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RESUMEN

Introduccion: La prevalencia de obesidad en mujeres en edad reproductiva ha
ido en aumento a causa de dietas altas en grasas, provocando un mayor riesgo
de desarrollar patologias durante el embarazo. Esta ganancia de peso conlleva
a una alteracion en el desarrollo de los 6rganos y del cerebro de la descendencia,
alterando el neurodesarrollo cognitivo, neural y motor, desde el nacimiento del
feto hasta su muerte. La galanina (GAL) a nivel plasmético es un biomarcador
gue ha sido utilizado para medir la gravedad de enfermedades neuropsiquiatricas
(regulacién del estado de animo y comportamiento), debido a que actia como un
neuromodulador.

Objetivo: Evaluar el efecto de la ingesta materna de una dieta de cafeteria y su
efecto sobre el comportamiento tipo autista en la descendencia macho en un
modelo murino.

Materiales y métodos: Se analizaron los niveles circulantes de GAL en el suero
de la descendencia macho del modelo murino C57BL6, con dieta materna tipo
cafeteria; CT (Grupo control, n=7); CAF (Grupo cafeteria, n=8). Este analisis se
realizdO mediante la técnica de ELISA de captura y posteriormente se estudio el
efecto de la ingesta materna sobre los niveles de GAL en las pruebas de
comportamiento.

Resultados: Se mostr6 una diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de GAL entre el grupo control (305.36 + 53.62 pg/mL) comparado con el
grupo cafeteria (72.48 + 11.32 pg/mL) (p<0.05 t de student). Comportamiento tipo
social (Prueba de 3 camaras): El andlisis de correlacion entre los niveles de GAL
con las pruebas de sociabilidad, interaccién con objeto extrafio, tiempo en camara
del raton y olfateo no indic6 una asociacion estadisticamente significativa
(Correlacion Rho de Spearman). Comportamiento tipo ansiedad (Prueba de
campo abierto): No se encontrd6 asociacion estadisticamente significativa
(Correlacion Rho de Spearman) entre los niveles de GAL y pruebas que evallan
el comportamiento tipo ansiedad (Tiempo en el centro de la camara (Seg) y
tiempo en la zona periférica (Seq)).

Conclusion: Los niveles bajos de GAL sérica reportados en el grupo cafateria,
podrian estar relacionados con el estado de maduréz peptidérgico de esta
hormona. Por otra parte, no se encontré asociacion entre los niveles de GAL
circulante con las pruebas de comportamiento, es posible que un mecanismo
distinto al de la GAL en periferia, pudiera estar siendo modificado.
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ABSTRACT

Introduction: The prevalence of obesity in women of reproductive age has been
increasing due to high-fat diets, causing an increased risk of developing
pathologies during pregnancy. This weight gain leads to an alteration in the
development of the organs and the brain of the offspring, altering the cognitive,
neural and motor neurodevelopment, from the birth of the fetus until its death.
Galanin (GAL) at the plasma level is a biomarker that has been used to measure
the severity of neuropsychiatric diseases (regulation of mood and behavior), since
it acts as a neuromodulator.

Objective:To assess the effect of a maternal cafeteria diet on galanin in autism-
like behavioral tests in the male offspring of a mouse model.

Materials and methods: Circulating GAL levels were analyzed in sleep in male
offspring of the C57BL6 murine model. This analysis was performed using the
ELISA technique (sandwich type) and the effect of maternal intake on GAL levels
in behavioral tests was subsequently studied.

Results:A statistically significant difference was shown in galanin levels between
the control group (305.36 + 53.62 pg/mL) compared to the cafeteria group (72.48
+ 11.32 pg/mL) (p<0.05 student's t). Social-type behavior (3-chamber test):
Correlation analysis between galanin levels with tests of sociability, foreign object
interaction, mouse chamber time, and sniffing did not indicate a statistically
significant association (Spearman's Rho Correlation). Anxiety-like behavior (Open
field test): No statistically significant association was found (Spearman’'s Rho
Correlation) between galanin levels and tests that evaluate anxiety-like behavior
(Time in the center of the chamber (Sec) and time in the peripheral zone (Sec)).

