiento de déficit social (W6hr & Krach,
2017).

La prueba de campo abierto (CA) se desarrollo inicialmente en 1943 como una
prueba para medir la emocionalidad en roedores, es una de las pruebas mas
utilizadas para medir comportamiento en la psicologia animal. Esta consiste en una
arena encerrada por paredes con suficiente altura para prevenir que el sujeto
escape. Una de las variables a destacar en esta prueba es la distancia recorrida y
la duracién del tiempo estando en la zona central o en la zona periférica de la arena.
Si el ratén pasa la mayor parte del tiempo en la zona periférica significaria una mayor

presencia de ansiedad (Seibenhener & Wooten, 2015).

En individuos con TEA existe una alta prevalencia de desarrollar
comportamientos repetitivos llamados estereotipias motoras. Una de las pruebas
gue mide este comportamiento es la prueba de enterramiento de canicas (EC) que
mide el porcentaje o nUmero de canicas enterradas con relacion a un nimero base
de canicas colocadas en una superficie plana usualmente en una cama de aserrin.
Si el ratdn entierra casi mas del 70% de las canicas significaria un comportamiento
repetitivo, un porcentaje del 40 a 70% indican un comportamiento de enterramiento
normal y menos de este porcentaje, una locomocién reducida o conducta neofébica

(Angoa-Pérez et al., 2013). Ver figura 6.
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(A) (B)

(©)

Figura 6. Pruebas de comportamiento relacionadas al TEA en modelos animales. Prueba de campo abierto.
Esta prueba consiste en evaluar el comportamiento exploratorio, tipo ansiedad y locomocion (A). Prueba de
enterramiento de canicas. Esta prueba consiste en evaluar el comportamiento repetitivo que mide la cantidad
de canicas enterradas en una jaula (B). Prueba de sociabilidad de 3-camaras. Esta prueba consiste en evaluar
el comportamiento social. Se realiza en un aparato de acrilico dividido en 3 camaras donde se colocan
estimulos: en una cadmara lateral se coloca al objeto inanimado y en otra un raton extrafio, luego se deja al raton
que explore las tres cdmaras por 10 minutos (C).
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3. JUSTIFICACION

La obesidad y el sobrepeso resultan de una interaccion compleja entre
multiples factores, incluyendo influencias genéticas, fisiologicas, de comportamiento
y ambientales como una sobrealimentacion (Ramamoorthy et al.,, 2018). La
creciente evidencia sugiere que el entorno perinatal puede ser especialmente
importante en la configuracion de la salud y enfermedad de por vida. Este es un
momento critico para la programacion fetal y, por lo tanto, el estado nutricional
materno durante la gestacion y la lactancia puede determinar la aparicion y

susceptibilidad de enfermedades en la descendencia.

La alimentacion materna es un factor importante en la programacion fetal.
Wolfrum & Peleg-Raibstein. (2018) encontraron que una sobrealimentaciéon materna
con una dieta alta en grasas incrementa el riesgo de desarrollar déficits cognitivos
en la descendencia, lo que afecta procesos de aprendizaje y memoria, ademas
puede facilitar o conducir a un envejecimiento cerebral patolégico en estructuras
como la corteza prefrontal e hipocampo que podrian explicar la aparicion de estos

déficits cognitivos.

La obesidad materna y la diabetes gestacional estan asociadas a cambios
en la metilacion del epigenoma en la descendencia (Hjort et al., 2018; Stevens et
al., 2017). Villamor et al. (2012) encontraron que una ingesta alta de folato se asocia
con una mejor cognicién en nifios, lo cual fue comprobado mediante un test que
mide el lenguaje y la inteligencia. Langley et al. (2015) encontraron que la
suplementacién materna con colina mejora la interaccion social y el comportamiento
tipo ansiedad en un modelo murino de autismo. Estos estudios apoyan la
importancia de la creacion de estrategias nutricionales para la prevencion de

autismo, dentro de estas proponemos a la suplementacion con donadores de metilo.
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4. HIPOTESIS

Una dieta materna de cafeteria durante el periodo perinatal y posnatal genera
alteraciones en la conducta similar a la presentada en los TEA en la descendencia,
asi como cambios en el peso e ingesta en las madres y en la descendencia en un

modelo murino.

La suplementacion con donadores de metilo a la dieta materna durante el
periodo perinatal y posnatal tiene un efecto protector en el desarrollo de esta

conducta similar a los TEA en la descendencia.

41



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion dietética con donadores de metilo en
pruebas de comportamiento, frente a la ingesta materna de una dieta de cafeteria
durante el periodo perinatal y posnatal sobre el desarrollo de conducta similar al

autismo en la descendencia en un modelo murino.

5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la suplementacion con donadores de metilo sobre el

peso corporal y la ingesta en las madres.

2. Evaluar el efecto de la suplementacién materna con donadores de metilo

sobre el peso corporal, ingesta y eficiencia energética en la descendencia.

3. Determinar el efecto de la suplementacion materna con donadores de metilo
sobre el desarrollo de conducta similar al autismo en la descendencia

mediante pruebas de comportamiento.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

Este proyecto fue registrado bajo la clave: SA777-19 ante la Secretaria de
Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecnolégico como parte del: Programa de
Apoyo a la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica de la UANL. El responsable

técnico es el Dr. Heriberto Castro Garcia.

Para la realizacion del presente proyecto y cumplimiento de los objetivos
general y especificos se utiliz6 un modelo experimental de ratones C57BL/6
(Genotipo: Wild Type o WT) en el que se estudio el efecto de la dieta materna de
cafeteria, la dieta con suplementacion dietética con donadores de grupos metilo
(colina, betaina, acido félico y cobalamina) y la combinacién de éstas sobre la
descendencia masculina de ratones madres. En la figura 7 se muestra el diagrama

de flujo general del disefio experimental.

11 semanas de edad

Hembras . Dieta control Dieta cafeteria
C57BL/6 Dieta control + Metilos + Metilos
n= 2 3/grupo

Programacion:
Periodo perinatal

(aclimatacion y
gestacion) y
posnatal (lactancia)

8 semanas de edad

Crias
Macho

G

Pruebas de comportamiento

Dieta control en crias

Figura 7. Diagrama de flujo del disefio experimental. Los ratones hembra se dividieron en 4 grupos dependiendo
de la dieta: Control, Cafeteria, Control + Metilo y Cafeteria + Metilo, la cual se les dio desde el periodo de
aclimatacion, apareamiento y gestacion hasta el periodo de lactancia o periodo posnatal. A las crias macho se
les aliment6 solamente con dieta control y a la semana 8 se les realiz6 las pruebas de comportamiento.
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6.1.1 Ratones hembra madres

El modelo experimental se realizé en 27 ratones C57BL/6 WT hembras de
11 semanas de edad, con un peso aproximado de 21 a 22g, las cuales fueron
proporcionadas por Servicios Cientificos Tecnoldgicos y Comerciales S.A. de C.V.
Tetrarium. Los animales se aclimataron durante 3 semanas en el Centro de
Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) en la Unidad de Apoyo
e Investigacion en Modelos Biologicos dentro del Bioterio. Todos los ratones se
alojaron en cajas de polipropileno en un ambiente de 21 a 22°C con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas.

Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en cuatro grupos (8
ratones hembra por grupo) a los cuales se les administr6 una dieta experimental
diferente durante 9 semanas: control (CT), control + metilos (CT+M), cafeteria (CAF)
y cafeteria + metilos (CAF+M). Las 9 semanas corresponden a los tres periodos de
intervencion: periodo pregestacional, gestacional y posnatal, con duracion de 3

semanas en cada periodo.

Durante la semana 4 experimental se volvié a hacer una distribucion para
tener de 2 a 3 ratones por jaula, posteriormente se colocé un raton macho de la
misma cepa C57BL/6 por jaula para iniciar la fase de apareamiento (1 semana). Al
término de ésta se retird al ratbn macho y continuaron con sus respectivas dietas
durante la gestacién y lactancia. El peso de los ratones se registro tres veces por
semana. Los ratones hembra se sacrificaron a través de una decapitacién con
guillotina mediante una previa sedacién con Clorhidrato de Xilazina, y tras la
diseccion del animal se recolecté la sangre que se almacend 1 hora a 4°C y después
se centrifugd a 1,000g durante 10 minutos para obtener el suero que finalmente se

almaceno a -20°C (figura 8).
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Figura 8. Grafica del disefio experimental. La cepa utilizada sera la C57BL/6, los ratones fueron divididos
aleatoriamente con cuatro tipos de dieta distintos durante la etapa prenatal (6 semanas) y posnatal (3 semanas).
Al finalizar el periodo de lactancia, las crias fueron destetadas y las madres se sacrificaron.

6.2 Dieta experimental

6.2.1 Dieta control
Para la dieta control se utiliz6 Rodent Lab Chow Diet 5001 obtenida por la

compafia LabDiet. Ver tabla8.

Tabla 8. Composicion caldrica de la dieta estandar Rodent Lab Chow 5001

Por cada 100 g kcal %
Energia total 335
Hidratos de carbono 190.95 57
Lipidos 43.55 13
Proteina 100.5 30

(LabDiet, 2021).

6.2.2 Dieta cafeteria
La dieta de cafeteria se elabor6 a base de chocolate liquido, galletas, tocino,

papas fritas, pienso molido y paté de cerdo, en una proporcion 1:1:1:1:1:2,
respectivamente (Sampey et al.,, 2011). Se molieron todos los ingredientes y se

mezclaron para formar una masa homogénea (tabla 9).
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Tabla 9. Composicion caldrica de la dieta cafeteria

Por cada 100 g kcal %
Energia total 372
Hidratos de carbono 145.08 39
Lipidos 182.28 49
Proteina 44.64 12

(Sampey et al. 2011)

6.2.3 Dieta donadores de metilo

El protocolo utilizado para la dosificacion y método de elaboracion de las
dietas suplementadas con donadores de metilo es el descrito por Cordero et al.
(2013); Waterland et al. (2008); Wolff et al. (1998). El protocolo se basa en el peso
del alimento para determinar la dosis de los nutrientes y dentro de éste se ha
demostrado con anterioridad que las dosis utilizadas cambian los patrones de

metilacion de ADN durante el desarrollo del raton.

Se utiliza especificamente &cido folico, cobalamina, betaina y colina, los
cuales se afiaden a la dieta estandar control o la dieta cafeteria y se distribuyen
homogéneamente en la mezcla total del alimento. Todas las dietas se otorgaron ad
libitum. Los donadores de grupos metilo colina (#C7017), betaina (#B3501), &cido
félico (#F7876) y cobalamina (#Vv2876) fueron obtenidos de la comparfia SIGMA-
ALDRICH (tabla 10y 11).

Tabla 10. Composicién calérica de la dieta de cafeteria suplementada con
donadores de metilo

Por cada 100 g kcal %
Energia total 372
Hidratos de carbono 145.08 39
Lipidos 182.28 49
Proteina 44.64 12
Betaina 500*
Colina 537*
Acido félico 0.55*
Cobalamina 0.05*

(Waterland et al. 2008; * mg: miligramos)
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Tabla 11. Composicién caldrica de la dieta estandar Rodent Lab Chow 5001

suplementada con donadores de metilo

Por cada 100 g kcal %
Energia total 335
Hidratos de carbono 190.95 57
Lipidos 43.55 13
Proteina 100.5 30
Betaina 500*
Colina 537*
Acido félico 0.55*
Cobalamina 0.05*

(Waterland et al. 2008; * mg: miligramos

6.2.4 Ratones crias macho

Las crias macho C57BL/6 (n=10 crias/grupo) fueron destetadas a la semana
3 posnatal y continuaron con dieta control hasta la semana 8. Se registro el peso
corporal e ingesta semanalmente. También se calculé la ingesta energética en kcal
partiendo del aporte energético estimado en la tabla 8 y el consumo en gramos
promedio de cada grupo. Ademas se calculé la eficiencia energética para determinar
el efecto de la dieta sobre la ganancia de peso final, la cual se representa como

g/kcal (Grobe, 2017) con la siguiente formula:

Ganancia de peso en un determinado tiempo

EE—
Kcal consumidas en un determinado tiempo

A la semana 8 posnatal las crias macho fueron sometidas a tres pruebas de
comportamiento siguiendo el orden: 1) prueba de campo abierto, 2) sociabilidad de
3-camaras y 3) enterramiento de canicas. Las crias fueron sedadas con Clorhidrato
de Xilazina y posteriormente sacrificadas a la semana 10 por decapitaciéon con
guillotina. Tras la diseccién del animal, se recolectaron muestras de interés y se

almacenaron a -80°C hasta su andlisis (figura 9).
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Figura 9. Gréfica del disefio experimental. Al finalizar el periodo de lactancia, las crias macho fueron destetadas,
luego continuaron con dieta control por 7 semanas y posteriormente se realizé el sacrificio.

6.3 Analisis mediante las pruebas de comportamiento
Las pruebas que se realizaron fueron en crias macho son las siguientes:

prueba de campo abierto, sociabilidad de 3-cAmaras y enterramiento de canicas.

6.3.1 Prueba de campo abierto
El protocolo estd disefiado para medir locomocién, exploracion vy
comportamiento similar a la ansiedad en ratones (Seibenhener & Wooten, 2015).

Esta prueba se analizé por medio de 2 observadores.

Protocolo

1. Para este analisis se us6 una arena llamada campo abierto. La arena mide
50 cm (largo) x 50 cm (ancho) x 38 cm (altura) y estd hecha de acrilico
transparente de alta densidad y no poroso.

2. Se limpié la arena con etanol al 70% antes de usarse y antes de realizar las
pruebas posteriores para eliminar cualquier rastro de olor que haya dejado el

raton anterior. Se permitio que el etanol se evaporara antes de continuar.

48



3.

Para este andlisis, se utilizé el software OMNIALVA, Inc. para registrar y
evaluar los movimientos y desplazamientos del raton.

Se realizaron las pruebas en una habitacion iluminada estandar en un horario
de 9:00 am a 6:00 pm y se utilizé la computadora requerida para ejecutar el

software mediante una cdmara instalada sobre la superficie de la arena.

6.3.2 Prueba de Enterramiento de canicas

El protocolo esta disefiado para medir comportamientos repetitivos y

compulsivos en ratones (Angoa-Pérez et al., 2013). Esta prueba se analizé por

medio de 2 observadores.

Protocolo

1.

Se utilizaron jaulas grandes de acrilico transparente estandar (26 cm x 48 cm
x 20 cm) con tapas ajustadas para la prueba de enterramiento de canicas.
Se agregd material de cama de raton fresco (aserrin) y sin aroma a cada
jaula a una profundidad de 5 cm y se niveld la superficie de la cama de modo
gue quedara completamente plana.

Se colocaron 16 canicas de vidrio de juguete estandar (estilos y colores
iguales de 15 mm de diametro y 5.2 g de peso) con cuidado sobre la
superficie de la cama en 4 filas de 4 canicas.

Se lavaron las canicas con etanol al 70% y se dejaron secar antes de cada
uso.

Se establecieron los cron6metros o temporizadores para la duracién de las
sesiones (30 minutos).

Se colocé un ratdén en una esquina de la jaula que contiene canicas, teniendo
cuidado de colocar el raton sobre la cama lo mas lejos posible de las canicas,
y se coloco la tapa superior en la jaula.

Se suspendid la administracion de los alimentos y el agua durante la prueba.

49



8.

Se retirg al ratén y se regreso a su jaula de casa después de completar la
prueba, teniendo mucho cuidado de no mover o desalojar las canicas en el
proceso de quitar el sujeto de la jaula.

Los observadores empezaron el analisis de enterramiento de canicas.
Determinando que una canica habia sido enterrada si el 70% de su superficie
estaba cubierta por aserrin. Se hizo un conteo del numero de canicas

enterradas para cada raton.

10.Se recuperaron todas las 16 canicas de la cama desechandola

posteriormente.

11.La prueba se realizd en un horario de 9:00 am a 6:00 pm.

12.Una conducta normal de enterramiento contempla del 40% al 70% de las

canicas enterradas, un valor mas elevado sugiere un comportamiento
repetitivo u obsesivo y un valor mas bajo significa una locomocion disminuida

0 un comportamiento neofébico.

6.3.3 Prueba de sociabilidad de 3-camaras

Las interacciones sociales son un componente fundamental y adaptativo en

la biologia de muchas especies. Una variedad de desordenes neuropsiquiatricos es

caracterizada por alteraciones en la conducta social. La prueba de 3-camaras se ha

empleado para estudiar la afiliacion y memoria social. Adaptado de Kaidanovich-

Beilin et al. (2010). Esta prueba se analizé por medio de 2 observadores.

Protocolo

El aparato estaba compuesto por una caja rectangular de tres cAmaras. Cada
camara mide 19 x 45 cm y las paredes divisorias estan hechas de acrilico
transparente, con una seccion central abierta, que permite el acceso libre a
cada camara.

Se usaron dos contenedores idénticos con forma de copa y tapas extraibles

lo suficientemente grandes para sostener un solo raton. Estos se colocaron
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verticalmente dentro del aparato, uno en cada camara lateral y una de ellas
contendra al ratén desconocido. Cada contenedor permitia el intercambio de
aire entre el interior y el exterior del cilindro, pero era lo suficientemente
pequefio como para evitar interacciones fisicas directas entre un animal en
el interior y uno en el exterior.

e La prueba de comportamiento se realizo entre las 9:00 am y las 6:00 pm.

e Lailuminacion general de la sala fue de 650 lux.

e Se utilizd el software OMNIALVA, Inc. para monitorear y registrar los
parametros de observacion y seguimiento.

e Después de cada prueba, se limpiaron todas las camaras con etanol al 70%.

e Los observadores debian de estar al menos 2 metros lejos del aparato y al
finalizar analizaron los videos de cada raton descritos en la sesion Il del

protocolo.

Preparacién del animal

e Se transfirieron todas las jaulas que contenian a los ratones a la sala de
comportamiento 30 minutos antes de que comenzara la prueba.

e Se requerian dos clases de raton para este experimento, una que actuaba
como un animal control, desconocido o "no familiarizado" y otra que era el
sujeto de prueba. Para el raton de control, se usé un ratén del mismo
genotipo (Wild Type C57BL/6), edad (generalmente de 8 a 12 semanas),
sexo (masculino o femenino) y peso, sin contacto previo (no con comparieros

de camada) con el ratén sujeto.

e Previo al inicio de la prueba se aclimaraton a todos los ratones control
desconocidos por 3 dias dentro de la jaula que se utilizaria posteriormente
en la sesién de sociabilidad para que al momento de iniciar las pruebas no
tuvieran un comportamiento neofdbico que perturbara el comportamiento del

raton sujeto de prueba de este proyecto.
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Sesién |: Habituacion

e Se aislaron los compartimentos derecho e izquierdo utilizando las paredes
divisorias.
e Se coloco al raton sujeto en el centro de la cAmara central para la adaptacion.

e Se dejo por un periodo de 10 minutos de habituacion.

Sesion Il: Exploracion

e Se retiraron las paredes entre los compartimentos, para permitir el acceso
libre y que el ratdn sujeto pueda explorar cada una de las tres camaras
vacias.

e Se registro el tiempo que pasaba en cada cdmara, asi como el tiempo que
pasaba inmovil o “congelado” y el tiempo que pasaba acicalandose.

e La duracién de la sesion fue de 10 minutos.

Sesion lll: Sociabilidad

e Se aislo al ratén en la camara central mediante la colocacion de paredes
divisorias para poder colocar las copas de contencién, una llevaba al sujeto
desconocido y la otra estaba vacia (objeto inanimado).

e Se retiraron las paredes divisorias y se dejo al ratén para que explorara e
interactuara libremente.

e Se monitorearon y registraron los siguientes parametros:

o Duracion y numero de contactos directos activos (olfateos) entre el
ratén sujeto y el desconocido o extrafio. EIl contacto entre el ratén
sujeto y la copa de contencion, o el estiramiento del cuerpo del raton
sujeto en un area de 3-5 cm alrededor de la copa, también se cuenta
como un contacto activo.

o Duracién del tiempo de “congelacion” o inmovilidad.

o Duracion del tiempo de acicalamiento.
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o Duracion y numero de entradas a cada compartimento. Se considera
que el ratdn esta en la cAmara cuando la pelvis del raton ha entrado
en la camara.

o Duracion total de la interaccion social y no social.

e La duracién de la sesion fue de 10 minutos.

e Posteriormente se retiraron ambos ratones y jaulas y se procedié a limpiar
con etanol al 70% para continuar con los siguientes ratones desconocidos y

de estudio. Los ratones desconocidos se iban rotando entre cada prueba.