Conclusions: The low levels of galanin reported in the coffee group could be
related to the state of peptidergic maturity of this hormone. On the other hand, no
association was found between circulating galanin levels and behavioral tests; it
is possible that a mechanism other than galanin in the periphery could be
modified.
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INTRODUCCION
En los dltimos afios se ha visto un incremento de casos de personas con trastorno

del espectro autista (TEA), al igual que un incremento de obesidad a nivel global
(Fombonne, 2018). Estas cifras se encuentran con un mayor crecimiento en la
poblaciéon de mujeres en edad reproductiva, lo cual es preocupante debido al gran
impacto que hay en la programacion materna hacia la descendencia. Durante la
gestacion, el rapido crecimiento y la plasticidad hacen que el cerebro sea sensible
a los efectos de factores ambientales que pueden conferir ventajas adaptativas o
vulnerabilidad duradera. Los fetos estdn expuestos a muchos factores
ambientales que pueden influir en su desarrollo, especialmente durante las
primeras semanas de gestacion, por lo tanto, una desregulacion del entorno de
la vida temprana puede aumentar el riesgo del feto de una variedad de trastornos
psiquiatricos como: autismo, ansiedad, depresion y déficit social (Casey et al.,
2022; Knuesel et al., 2014; Maher et al., 2020; Uddin et al., 2020)

La dieta de cafeteria (CAF) es utilizada en diversos estudios con modelos
animales por ser lo mas cercano a una dieta occidental, simulando la alimentacion
gue tiene el humano hoy en dia. El impacto de la sobre nutricion deuna dieta rica
en grasas durante el embarazo y lactancia, tiene tal impacto que es considerado
como “programacion incorrecta”. La nutricion materna tiene efectos a largo plazo
en el fenotipo de la descendencia, como cambios de morfologia y fisiologia, los
cuales podrian generar una alteracion en el comportamiento. Dentro de los
cambios fisiolégicos podemos encontrar a la GAL,la cual es un neuropéptido que
se ha asociado con la regulacion de diversas patologias y trastornos
neuropsiquiatricos, como la depresion. Ademas, esta involucrada en el control del

estado de animo en donde se incluye la ansiedad (Saad et al., 2021).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad materna es un problema de salud publica que se caracteriza como
una condicién inflamatoria sistémica, capaz de programar la inflamacion en la
descendencia a largo plazo desde la primera etapa de vida (Bilbo & Tsang, 2010;
Rivera et al., 2015). En este sentido, la inflamacion placentaria crénica y la
estimulacion de la respuesta inmune innata de la placenta pueden ser un vinculo
importante entre la obesidad materna y los resultados del desarrollo neuroldgico
fetal (Shook et al., 2020)

Diversos factores prenatales maternos forman parte de la etiologia de diversas
disfunciones estructurales y de comportamiento en la descendencia, aumentando
el riesgo de desarrollar trastornos del espectro autista (Lyall et al., 2013). Una
sobrealimentacion materna con dieta tipo cafeteria, tiene como consecuencia una
alteracion de niveles circulantes de hormonas, factores de crecimiento, citoquinas
y mediadores inflamatorios (Kelly et al., 2020). Ademas, el impacto de la obesidad
materna y el consumo de una dieta tipo cafeteria, se encuentra asociado con
trastornos del neurodesarrollo en la descendencia y el comportamiento similar a
la ansiedad de manera multigeneracional (Fusco et al., 2019). En este sentido,
una sobrealimentacion con este tipo de dieta expone a la descendencia a una
mayor susceptibilidad a mostrar anomalias metabdlicas y conductuales
relacionadas con TEA (Cardenas-Tueme et al., 2020). En relacién a lo anterior,
se han descrito diversos neurotransmisores como reguladores del
comportamiento, entre ellos la GAL, incluso se ha visto una asociacién con el

estrés y la ansiedad (relacionados con TEA) (Spkov et al., 2017).