6.5 Tamafio muestral
Teniendo como referencia el articulo de Carlin et al. (2013) se establecié un
namero minimo de 5-6 animales por grupo, sin embargo, por posibilidad de pérdida

0 muerte se emplearon 10 animales por grupo.
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7. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 12. Operacionalizacion de las variables de estudio

Variable

Tipo de variable

Definicion operacional

Unidad de medicion

Dieta de cafeteria

Independiente
cuantitativa

Dieta derivada principalmente de
calorias de carbohidratos y grasas
comparadas con las dietas control.

Esta dieta es la que refleja mas
precisamente la alimentacion con
alta palatabilidad y densamente
energética de la sociedad occidental
(Sampey et al., 2011). La medicion
se realiza registrando la ingesta
diaria ad libitum por ratén por medio
de una balanza analitica.

Dieta
suplementada con
donadores de
grupos metilo

Independiente
cuantitativa

Dieta que ha sido suplementada con
nutrientes, como acido félico,
cobalamina, metionina y colina, para
incrementar los niveles de donadores
de grupos metilo (S-adenosil
metionina) mediante la via de un
carbono. La medicion se realiza
registrando la ingesta diaria ad
libitum por ratén por medio de una
balanza analitica (Shorter et al.,
2015).

Dieta control

Independiente
cuantitativa

La dieta control para roedores forma
parte de la alimentacion regular
compuesta por subproductos
agricolas como trigo molido, maiz o
avena, alfalfa y soya y fuente
proteicas como pescado y aceite
vegetal suplementada con minerales
(Warden & Fisler, 2008). La medicién
se realiza registrando la ingesta
diaria ad libitum por ratén por medio
de una balanza analitica.

Comportamiento
social

Dependiente

Las interacciones sociales son un
componente fundamental y
adaptativo numerosas especies. El
reconocimiento social es critico para
la estructura y estabilidad de las
redes y relaciones que definen las
sociedades. Para los animales, como
los ratones, el reconocimiento de los
con especificos puede ser importante
para mantener la jerarquia social y la
eleccion de pareja. En ratones se
mide por medio de pruebas como la
prueba de sociabilidad de 3-camaras
que toma en cuenta: el tiempo que
pasa socializando con un objeto

-Duracién y nimero
de contactos
directos entre el
raton desconocido.
-Duracion del
tiempo de
“congelaciéon” o
inmovilidad.
-Duracién y nimero
de entradas a cada
compartimento.
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inanimado y con un sujeto extrafio,
asi como el numero de contactos
fisicos directos (Kaidanovich-Beilin et
al., 2010).

Comportamiento
tipo ansiedad

Dependiente

El estrés es un factor
desencadenante de los trastornos
relacionados con la ansiedad, que se
encuentran entre las principales
formas de discapacidad y
enfermedad psiquiatrica en el mundo
moderno. Las pruebas y modelos de
comportamiento basados en
roedores se utilizan ampliamente.
Unas de las pruebas para evaluar
esto es la prueba de campo abierto
gue analiza la ansiedad y locomocion
del raton a través de la latencia de
entrar y pasar tiempo en el centro de
la arena donde es “vulnerable” a
depredadores (Lezak et al., 2017).

-NUmero de veces
gue cruza el centro
de la arena.
-Tiempo que pasa
en el centro.
-Numero de veces
que pasa en las
esquinas.
-Tiempo que pasa
en las esquinas de
la arena.

Comportamiento
repetitivo

Dependiente

El comportamiento repetitivo debe
repetirse a un ritmo relativamente
alto, perseguido de forma invariable
y considerado inapropiado y anormal
en su manifestacion y exhibicién. En
ratones se puede medir a través de
distintas pruebas como la de Auto-
Acicalamiento y Enterramiento de
canicas. Esta ultima consiste en
evaluar la cantidad de canicas que
entierra por 30 minutos (Kim et al.,
2016)

-NUmero de
canicas enterradas.
-Porcentaje de
canicas enterradas.
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8. PLAN DE ANALISIS

Los resultados se presentan como media = el error estandar (MES). El
analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el programa estadistico SPSS version
25.0. Se realiz6 prueba ANOVA de medidas repetidas para analizar los efectos
sobre el peso y la ingesta. Se utilizé una ANOVA de dos factores para analizar el
efecto de la suplementacion materna sobre el comportamiento en la descendencia.
Para estudiar las diferencias individuales entre grupos de experimentacion se utilizo
prueba post hoc de Tukey. Un valor de p<0.05 se considerdé como estadisticamente
significativo. Para graficar los resultados se utilizé el programa GraphPad versién
8.0.
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9. RECURSOS

El proyecto se desarroll6 en las Unidades de Nutricion, Neurometabolismo,

Modelos Biolégicos y Genomica del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias de la Salud (CIDICS).

Equipos

Aparato acrilico para prueba de Campo Abierto.

Aparato acrilico para prueba de Sociabilidad de 3 Cadmaras.
Aparato acrilico para prueba de Enterramiento de canicas.
Cémara de grabacion.

Software de andlisis y videograbacion.

Materiales

Donadores de grupos metilo cobalamina, acido félico, betaina y colina
(Sigma-Aldrich).

Ratones hembra y macho C57BL/6.

Etanol al 70%.

9.1 Financieros
Proyecto financiado por PAICYT SA777-19.

9.2 Humanos

Participaron investigadores de las Unidades antes mencionadas del Centro

de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS), asi como asistentes,

becarios y técnicos de laboratorio.
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10. CONSIDERCIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

El presente proyecto de investigacion se apegd a las condiciones vy
lineamiento de trabajo a llevar a cabo en un laboratorio establecidas por el Comité
Institucional de Bioseguridad del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias
de la Salud (CIDICS) y por el Comité de Bioética en Investigacion en Ciencias de la
Salud de la Universidad Autonoma de Nuevo Leén (COBICIS).

Estos comités se basan en el cumplimiento de tres normas mexicanas: la
“NOM-062-Z00-1999 Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso
de los animales de laboratorio”, en la cual se estipulan disposiciones generales
concernientes al tipo de alimento, tipo y zona de identificacién, espacios de jaulas,
camas/nidos, manejo del animal, entre otras. Otra normativa utilizada es la “Ley
Federal de Sanidad Animal (Reforma 07-06-2012)", que hace referencia a las
medidas zoosanitarias para proteger la vida, salud y bienestar de los animales. La
tercera normativa empleada es la “Ley de proteccion y bienestar animal para la
sustentabilidad del estado de Nuevo Ledn (Reforma 07-06-2012)”, que habla sobre
bienestar, atencidn veterinaria por un Médico Veterinario Zootecnista, métodos de
sacrificio o eutanasia, entre otras. El principio de las 3 Rs: “Reemplazar, Reducir y
Refinar se cumplird en cuanto a la disminucién del sufrimiento y estrés en animales,
asi como el sufrimiento al momento del sacrificio para lo cual se emplearéa el uso de

sedacioén con Clorhidrato de Xilazina.

Durante la estancia en el laboratorio se hizo uso de: bata, guantes, cubre
calzas, cofia, cubrebocas y lentes protectores. Todos los desechos contaminados
con sangre se depositaron en las bolsas rojas. Todos los residuos biologicos se
desecharon en bolsas RPBI (Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos) que luego
se almacenaron en congelacion para luego ser incineradas, segun lo marca la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos

peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.
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11. RESULTADOS

11.1 Ratones C57BL/6 hembras madres

Con el fin de analizar los efectos de la dieta en los ratones hembra se registré
Su peso e ingesta 3 veces a la semana durante el periodo pregestacional,
gestacional y posnatal. Las tablas 13 muestra el peso y la ingesta promedio por
grupos, en la cual se observa que las madres que con dieta CAF (CAF y CAF+M)
presentan mayor peso corporal (p<0.05), asi como mayor ingesta que las madres
con dieta CT (p<0.01), también se observé que las madres con dieta CT+M tuviera
mayor ingesta que las madres CT (p<0.01). La tabla 14 muestra que la ganancia de
peso total fue mayor en los grupos que fueron suplementados los donadores de
metilo que el en grupo CT (p<0.05). También hubo mayor ingesta energética medida
en kcal y mayor eficiencia energética en todos los grupos en comparacion con el
grupo CT (p<0.01).

Tabla 13. Datos basales de peso e ingesta en las madres

Dieta materna Peso corporal (g) Ingesta dietética (Q)
Control 19.14 + 0.3 6.30+£0.2
Cafeteria 22.55 + 0.6* 8.66 + 0.1**
Control + Metilos 21.53+0.4 10.0 £ 0.0**
Cafeteria + Metilos 22.48 + 0.8* 10.0 £ 0.0**

La diferencia entre grupos fue analizada mediante prueba ANOVA de una via y prueba de Tukey como post
hoc. * p < 0.05 (vs CT), ** p < 0.01 (vs CT). n=23/grupo.

Tabla 14. Estado nutricional de las madres en el periodo perinatal y lactancia

Dieta materna Ganancia de peso  Ingesta energética Eficiencia
(9) (Kcal) energética (g/Kcal))

Control 14.33+1.4 518.79 + 4.2 0.02 £ 0.002

Cafeteria 9.20+1.6 39587 +5.8&c¢ 0.02 +£0.003 ¢

Control + 5.19+0.1°2 605.00 + 9.7 &b.d 0.008 + 0.0002 &b
Metilos

Cafeteria + 510+1.4°2 431.79 +10.39 ° 0.01 + 0.003 @

Metilos

La diferencia entre grupos fue analizada mediante prueba ANOVA de una via y prueba de Tukey como post
hoc.ap <0.05(vs CT), b p <0.05 (vs CAF), c p <0.05 (vs CT + M), d p < 0.05 (vs CAF + M). n= 23/grupo.
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11.1.1 Ganancia de peso

Durante el periodo pregestacional se registré el peso durante 3 semanas
incluyendo el peso final antes del periodo de apareamiento. En el periodo
gestacional se registré el peso durante las 2 semanas del apareamiento y las 3
semanas de gestacion y durante el periodo posnatal se registr6 el peso durante las

3 semanas que incluyen el periodo de lactancia hasta el destete de las crias.

Pregestacion Gestacion Lactancia
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Figura 10. Peso corporal de las madres. CT = Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo
y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. Los resultados se expresan como media + MES. El analisis
estadistico se realiz6 mediante prueba ANOVA de medidas repetidas para analizar el efecto tiempo (T), dieta
(D) o efecto interactivo Tiempo X Dieta (TxD). La diferencia entre grupos fue determinada por prueba de Tukey
como post hoc. b p < 0.05 (CT vs CAF); cp <0.05(CTvs CT +M); dp <0.05(CT vs CAF + M). n=23/grupo.

La figura 10 muestra la curva de ganancia de peso corporal durante toda la
vida de las madres. Las semanas 1, 2 y 3 corresponden al periodo pregestacional,
las semanas 4, 5y 6 corresponden al periodo gestacional y las semanas 7, 8y 9
corresponden al periodo posnatal. Durante el periodo pregestacional los grupos
CAF y CAF+M mostraron mayor peso a la semana 1 en comparacion con el grupo
control (p<0.05), este comportamiento fue similar en los datos basales (Tabla 13).
Todos los grupos mostraron un incremento del peso en el periodo pregestacional,
sin llegar a ser estadisticamente significativo. Durante el periodo de lactancia en la
semana 7 el grupo CAF indicé mayor peso respecto al grupo CT (p<0.05). Por otra
parte, los dos grupos suplementados (CT + My CAF + M) tuvieron una disminucion

en el peso corporal a la semana 7 en comparaciéon con el grupo CT (p<0.05).
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11.1.2 Ingesta dietética

Durante el periodo pregestacional se registro la ingesta durante 3 semanas
incluyendo el peso durante el apareamiento. En el periodo gestacional se registro
la ingesta durante las 2 semanas del apareamiento y las 3 semanas de gestacion y
durante el periodo poshatal se registr0 la ingesta durante las 3 semanas que

incluyen el periodo de lactancia hasta el destete de las crias.

Pregestacion Gestacion Lactancia
I | | | d

Ingesta dietética (g)

6 7 8 9

4 5
Semanas
Figura 14. Curva de ingesta dietética durante toda la vida en madres. CT = Control, CAF = Cafeteria, CT+M =
Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. Los resultados se expresan como
media = MES. El analisis estadistico se realizd mediante prueba ANOVA de medidas repetidas para analizar el
efecto tiempo (T), dieta (D) o efecto interactivo Tiempo X Dieta (TxD). La diferencia entre grupos fue determinada
por prueba de Tukey como post hoc. b p < 0.05 (CT vs CAF); ¢ p<0.05 (CT vs CT + M); d p < 0.05 (CT vs CAF
+ M). n=23/grupo.

La figura 14 muestra la curva de la aumento de ingesta durante toda la vida
de los ratones hembra madres. Las semanas 1, 2 y 3 corresponden al periodo
pregestacional, las semanas 4, 5y 6 al periodo gestacional y las semanas 7,8y 9
al periodo posnatal. Todos los grupos tuvieron mayor ingesta durante el periodo
pregestacional en comparacién con el grupo CT (p<0.05). Durante la gestacion el
grupo CT+M tuvo mayor ingesta durante las semanas 4, 5 y 6 comparado con el

grupo CT (p<0.05).
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Durante el periodo de lactancia, todos los grupos indicaron un
comportamiento dietético distinto al grupo CT, en donde se pudo observar una
disminucién en la ingesta respecto al grupo CT en las semanas 8 y 9 (p<0.05).
Ademas, los grupos control (CT+M y CT) mostraron mayor consumo en kcal (605.00
+ 9.7 y 518.79 £ 4.2 respectivamente) en comparacion con el resto de los grupos.
Los grupos CT y CAF presentaron mayor eficiencia energética (0.02 £ 0.002 y 0.02

+ 0.003) comparados con el resto de los grupos.

11.2 Ratones C57BL/6 macho crias

Efecto de la dieta y suplementacibn con donadores de metilo sobre
parametros de peso e ingesta en la descendencia de ratones macho. Se muestran
los parametros obtenidos a lo largo del periodo experimental entre las crias de que
pertenecen a madres del grupo CT, CAF, CT+M y CAF+M. El registro de peso e

ingesta de las crias se realiz6 3 veces a la semana.

11.2.1 Ganancia de peso

El peso en los ratones macho crias se registré a partir del destete en la
semana 3 de vida y hasta la semana 8 de vida. En la figura 15 se muestra la curva
de peso desde la semana 3 hasta la semana 8 de vida. Las crias CAF mostraron
menor peso corporal a las semanas 4 (p<0.05), 5 (p<0.001), 6 (p<0.01), y 7 (p<0.05)

en comparacién al grupo control.

Los dos grupos suplementados (CT + M y CAF + M) indicaron menor peso
corporal respecto al grupo control solo en la semana 3(p<0.05). Sin embargo, al
evaluar la ganancia de peso final los grupos suplementados (CT + M y CAF + M)
presentaron mayores valores, lo que indica que la suplementaciéon materna ejerce
un efecto al incrementar el peso corporal de la descendencia, independientemente
del tipo de dieta aplicada (Tabla 15).
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Figura 15. Peso corporal de las crias macho. CT = Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de
metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. Los resultados se expresan como media £ MES. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante prueba ANOVA de medidas repetidas para analizar el efecto tiempo (T), dieta
(D) o efecto interactivo Tiempo X Dieta (TxD). La diferencia entre grupos fue determinada por prueba de Tukey
como post hoc. b p <0.05 (CT vs CAF); cp<0.05(CTvs CT + M); dp <0.05 (CT vs CAF + M). n= 10/grupo.

11.2.2 Ingesta dietética
La ingesta en los ratones macho crias se registré a partir del destete en la
semana 3 de vida y hasta la semana 8.
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Figura 16. Curva de ingesta dietética de las crias macho. CT = Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control +
donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. Los resultados se expresan como media +
MES. El analisis estadistico se realiz6 mediante prueba ANOVA de medidas repetidas para analizar el efecto
tiempo (T), dieta (D) o efecto interactivo Tiempo X Dieta (TxD). La diferencia entre grupos fue determinada por
prueba de Tukey como post hoc. b p < 0.05 (CT vs CAF); c p <0.05 (CT vs CT + M); d p < 0.05 (CT vs CAF +
M). n= 10/grupo.

63



La figura 16 representa la curva de ingesta dietética durante toda la vida de
los ratones cria machos donde se pueden observar las variaciones entre cada
semana desde la 3 hasta la semana 8 de vida. Las crias CAF presentaron una
menor ingesta respecto al grupo CT en la semana 3 (p < 0.001), 5 (p <0.001), 7 (p
<0.05)y 8 (p <0.01). Las crias CT+M y CAF+M consumieron menos que CT en la
semana 3y 5 (p < 0.05). Aunque las crias del grupo cafeteria consumié menor
cantidad de calorias (81.32 £ 1.0), estos animales presentaron una mayor eficiencia
energética respecto a los grupos CT (p < 0.001) y CT+M (p < 0.01). Ademas, las
crias del grupo CAF+ M presentaron mayor eficiencia energética (0.15 + 0.0) en
comparacién con los grupos CT (p < 0.001) y CT+M (p < 0.01).

Tabla 15. Eficiencia energética en crias macho

Dieta materna Ganan_cia de peso Ingesta energética Ef,ic_iencia
final (g) total (kcal) energética (g/kcal)
Control 13.30+£ 0.3 137.84 + 0.6 0.09 + 0.003
Cafeteria 12.42 +0.6 ©¢ 81.32+1.02¢d 0.15+£0.01%°¢
Control + Metilos 1454 +05° 13258 +4.3° 0.11 +0.01 ¢
Cafeteria + 14.76 £ 0.3 ° 125.15 + 24.7® 0.15+0.02 &¢
Metilos

La diferencia entre grupos fue analizada mediante prueba ANOVA de una via y prueba de Tukey como post
hoc. a p <0.05 (vs CT), b p <0.05 (vs CAF), c p <0.05 (vs CT + M), d p < 0.05 (vs CAF + M). n= 10/grupo

11.2.3 Pruebas de comportamiento

Efecto de la dieta y suplementacion materna sobre el comportamiento similar
al autismo en ratones macho crias a través de 3 pruebas de comportamiento las
cuales son: prueba de sociabilidad de 3-camaras, campo abierto y enterramiento de
canicas que analizan los comportamientos social, tipo ansiedad y repetitivo,

respectivamente. Las pruebas se realizaron durante la semana 8.

64



11.2.4 Prueba de sociabilidad de 3-camaras
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Figura 17. Duracion de la sociabilidad (A), interaccion con el objeto inanimado o interaccién no social (B) y
comparacion entre interacciéon social y no social (C) durante la prueba de sociabilidad de 3-camaras. CT =
Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo.
El analisis estadistico se realizd6 mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta
materna (D), suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacion (DxS). La diferencia
entre grupos fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. n=
10/grupo.

La figura 17 muestra los resultados de la duracién de la interaccién social con
el ratén extrafio y con el objeto inanimado. El grupo cafeteria presenté una menor
sociabilidad (165.42 + 17) con el ratén extrafio (p < 0.05), ademas, se observé una
mayor interaccion con el objeto (135.79 + 17) en comparacioén con el grupo control
(p < 0.01). En este mismo sentido, las crias del grupo CAF+M tuvieron mayor
interaccion con el objeto inanimado (155.60 + 16) comparado con las crias del grupo
control (p < 0.001) indicando que una dieta materna de caferia suplementada o no,
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puede promover una alteracién en el comportamiento, al menos en este parametro.
Por otra parte, el grupo CAF+M presento un incremento en el tiempo utilizado en la
socializacion (239.61 £ 17) con el raton extraiio comparado con el grupo cafeteria
(p < 0.05). Al comparar las dos interacciones (social y no social), todos los grupos
experimentales tuvieron una mayor interaccion significativa (p < 0.001) con el raton

extrafio a excepcion del grupo cafeteria.
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Figura 18. Duracién del tiempo total en la fase de sociabilidad en la cAmara donde se encuentra el raton extrafio
(A) y el objeto inanimado (B). Los resultados se expresan como media + MES. CT = Control, CAF = Cafeteria,
CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. El andlisis estadistico se
realizd mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta materna (D),
suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacion (DxS). La diferencia entre grupos
fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. n= 10/grupo.