En base a estos estudios, se apoya la importancia de evaluar el efecto de una
sobrealimentacién materna sobre el nivel de neuropéptidos como la GAL en la
descendencia. Ademas, se considera importante evaluar la asociacion de dicho
neuropéptido con pruebas de comportamiento social y de ansiedad. Este analisis
podria generar nuevas vias de estudio relacionadas con los sintomas del TEA
(Lalanza & Snoeren, 2021).

13



2. ANTECEDENTES
2.1  Sobrealimentacion
La obesidad se define como la acumulacion excesiva o distribucién anormal de
grasa corporal (Mayoral et al., 2020). En los ultimos afios la prevalencia de
obesidad alrededor del mundo ha ido en aumento hasta convertirse en un
problema de salud publica a nivel mundial. En el caso de mujeres embarazadas
con obesidad (IMC >30 kg/m?) debido a una mala nutricién se han registrado 39

millones en el mundo (Bordeleau et al., 2021; Mayoral et al., 2020).

La obesidad entre las mujeres en edad reproductiva se encuentra asociada con
la transmision intergeneracional de obesidad entre madre e hijo. Por lo tanto, es
importante sefalar el incremento de obesidad antes del embarazo (Figura 1)
(Tauqgeer et al., 2018).

40.2

Mujeres Hombres

M Sobrepeso M Obesidad

Figura 1. Porcentaje de poblacion de 20 afios y mas de edad con sobrepeso y
obesidad, por sexo (2018). En 2018, un mayor porcentaje de mujeres de 20 afios y mas
sufria de obesidad (40.2%) en comparacion con el sobrepeso (36.6%). En contraste, un
mayor porcentaje de hombres de 20 afios y mas sufria de sobrepeso (42.5%) en

comparacion con la obesidad (30.5%). Adaptada de: Gonzéalez Block et al., 2017.

La mayoria de las mujeres que presentan obesidad no son infértiles; no obstante,

la obesidad tiene un impacto negativo con la fecundidad y fertilidad (Brewer &

14



Balen, 2010). Esto es debido a que el tejido adiposo altera la secrecion y la
biodisponibilidad de las hormonas sexuales, ademas de crear un entorno fisico
oxidante que conduce a respuestas que dafan las mitocondrias, disminuye la
calidad de los ovocitos y produccién de gametos llegando a alterar el desarrollo
normal del embrién (Brewer & Balen, 2010; Mariona, 2016; Silvestris et al., 2018).

En los ultimos afios se ha observado un incremento en el IMC de mujeres en
edad reproductiva. Lo que causaria complicaciones a largo plazo en la salud de
la descendencia de madres con obesidad como el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (ECV) sindrome metabdlico, diabetes, cancer y trastornos
psiquiatricos (Kelly et al., 2020). Sin embargo, el impacto negativo de la obesidad
no solo repercute a la madre, sino también a la descendencia (Tabla 1)
(Girchenko et al., 2018; Mariona, 2016).

Tabla 1. Complicaciones por incremento de IMC

Complicaciones en lamadre

Complicaciones en ladescendencia

Retraso en la concepcion

Mayor riesgo de anomalias estructurales

fetales

Preeclamsia

Bajo peso al nacer (definido como un peso al
nacer de <2500 gr).