En la figura 18 se muestra la duracion total en las camaras donde se
encuentra el raton y donde se encuentra el objeto inanimado durante la fase 3 de
sociabilidad donde ya se encuentran los estimulos en cada camara. Este parametro
mide la duracion en la camara, aunque no haya contactos directos con el estimulo.
Las crias del grupo CAF estuvieron un menor tiempo en la cAmara del raton extrafio
(277.47 + 26) en comparacion con el grupo control (p < 0.05). No se encontré una
diferencia significativa entre los grupos respecto al tiempo que estuvieron en la

camara del objeto.
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Figura 19. Duracion del olfateo al raton (A) y nimero de veces de olfateos (B). Duracién del olfateo al objeto
inanimado (C) y numero de veces de olfateos (D). Los resultados se expresan como media + MES. CT = Control,
CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta materna
(D), suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacion (DxS). La diferencia entre
grupos fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. n= 10/grupo.
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En la figura 19.A se muestra la duracion de los olfateos al ratén extrafio. No
se observo diferencia significativa entre los grupos respecto al tiempo de olfateos al
ratdbn extrafio, sin embargo, las crias del grupo cafeteria presentaron un menor
namero de olfateos al raton extrafio (40.20 + 3.4) comparado con el grupo control
(p < 0.05). Por otra parte, las crias del grupo CAF+M pasaron mayor tiempo
olfateando al objeto (65.50 * 6.6) en comparacion con el resto de los grupos
experimentales (p < 0.001). Finalmente, no se encontrod diferencia significativa en el
namero de olfateos al objeto entre los grupos experimentales. En cuanto al grupo
CT+M también olfate6 menos al objeto en comparacion con CAF+M (p<0.01).
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11.2.5 Prueba de campo abierto
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Figura 20. Distancia recorrida durante la prueba de campo abierto en metros (A), duracion en la zona central
(B) y duracion en la zona periférica (C). Los resultados se expresan como media + MES. CT = Control, CAF =
Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta materna
(D), suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacion (DxS). La diferencia entre
grupos fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001. n= 10/grupo.
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Las crias del grupo cafeteria se mantuvieron menos tiempo (seg) en la zona
central (19.58 £ 3.5) y un mayor tiempo en la zona periférica (580.40 + 3.5) en
comparacion con el grupo control (p < 0.05), lo cual podria ser indicador de un
comportamiento tipo ansiedad (Figura 20). Por otra parte, no se encontré6 una
diferencia significativa respecto al pardmetro de distancia recorrida (m).
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Figura 23. Actividad total durante la prueba en porcentaje (A) e inactividad o congelamiento durante la prueba
en porcentaje (B). Los resultados se expresan como media + MES. CT = Control, CAF = Cafeteria, CT+M =
Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo. El andlisis estadistico se realizd
mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta materna (D), suplementacion
con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacién (DxS). La diferencia entre grupos fue
determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. n= 10/grupo.

Respecto a los porcentajes de actividad o movilidad y de inactividad o
inmovilidad durante la prueba de CA tampoco se reportan resultados que
representen diferencias estadisticamente significativas debido a que los valores son
muy similares, por ejemplo, en la figura 23.A, como también muy variables entre

cada ratén de los diferentes grupos experimentales (23.B).
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Figura 24. Duracion de los alzamientos directos durante la prueba (A), nimero de veces de alzamientos (B) y
duracion de los inclinaciones en la pared de la arena (C). Los resultados se expresan como media + MES. CT
= Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo.
El andlisis estadistico se realizd6 mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta
materna (D), suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacion (DxS). La diferencia
entre grupos fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. n=
10/grupo.
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Durante la prueba de CA se registraron los alzamientos entre cada grupo
experimental (Figura 24). En relacion con el comportamiento tipo ansiedad, las crias
del grupo CT+M presentaron una mayor duracién en los alzamientos en el aire
(127.72 £ 6.0) en comparacion con el grupo control (p < 0.05). Por otra parte, no se
encontr6 diferencia en el ndmero de alzamientos en todos los grupos
experimentales. Las crias de los grupos CT+M y CAF+M, presentaron mayor
duracion en cuanto a las inclinaciones en la pared respecto al grupo control (p <
0.01, p <0.05).
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Figura 25. Duracion de acicalamiento durante la prueba. Los resultados se expresan como media = MES. CT =
Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de metilo.
El analisis estadistico se realizé6 mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de la dieta
materna (D), suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacion (DxS). La diferencia
entre grupos fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001. n=
10/grupo.

En la figura 25 se muestra la duracién del acicalamiento durante la prueba
de CA donde los resultados indican que no hubo ningun valor estadisticamente
significativo entre los grupos experimentales, sefialando que los resultados son muy

parecidos entre si.
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11.2.6 Prueba de enterramiento de canicas
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Figura 26. Porcentaje de canicas enterradas durante la prueba. Los resultados se expresan como media + MES.
CT = Control, CAF = Cafeteria, CT+M = Control + donadores de metilo y CAF+M = Cafeteria + donadores de
metilo. El analisis estadistico se realizé mediante una prueba ANOVA de dos factores para analizar el efecto de
la dieta materna (D), suplementacion con donadores de metilo (S) o dieta materna x suplementacién (DxS). La
diferencia entre grupos fue determinada por prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.001. n=10/grupo.

En la figura 26 se indica el nimero de canicas enterradas durante la prueba
de enterramiento de canicas. Sin embargo, no se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de crias respecto al porcentaje de

canicas enterradas en esta prueba.
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12. DISCUSION

12.1 La dieta de cafeteria y la suplementacion con donadores de
metilo ejercen un efecto sobre el peso y la ingesta

12.1.1 Hembras madres

La alta prevalencia de la obesidad materna y el consumo de una dieta de
cafeteria contribuyen a una serie de complicaciones en la salud, tanto para la madre
como para la descendencia. En el presente estudio, la dieta de cafeteria genera
mayor ganancia de peso corporal, sin embargo, este efecto se ve modificado
cuando se suplementa con donadores de metilo, induciendo una pérdida de peso,
especialmente al final del periodo de lactancia. Es importante indicar que el grupo
control suplementado con donadores de metilo también present6 una reduccién en
la ganancia de peso, lo que podria sugerir que este efecto ocurre con la
suplementacion, independientemente del tipo de dieta.

Por otra parte, se debe considerar que las madres suplementadas tuvieron
una menor ingesta dietética durante el periodo de lactancia, lo que podria estar
contribuyendo a la menor ganancia de peso reflejada en esta etapa. Esta
investigacion incluyé suplementos basados en donadores de metilo, en donde se
incluye la betaina. Referente a lo anterior, estudios en animales han demostrado el
efecto benéfico de la suplementacion con betaina sobre la composicién corporal,
mientras que los resultados de estudios en humanos son controvertidos e
inconsistentes. En este sentido, se ha demostrado que la suplementacion con
betaina oral, reduce el peso corporal y el IMC en comparacién con participantes
tratados con placebo (Grizales et al., 2018).

Sin embargo existen otros estudios que describen efectos diversos sobre el
peso corporal, en base a esto, Jiao et al. (2016) encontraron que la dieta alta en
grasay alta en grasa + metilos afectan el peso corporal de las madres. En el modelo
experimental se utilizaron ratones C57BL7/6 hembras a las cuales se les asign6
cuatro tipos de dieta diferentes: 1) control, 2) alta en grasa, 3) control + metilos, y 4)

alta en grasa + metilos. Las dietas se administraron por 1.5 semanas antes del
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apareamiento y durante la gestacion y la lactancia. Por cada kg de alimento se
utilizaron las siguientes dosis de metilos: 18 mg de acido félico, 1.5 mg de vitamina
Bi2, 18 g de colina, 7.5 mg de metionina, 180 mg de zinc, 15 g de betainay 0.3 g
de genisteina. Los autores encontraron que luego de una semana de exposicion a
la dieta, las madres de dieta alta en grasa y alta en grasa + metilos tuvieron mayor
peso corporal en comparacion con el grupo control. Esto podria sugerir que una
dieta alta en grasa promueve un fenotipo obesogénico a pesar de la adicion de

metilos en las madres.

Carlin et al. (2013) encontraron que una dieta alta en grasa puede tener un
efecto sobre el peso corporal en madres. En el modelo experimental se utilizaron
ratones C57BL/6 hembras las cuales fueron apareadas con ratones DBA/2J y se
mantuvieron en dieta control antes del apareamiento. Luego del apareamiento, a las
madres se les administro diferentes dietas: 1) control, 2) control + metilos, 3) alta en
grasay 4) alta en grasa + metilos. Los metilos utilizados por kg de alimento fueron:
15 g de colina, 15 g de betaina, 15 mg de &cido fdlico, 1.5 mg de cobalamina, 7.5 g
de metionina y 150 mg de zinc. Los autores encontraron que las madres que
consumieron una dieta alta en grasa tuvieron mayor peso al dia 14 y 17 posnatal en
comparacion con los demas grupos. Estos resultados nos indican que este tipo de

dietas si pueden influir en fenotipos de obesidad.

En nuestro modelo experimental se administro la dieta 3 semanas antes del
apareamiento y durante la gestacion y lactancia a diferencia de algunos de los
articulos citados, sin embargo, las dietas son similares y los tipos y las dosis de los
donadores de metilo son iguales a los estudios de Cordero et al. (2013). Las dosis
de metilos son las mismas que se utilizaron en los primeros estudios sobre
epigenética en animales como lo es el estudio de Waterland et al. (2008) donde se
estudian los donadores de metilo para producir cambios epigenéticos en el locus
A% como prevencion transgeneracional de la amplificacion de obesidad en ratones.
En el caso de los articulos anteriormente citados, la suplementacion con metilos no
tuvo un efecto significativo en el peso en comparacion con el grupo control, incluso

adicionados a una dieta alta en grasa no tienen un efecto en la reduccion de peso,

76



sino en el aumento de este de igual manera que la dieta alta en grasa sin
suplementacién como se observé en el estudio de Jiao et al. (2016). Esto nos
sugiere que la dieta alta en grasa tiene un efecto mas notorio en modular el peso de

las madres.

12.1.2 Machos crias

Los resultados del presente estudio muestran que la dieta materna de
cafeteria suplementada con donadores de metilo no reduce la ganancia de peso en
la descendencia al final del experimento en comparacion con el grupo control.
Respecto a la suplementacién con donadores de metilo, varios autores han descrito
efectos diversos de la suplementacién con &cido félico sobre el peso (Ly et al.,
2011). Cho et al. (2013) encontr6 que la suplementacion maternal con acido félico
promueve una mayor ganancia de peso e ingesta de alimentos en crias macho
comparado con un grupo control. En el modelo experimental utilizaron ratas Wistar
hembras y las dividieron en dos grupos con dieta distinta que se les dio durante el
embarazo y lactancia: 1) Dieta AIN-93G con dosis recomendada de &cido folico de
2mg/kg (RV) y 2) Dieta con alta dosis de acido félico (HFol) que contiene 10 veces
mas acido folico que el recomendado (18mg/kg). Y al destete, a las crias de madres
con dieta RV se les siguié dando esa dieta, por otro lado, a las crias de HFol se les
dio dieta RV o dieta HFol. Se encontré que la dieta materna HFol se relacion6 con
mayor ingesta en crias macho, asi como también mayor peso. Los autores sugieren
gue esto apoya la hipotesis de que la suplementacion con folato puede expresar un
fenotipo obesogénico en la descendencia debido a que encontraron una
hipermetilacion de POMC y 5-HTR2A (supresores del apetito) relacionado a una
dieta materna alta en folato (Cho et al., 2013).

Ly et al. (2011) encontraron que una suplementacién con acido félico en las
madres altera el peso corporal de las crias. En el modelo experimental utilizaron
ratas Sprague-Dawley hembras, las dividieron en dos grupos y se les alimenté con
una dieta diferente por tres semanas antes del apareamiento y durante la gestacién
y la lactancia. Las dietas eran: 1) control (2 mg de acido fdlico) y 2) suplementada

(5 mg de acido félico). Al destete, las crias de madres con dieta control se dividieron
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en dos grupos y se les aliment6 con las mismas dos dietas a cada grupo y lo mismo
sucedio con las crias de madres con dieta suplementada. Respecto al peso, la
suplementacién materna con acido folico se relacioné con un incremento en el peso
corporal de las crias al destete en un 13% mas que las crias de madres con dieta
control. En nuestro estudio, de igual manera, se encontrdé que las crias de madres
con dieta CT+M tuvieron un peso corporal elevado, pero no mayor al de las crias de

dieta materna CT.

En contraste con lo encontrado en nuestro estudio, Sie et al. (2013)
encontraron que la suplementacion materna con acido folico disminuye el peso
corporal en las crias. En este estudio se utilizaron ratas Sprague-Dawley hembras
a las cuales durante tres semanas antes del apareamiento y durante la gestacion y
lactancia se les aliment6 con dos dietas diferentes: 1) control (2mg de acido folico y
2) suplementada (5mg de &cido folico). A las crias, luego del destete, se les alimenté
con una dieta control o con una suplementada. Los autores encontraron que las
crias de madres con dieta suplementada pesaron menos que las crias de madres

con dieta control y no hubo efecto en la ingesta.

En nuestro modelo experimental empleamos diversos donadores de metilo
en las dietas maternas, no solo acido félico sino también betaina, colina y vitamina
B1i2 durante el periodo pregestacional, gestacional y posnatal en las madres y no en
las crias. Todos estos metilos y sus dosis se han utilizado previamente en estudios
donde también analizan el efecto del comportamiento en la descendencia como los
estudios de Cordero et al. (2013) y Carlin et al. (2013). Los donadores de metilos
tienen un impacto en la ingesta y peso corporal de la descendencia, mayormente
relacionados a un aumento en estos parametros, aungue no es generalizado este

efecto, ya que Sie et al. (2013) encontraron un resultado opuesto.

En nuestro proyecto encontramos que las crias de dietas con metilos tuvieron
mayor ganancia de peso corporal al finalizar la semana 8, independientemente del
tipo de dieta materna (control o dieta cafeteria), esto puede deberse principalmente
al acido félico, basado en Cho et al. (2013) respecto a cOmo su ingesta en dosis
elevadas puede desarrollar un fenotipo obesogénico. Nuestro estudio emple6 5.5
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mg/kg de dieta, dosis menor a la indicada en este estudio (18 mg/kg), y mayor a la
recomendada (2 mg/kg). Una respuesta a este efecto puede ser debido a la
supresion de péptidos anorexigénicos que podrian ser marcadores de interés para
andlisis posteriores. Sin embargo, al observar el parametro de eficiencia energética
encontramos que la dieta materna de cafeteria (CAF o CAF+M) se relaciona con un
aumento de este valor, una hipétesis puede ser que aunque a las crias CAF
pareciera que se les programé para que no presentaran hiperfagia o un elevado
peso corporal al tener un valor de eficiencia energética mas alto, en un futuro podria
incrementarse la preferencia por el consumo de dietas hipercaléricas, en

consecuencia habria cambios en el peso promoviendo un fenotipo obesogénico.

Por otra parte, nuestro estudio indica que las crias de madres cafeteria
tuvieron menor peso corporal y menor ingesta en comparacion con el grupo control,
en este sentido, Vithayatil et al. (2018) reporté que las crias cafeteria presentaron
menor peso al destete, este patron se mantuvo hasta las 6 semanas de edad incluso
cuando las crias fueron alimentadas con una dieta estandar en comparacion con las
crias de madres control. Los autores sugieren que una dieta obesogénica como la
cafeteria presenta deficiencias nutricionales, lo que afecta el crecimiento fetal de la
descendencia y ademas el crecimiento posnatal de las crias mediante la exposicion
mediante la lactancia materna. Esta dieta tiende a ser alta en grasas y baja en
proteinas, el cual es un nutriente fundamental para disminuir el riesgo de restricciéon
en el crecimiento intrauterino. Una dieta de cafeteria también contiene baja cantidad
de micronutrientes los cuales son necesarios para el crecimiento fetal y desarrollo
neurologico (Vithayathil et al., 2018). Un estudio similar fue el de George et al.
(2019). que reportd una disminucion en el peso al nacer y en la etapa posnatal en
crias macho y hembra de madres alimentadas con una dieta cafeteria durante el
embarazo y la lactancia en comparacion con el grupo control. Probablemente por

una incapacidad en la recuperacion del menor peso al nacer.
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12.2 La dieta materna de cafeteria genera un déficit social en la

descendencia

Teixeira et al. (2020) encontraron que una dieta de cafeteria puede influir en
la sociabilidad. En su modelo experimental utilizaron ratas Wistar hembras a las
cuales durante el periodo de apareamiento y gestacion se les alimento con dieta
estandar. Durante la lactancia, a las madres se les dividio en dos grupos con
diferente dieta: 1) control y 2) cafeteria. Al dia posnatal 21, a las crias se les destetd
y a los machos se les coloc6 en jaulas recibiendo la misma dieta que la madre hasta
la adultez. A las crias se les realizaron diferentes pruebas de comportamiento y 30
minutos antes de cada prueba se les administraba 1.0 ml/kg™ de solucién salina o
risperidona para probar el efecto que ejercia el farmaco en la conducta del animal.
Enfocandonos en el grupo de crias cafeteria + soluciéon salina (crias sin efecto del
farmaco, solo efecto de la dieta) se encontr6 que presentaban menor
comportamiento social, especificamente menor olfateo anogenital hacia otro ratén
extrafio, y también presentaron menor interaccién social en comparaciéon con el
grupo cafeteria + risperidona y control + solucion salina en una prueba de
interaccidn social entre dos ratones del mismo sexo, pero sin parentesco (extrafios).
Esto indica que la dieta por si sola puede tener un efecto significativo en la conducta

social del animal.

Kang et al. (2014) encontraron de manera similar que la dieta influye en la
sociabilidad. En el modelo experimental utilizaron ratones hembra C57BL/6 las
cuales se dividieron en dos grupos con diferente dieta: 1) control (CT) y 2) alta en
grasa (HFD). La dieta se administré6 6 semanas antes del apareamiento y durante
la gestacion, luego durante la lactancia, a un grupo de hembras de cada grupo se
les administro la dieta opuesta, quedan en 4 grupos: CT/CT, HFD/HFD, CT/HFD,
HFD/CT. A las crias se les alimentd con dieta control luego del destete, y
posteriormente a la semana 6, se les realizaron diversas pruebas de
comportamiento. En el estudio se encontr6 que las crias hembra de madres con
dieta HFD/HFD pasaron menor tiempo interactuando con el ratén extrafio en
comparacion con crias CT/CT, pero esto no sucedio en las crias macho. También

encontraron que la crias hembra de madres HFD/CT tuvieron un resultado similar
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al grupo CT/CT en un score de interaccion social en la prueba de sociabilidad de 3-
camaras. Los autores concluyen que una dieta materna obesogénica puede inducir
un estado proinflamatorio en madres similar al modelo MIA y ademas se ven efectos
negativos a nivel cerebral en las crias mas sintomaticas. Unos de estos efectos se
observaron en crias hembra de madres HFD/HFD las cuales presentaron mayores
niveles de IL-18 y TNFa a nivel cerebral, ademas tener una mayor expresion de
Ibal (un marcador de microglia) en la amigdala, la cual esta relacionada con

comportamiento social y de ansiedad.