Trabajo de parto prematuro

Problemas de comportamiento regulatorio

Trabajo de parto disfuncional

Enfermedades neuropsiquiatricas

Morbilidad y mortalidad materna grave

Diabetes gestacional

HTA crénica y gestacional

Apnea obstructiva del suefio (AOS)

Embarazo prolongado Hemorragia postparto

grave

Aborto espontaneo

Adaptada de (Girchenko et al., 2018; Mariona, 2016)
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La obesidad materna se encuentra asociada con cambios en los niveles circulantes
de hormonas como citoquinas y algunos mediadores inflamatorios. En un embarazo
normal, el metabolismo materno se adapta para permitir la asignacion de nutrientes
para el crecimiento fetal y placentario. Sin embargo, esto se ve alterado en el caso
de las madres con obesidad, causando un ambiente metabdlico menos optimo,
logrando alterar la funcion placentaria, el crecimiento y el desarrollo fetal (Kelly et
al., 2020).

El fenotipo metabdlico caracteristico de las mujeres que ingresan con obesidad en
la etapa de embarazo, tiene una asociacion con la homeostasis de la glucosay los
lipidos, las hormonas metabdlicas y los medidores inflamatorios. Por ejemplo, en el
caso de un embarazo normal el papel del metabolismo de la glucosa es fundamental
para el regulamiento energético de la placenta y el feto. Mientras que los niveles de
lipidos séricos se encuentran elevados en todas las mujeres durante el embarazo,
las mujeres con obesidad presentan niveles mas bajos de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) en el primer trimestre y posteriormente durante el segundo y tercer
trimestre se muestran elevados los niveles de triglicéridos (TG) séricos, causando

un mayor riesgo de dar a luz un bebé macrosémico (Kelly et al., 2020).

Los estudios en animales demuestran que el consumo materno de una dieta alta en
grasas (HFD) estéa asociado con una mayor captacion y transporte de acidos grasos
en la placenta, asi como con la acumulacién de lipidos fetales. En humanos, el
contenido de lipidos en la placenta es aproximadamente entre un 17% y un 50%
mas alto en las placentas de mujeres con obesidad en comparacion con las mujeres
con un IMC normal. Por otra parte, el depdsito de lipidos en la placenta puede
estimular una respuesta inflamatoria y abrumar la capacidad mitocondrial para la
oxidacion de lipidos, lo que conduce a un aumento del estrés oxidativo.(Shook et
al., 2020).

Una dieta inadecuada durante las etapas de desarrollo cerebral, puede resultar en
una formacién anormal del cerebro. Igualmente, depende del tipo de dieta, edad y

duracion del tipo de alimentacién para contribuir al déficit estructural y funcional
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(Alamy & Bengelloun, 2012). En este sentido, una sobrealimentacion conduce a una
neuro inflamacion, que puede ser un mecanismo central a través del cual se
entrelazan la obesidad y el deterioro cognitivo. Ademas, se suelen presentar
alteraciones en algunas regiones del cerebro responsables del aprendizaje y la
memoria, lo que representa alguna de la sintomatologia del TEA (Lewis et al., 2019).

2.2  Trastorno del espectro autista

El TEA se define como un trastorno del desarrollo neurolégico caracterizado por el
deterioro de las habilidades socio comunicativas como: interaccion social,
comportamiento repetitivo y restringido, comunicacion verbal y no verbal (Y. C.
Chang et al.,, 2017; Hampson & Blatt, 2015; Liao et al., 2020). Igualmente, las
personas con el espectro autista presentan anomalias en el procesamiento
sensorial como problemas de suefio, ansiedad, hiperactividad depresion, agresion ,
autolesion, convulsiones y problemas de digestion (Kim et al., 2016). Otra de las
deficiencias de interaccidn social que presentan las personas diagnosticadas con el
espectro, es la reciprocidad socioemocional, la cual se manifiesta con una
disminucion de intereses, emociones o afectos compartidos (American Psychiatric
Association, 2014). La gravedad del TEA se basa en el deterioro de la comunicacion
social y en patrones de comportamiento restringidos y repetitivos (Tabla 2)

(American Psychiatric Association, 2014).
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Tabla 2. Niveles de gravedad del trastorno del espectro del autismo