Buffington et al. (2016) encontraron igualmente que la dieta alta en grasa
materna puede afectar el comportamiento social de la descendencia. Para el modelo
experimental utilizaron ratones C57BL/6 hembras a las cuales se les dio una dieta
control (CT) o una dieta alta en grasa (HFD) durante 8 semanas antes del
apareamiento, gestacion y lactancia, al momento del destete a todas las crias se les
aliment6 con dieta control y a las 4 semanas de vida se les realizaron diferentes
pruebas de comportamiento. Los autores encontraron que las crias de madres con
dieta HFD tuvieron menor duracién de la interaccion social y de contactos sociales,
ademas de no mostrar preferencia de novedad social en la prueba de sociabilidad
de 3-camaras. Uno de los factores involucrados en un marcado déficit social en este
grupo de crias es la microbiota, los autores detectaron una diversidad reducida y
una diferencia en las comunidades microbianas intestinales en comparacion con las
crias de madre con dieta control. Aunado a esto, también encontraron que si
colocaban a las crias HFD con crias CT luego del destete, éstas presentaban una
interaccién reciproca social normal debido a que los ratones presentan coprofagia
como comportamiento habitual y por consiguiente al ingerir las heces de ratones
CT, los ratones HFD mejoraron la sintomatologia y ademas se corrigieron las
alteraciones en las comunidades microbianas, un claro ejemplo de la posible
eficacia del trasplante fecal para mejorar condiciones de salud y la importancia del

eje intestino-microbiota-cerebro.
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Veniaminova et al. (2017) hallaron también un efecto de alto impacto en la
conducta relacionado al consumo de una dieta obesogénica. En el modelo
experimental se utilizaron ratones hembra C57BL/6 a las cuales se les dio una dieta
control o una dieta Western alta en grasa y carbohidratos por 3 semanas. A un grupo
de estos ratones se les sometié a pruebas de sociabilidad directamente y no a las
crias, en este estudio no se analiza una programacion fetal. Las hembras que
consumieron la dieta Western presentaron mayor numero de comportamiento
“solitarios” como menor duracion de reunirse en grupo y mayor duracién de sentarse
en solitario en la prueba de interaccion social y comportamiento solitario entre un
grupo de ratones del mismo grupo. Lo cual concluye en cdmo esta dieta se relaciona

con un comportamiento de evasion social.

En nuestro modelo, la dieta se administré durante el periodo pregestacional,
gestacional y posnatal (lactancia) en las madres ratones solamente y no durante la
vida posterior de las crias o interrumpiendo uno de los periodos antes mencionados.
Independientemente del periodo en que se administran las dietas, se puede ejercer
un notorio efecto negativo en la conducta social, aunque los mecanismos
subyacentes no han sido elucidados aun. Como lo comenta Kang et al. (2014) y
Maldonado et al. (2019), una dieta materna obesogénica, como la dieta de cafeteria
o la dieta alta en grasa, puede ser altamente comparable con los modelos de
autismo de MIA en donde se muestra un estado proinflamatorio importante en la
madre y, por consiguiente, un efecto negativo en la sintomatologia de la

descendencia y en este caso, incidir en la conducta social.

También se ha encontrado que una dieta materna alta en grasa se relaciona
con cambios en el epigenoma, un ejemplo de esto son las modificaciones en la
estructura de la cromatina en la descendencia como la alteracion en la expresiéon de
la desacetilasa de histona 1 (HDACL1), la cual, en su forma codificada a proteina, se
encontraba depletada en crias de madres con una dieta alta en grasa (Aagaard-
Tillery et al., 2008).
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Encontramos que las crias de madres CAF tuvieron menor duracion de la
sociabilidad con un raton extrafio, menor duracion en la camara del ratén extrafio y
mayor interaccion con el objeto inanimado en comparacién con el grupo CT en la
prueba de sociabilidad de 3-camaras. También indicamos que las crias CAF
olfatearon menor nimero de veces al ratdn extrafio similar a lo encontrado en los
estudios previamente citados. Sin embargo, pudimos encontrar que las crias
CAF+M presentaron una preferencia por el objeto inanimado en ciertos parametros
como mayor duracion de la interaccion con el objeto inanimado y mayor duracion y
namero de veces de olfateos al objeto en comparacion con el grupo CT. Esto
sugiere que, si bien la dieta de cafeteria por si sola o suplementada puede tener un
efecto negativo significativo en la sociabilidad, su efecto es mas notorio cuando se
administra sola, como se analiza en el siguiente apartado, la suplementacién con

donadores de metilo puede mejorar la sociabilidad.

12.3 La suplementacion materna con donadores de metilo frente a

una dieta de cafeteria normaliza la interaccion social en la

descendencia

Actualmente no existe algun estudio que analice la suplementacién de
donadores de metilo frente a una dieta de cafeteria y su relacion con el
comportamiento social, no obstante, Orenbuch et al. (2019) encontraron que una
suplementacibn materna con donadores de metilo puede proteger a la
descendencia de presentar comportamientos similares a autismo. Para el modelo
experimental utilizaron ratones Balb/cANNCrIBR wild type (WT) y ratones knock-out
Mthfr hembras. Se dividieron en 5 grupos: grupo 1) crias WT nacidas de madres WT
con dieta control. Grupo 2) crias WT nacidas de madres Mthfr+/- con dieta control,
grupo 3) crias Mthfr+/- nacidas de madres Mthfr+/- con dieta control. Los grupos 4
y 5 fueron similares al grupo 3 excepto que las dietas estaban enriquecidas con
donadores de metilo. Al grupo 4 se le dio la dieta durante el periodo pregestacional
y gestacional y al grupo 5 se le dio dieta control hasta la gestacion y dieta

enriguecida durante la lactancia. El enriquecimiento consistia en 9mg/ml de acido
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félico, 2% de betaina y 2% de colina disueltos en el agua del biberén. A los 3 meses
a todas las crias se les someti6 a diversas pruebas de comportamiento. Los autores
encontraron que las crias de madres Mthfr+/- que fueron alimentadas con dieta
prenatal con donadores de metilo presentaron mayor nimero de comportamientos
sociales medidos por la prueba de sociabilidad de 3-camaras en comparacion con

los grupos Mthfr+/- con dieta control.

Zhang et al. (2019) también encontraron un efecto positivo de la
suplementacion de acido folico en sociabilidad en un modelo de autismo. En su
modelo experimental utilizaron ratones BTBR o C57BL/6 hembras. A un grupo de
ratones BTBR crias macho se les administr6 por via oral acido félico a una
concentracion de 0.2 mg/kg/dia disuelto en agua desionizada por 21 dias
consecutivos a partir del dia 14 posnatal. Luego de esto, se les asigno a diferentes
pruebas de comportamiento de manera aleatoria durante el dia posnatal 35 a 42.
Los autores encontraron que las crias de madres BTBR presentaron una reduccion
en la duracién de interacciones sociales en comparacién con las crias C57BL//6.
Sin embargo, las crias BTBR a las que se les administr6 &cido félico posnatalmente,
presentaron una mayor duracién de interaccién social con el raton extrafio y mayor
duracion en la jaula donde se encontraba este animal. Ademas de esto encontraron
que el tratamiento con &cido folico disminuyd los niveles de marcadores de
inflamacion en los ratones BTBR (GFAP, Iba-1 y TNFa, IL-18, IL-18 e IL-6) en el
hipocampo y atenué el estrés oxidativo cerebral al regular a la alza las enzimas
GSH, GSH-PX y SOD en comparacién con crias BTBR sin tratamiento. Estos
resultados sugieren que la suplementacion con esta vitamina puede mejorar la

sociabilidad incluso en un modelo genético de autismo.

Huang et al. (2019) encontraron que otro donador de grupos metilo, la
betaina, también puede influir en la atenuacion de efectos en el comportamiento en
un modelo de autismo. En el modelo experimental utilizaron ratones ICR hembras
bajo una dieta control a las cuales, luego del inicio de la gestacion durante el dia
embrionario 12.5 se les administr6 500 mg/kg de acido valproico (AV) o solucién

salina. A las crias se les siguié dando la dieta control durante la vida posterior hasta
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la semana 8 de vida donde se seleccion6 un subgrupo de ratones de cada grupo de
crias de diferente tratamiento materno a las que se les administro betaina a distintas
concentraciones mediante una inyeccioén, las dosis fueron: 0, 40, 80 y 160 umol/kg
de peso. Luego fueron sometidos a diferentes pruebas de comportamiento. Los
autores encontraron que las crias AV con administracion de betaina (80 y 160
pumol/kg) atenud la reduccion en la duracién de olfateo a un ratdn extrafio que
presentaban las crias AV sin administracion de betaina. También los ratones
tratados mostraron una atenuacion en el déficit social que presentaron los ratones
AV no tratados, especificamente pasaron mayor tiempo interactuando con el ratén

extrafio que con el objeto inanimado en la prueba de sociabilidad de 3-camaras.

Langley et al. (2015) también hallaron la importancia de la suplementacion
de un donador de metilo (colina) en la sociabilidad en un modelo de autismo. En el
modelo experimental utilizaron ratones BTBR T + Itpr3tf/J y C57BL/6 hembras. Los
ratones de cada cepa se dividieron en dos grupos con dieta control o con dieta
suplementada con colina. La dieta control contenia 8 mmol/kg de colina y la dieta
suplementada 36 mmol/kg y se les administré desde el inicio del apareamiento hasta
la lactancia (hasta el dia posnatal 21). A las crias se les destetd y se les asign6 una
dieta control y al dia posnatal 33-36 (adolescencia) se les sometio a diferentes
pruebas de comportamiento. Los autores encontraron que las crias de madres
BTBR control pasaron mas tiempo en la camara del objeto inanimado en
comparacion con la cAmara del ratén extrafio, también tuvieron una corta duraciéon
interactuando con el raton extrafio, en cambio los ratones crias de madres BTBR
suplementadas con colina tuvieron resultados similares a los del grupo control
C57BL/6 caracterizado por mayor sociabilidad y duracién en la cAmara del raton

extrafio, mostrando que la suplementacion con colina normaliza el déficit social.

Los estudios antes citados en este apartado nos indican que la
suplementacién con un solo donador de metilo puede mejorar la sociabilidad en la
descendencia de madres como lo muestra Orenbuch et al. (2019) y Zhang et al.
(2019) con el acido félico, Huang et al. (2019) con la betaina y Langley et al. (2015)

con la colina, los cuales son metilos que utilizamos en las dietas experimentales,
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aparte de la cobalamina, de la cual aiin no hay informacién sobre la influencia en la
sociabilidad, pero hipotetizamos que de igual manera podria mejorar la conducta
social debido que también es una parte clave dentro del ciclo de un carbono.
Estudios genémicos han descubierto variantes de un solo nucle6tido y variantes en
namero de copias en ~100 genes y loci que estan relacionados al autismo y la
mayoria caen en dos clases funcionales: 1) genes que codifican proteinas
directamente implicadas en el desarrollo y funcion de sinapsis y 2) genes que
codifican enzimas o proteinas de regulacion de la cromatina y maquinaria

epigenética (De Rubeis et al., 2014; Tremblay & Jiang, 2019).

Diversas estructuras cerebrales han sido identificadas por su papel en la
conducta social y algunas de ellas se han relacionado en el comportamiento en
autismo como la corteza orbitofrontal, amigdala, cortex de cingulo anterior y surco
temporal superior, entre otras (Gordillo et al., 2019) y las cuales son de interés para
estudiar en un futuro. En cuanto a los resultados que obtuvimos en nuestro modelo
experimental encontramos que la suplementacion materna con donadores de metilo
promovié una normalizacion de la sociabilidad en la descendencia ante la dieta CAF,
en comparacion con las crias de madres con dieta CAF sin suplementar que

presentaron un déficit social significativo.

12.4 La suplementacion materna con donadores de metilo

promueve un incremento en la ansiedad en la descendencia

Ryan et al. (2018) encontraron que una dieta paterna rica en donadores de
metilo puede alterar la cognicion en las crias macho. En el modelo experimental
utilizaron ratones C57BL/6 machos los cuales, luego de la aclimatacion, fueron
asignados aleatoriamente a dos grupos: 1) grupo con dieta control y 2) grupo con
dieta suplementada con donadores de metilo. La dieta suplementada contenia por
cada kg: 7.5 g de metionina, 15 g de colina, 15 g de betaina, 15 mg de acido fdlico,
1.5 mg de vitamina Bi2 y 150 mg de zinc. Luego de 6 semanas de alimentacion con
las dietas, a los machos se les apare6 con ratones hembra 129S6/SvEv y a las crias

de estos grupos se les denominé F1. Las crias en edad adulta fueron sometidas a
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diferentes pruebas de comportamiento. Los autores encontraron que las crias F1 de
dieta suplementada no presentaron una diferencia estadisticamente significativa en
la distancia recorrida, alzamientos y duracion en la zona central en comparacion con
crias control. Mostrando que la suplementacion no tuvo efecto en estos parametros
medidos en la prueba de campo abierto. Sin embargo, un efecto importante que se
encontré en crias con dieta paterna suplementada fue una disminucion en el
aprendizaje espacial caracterizada por mayor ocupacion y valores de cruzamiento
entre cuadrantes en la prueba del laberinto de agua de Morris. También se encontr
que las crias de dieta paterna suplementada tenian alteraciones en la expresion de
genes en hipocampo, una region del cerebro encargada del aprendizaje y la
memoria, especificamente de Mat2 encargado de catalizar la produccion de SAM.
Una reduccién compensatoria de su expresion podria tener como finalidad reducir
la biosintesis de SAM bajo condiciones de disponibilidad aumentada de donadores
de metilo e influir en los patrones de metilacion hipocampal. Ademas, encontraron

gue un exceso de donadores de metilo puede producir alteraciones sinapticas.

Barua et al. (2014) encontraron que un incremento de la ingesta materna de
acido folico podia modificar el comportamiento de la descendencia. En el modelo
experimental utilizaron ratones C57BL7/6 hembras a las cuales a partir de 1 semana
antes del apareamiento se les alimenté con diferentes dietas. El grupo control
consumio una dieta estandar que contenia 0.4 mg/kg de dieta de &cido félico (FR)
mientras que el grupo suplementado consumié una dieta estandar adicionada con
4 mg/kg de acido folico (FA). La dosis fue asignada en base a la recomendacién de
ingesta 10 veces mayor de acido félico durante el embarazo en humanos. Al dia
posnatal 2, 4 y 6, las crias se sometieron a una prueba de vocalizaciones
ultrasénicas y posteriormente al mes 2 y 7 de edad se les realizaron otras pruebas
de comportamiento. Las crias siguieron consumiendo la misma dieta que sus
respectivas madres. Los autores encontraron que las crias FA tuvieron una mayor
duracion de llamado, notando que se fue incrementando con el paso de los dias en
la prueba de vocalizaciones ultrasénicas. Crias macho FA también mostraron un
aumento en la hiperactividad al inicio de la prueba de campo abierto y también

recorrieron mayor distancia que las crias FR. Estos cambios en el comportamiento
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pueden deberse a la modificacion en la expresidon de diferentes genes implicados
en la liberacion de neurotransmisores y en la plasticidad sinaptica. Por ejemplo, el
gen Htr4 cuya expresion se encontraba regulada a la baja en ratones crias FA 'y el
cual se ha relacionado al desarrollo de trastornos neurolégicos. Los autores
concluyen que el &cido félico ha mostrado beneficios en diversos estudios, pero es
muy importante regular la dosis y el tiempo en que se suplementa para no generar

efectos adversos.

Yadon et al. (2019) encontraron que una dieta alta en donadores de metilo
puede modular el comportamiento. Para el modelo experimental utilizaron ratones
de playa “Peromyscus polinotus” hembras y machos a los cuales mantuvieron en
pareja para el apareamiento y les administraron una dieta control estandar (0 g de
betaina, 2.5 g de colina, 0.0027 mg de acido félico y 0.051 de cobalamina por cada
kg de dieta) o una dieta suplementada con metilos (5 g de betaina, 7.97 g de colina,
0.0043 mg de acido folico y 0.53 mg de cobalamina por kg de dieta). Una vez
realizado el destete, a las crias se les mantuvo en la misma dieta que sus padres
hasta los 4 meses de edad. Los autores no encontraron un efecto directo en el
comportamiento tipo ansiedad en crias de padres con dieta suplementada. Sin
embargo, encontraron altos niveles de cortisol en estas crias macho, lo cual se ha
relacionado a comportamientos tipo ansiedad, comportamientos repetitivos y
disminucién de sociabilidad.

La microbiota intestinal también puede ser un factor que pudiera estar
modulando el comportamiento tipo ansiedad como se ha encontrado en el estudio
de Miousse et al. (2017) donde la suplementacibn con metionina alterd la
composicién de la microbiota. Actualmente no hay un estudio que analice el efecto
de la suplementacion materna con donadores de metilo a una dieta control o
cafeteria y su relacion con indicadores de ansiedad en pruebas de comportamiento.
Nuestro proyecto es el primero en encontrar una relacion entre algunos parametros
como alzamientos e inclinaciones en pared en el contexto de comportamiento
relacionado a la ansiedad y exploracion, y la suplementacion con donadores de

metilo. Al igual que Ryan et al. (2018), no encontramos diferencia en la distancia
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recorrida y la duracion en la zona central de la arena en la prueba de campo abierto
en ratones con suplementacion materna con donadores de metilo. Aunque nosotros
no evaluamos el aprendizaje espacial o memoria en nuestro modelo, este estudio
nos indica que los donadores de metilo pueden tener un efecto adverso a nivel
cerebral en las crias dependiendo de la dosis, sin embargo, este estudio muestra
los efectos de la suplementacion en los padres y no en las madres, razon por la cual

pudieron haber encontrado otros resultados distintos a los que obtuvimos.

En cuanto al estudio de Barua et al. (2014) se encontrd que los ratones crias
con suplementacion materna y posnatal con alta dosis de acido félico tuvieron una
mayor locomocion en la prueba de campo abierto, nosotros no encontramos un
efecto significativo en este pardmetro en ratones CT+M o CAF+M. Los autores
también encontraron que estas crias con altas dosis de &cido félico presentaron una
mayor duracion de las vocalizaciones ultrasonicas, la cual se ha relacionado con
ansiedad en las crias que se traduce con un mayor numero/intensidad de los
llamados ante la separacion de la madre en dias posnatales tempranos (Schwarting
& Woéhr, 2012).

En nuestro modelo encontramos otros pardmetros concernientes a la
ansiedad, los alzamientos, siendo las crias CT+M las que tuvieron un mayor nimero
de éstos, y las inclinaciones a la pared, siendo las crias CT+M y CAF+M las que
tuvieron una mayor duracion en comparacion con los demas grupos. La amigdala y
el hipocampo son regiones cerebrales que estan involucradas en el comportamiento
de ansiedad y se relacionan con diversos trastornos neuropsiquiatricos
(Vonderwalde, 2019). Nosotros hipotetizamos que la suplementacién con
donadores de metilo ejercidé una disminucion en la expresion de DNMT en estas

regiones y, por consiguiente, una alteracién en el comportamiento.

Algunas de las limitaciones de nuestro modelo es la cantidad de sujetos de
estudio empleados en cada grupo, principalmente en madres, lo cual da mayor
validez estadistica. Otra limitacion es el empleo de solamente tres pruebas de

comportamiento para sustentar un modelo similar al autismo.
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13. CONCLUSIONES

La dieta de cafeteria promueve una disminucion en el peso corporal y en la
ingesta de alimentos en la descendencia, lo que sugiere que esta dieta no afecto

la programacién de un fenotipo obesogénico durante la etapa temprana.

La dieta de cafeteria provocd un aumento en la eficiencia energética de la
descendencia, lo que podria sugerir alteraciones en cuanto a la composicion

corporal en etapas tardias al alterarse el metabolismo basal.

La dieta de cafeteria materna por si sola o suplementada ejerce un efecto

negativo en la sociabilidad de la descendencia.

La suplementacion materna con donadores de metilo promueve una

normalizacion de la sociabilidad en la descendencia ante una dieta de cafeteria.

La suplementacion materna con donadores de metilo promueve un
comportamiento tipo ansiedad en crias macho, lo cual sugiere establecer una

mejor regulacion en la dosis y el tiempo de exposicion a dicha suplementacion.
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