Nivel de gravedad

Comunicacion social

Comportamientos
restringidos y repetitivos

Grado 1 -Dificultad para iniciar -Interferencia con el
“Necesita ayuda” interacciones  sociales y funcionamiento de uno o mas
ejemplos claros de contextos.
respuestas atipicas o -Dificultad para alternar
insatisfactorias a la apertura actividades.
social de otras personas. -Los problemas de
-Se muestra poco interés en organizacion y de
las interacciones sociales. planificacién  dificultan la
autonomia.
Grado 2 -Deficiencias notables de las -Dificultad de hacer frente a
“Necesita ayuda aptitudes de comunicacién los cambios.
notable” social verbal y no verbal: -Comportamientos
-Problemas sociales restringidos/
aparentes inclusoconayuda. repetitivos aparecen con
-Inicio limitado de frecuencia interfieren con el
interacciones sociales funcionamiento.
-Reduccién de respuesta o -Ansiedad y/o dificultad para
respuestas no normales a la cambiar la actividad que se
apertura social de otras encuentra realizando.
personas.
Grado 3 -Las deficiencias graves de -Extrema dificultad de hacer
“Necesita ayuda muy las aptitudes de frente a los cambios u otros
notable” comunicacioén social verbal y comportamientos
no verbal causan restringidos/repetitivos

alteraciones

funcionamiento.
-lnicio muy limitado de las
interacciones sociales 'y
respuesta minima a la

apertura social de otras
personas.

graves  del

interfieren notablemente con
el funcionamiento en todos
los ambitos.

-Ansiedad intensa.

-Dificultad para cambiar la
actividad que se encuentra
realizando.

Adaptada de: (American Psychiatric Association, 2014).

La deteccion del TEA inicia en la primera infancia y se diagnostica en un promedio
de los 5 a 6 afos, para ello es necesario cumplir con una serie de criterios de
diagnéstico (sintomas) que se presentan durante el desarrollo temprano, causando
deficiencias funcionales (sociales y/u ocupacionales) de diversa gravedad (Casey
et al., 2021).

2.2.1 Etiologia
La gran exposicion de factores ambientales dafiinos, el comportamiento de la familia

y la exposicion de aspectos dafiinos en el periodo intrauterino en las primeras
etapas de vida son factores clave para el desarrollo de TEA (Figura 2) (J. Lu et al.,
2022).
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Factores

ambientales
e Factores maternos
¢ Drogas
* Medio ambiente
quimico

ual

Figura 2. Etiologia del TEA. La interseccionde los tres circulos
(Genética, Factores ambientales y Sesgo sexual) en el centro del
diagrama indica que la etiologia del TEA es multifactorial,
involucrando la interaccion compleja de factores genéticos,

ambientales y el sesgo sexual. Adaptada de: (J. Lu et al., 2022).

Se estima que los factores genéticos y ambientales contribuyen por igual al
desarrollo del TEA. Los trastornos metabdlicos prenatales se asocian con una
mayor prevalencia de TEA y otros trastornos en la descendencia. Estos factores
afectan el neurodesarrollo a través de diversos procesos que incluyen la disfuncion

inmunitaria y el aumento del estrés oxidativo (J. Lu et al., 2022)..

Factores como la obesidad durante el embarazo, estrés psicosocial y preclamsia
son considerados puntos de riesgo para desarrollar TEA (Tabla 3), debido a que
pueden llegar a influir con el desarrollo entre un 17 a 50% (Maher et al., 2020;
Schiavi et al., 2019). Por esta razon, ha habido un aumento en los ultimos afios de
nifos con diagnostico de un trastorno mental, conductual y/o de déficit de
neurodesarrollo, de modo que se estima que el 15% de los nifios de 2 a 8 afios

tienen una o mas discapacidades del neurodesarrollo (Sanchez et al., 2018).
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Tabla 3. Las contribuciones de los factores

ambientales al desarrollo de TEA

Factores Mayor riesgo de TEA (%)
ambientales
Obesidad 36%
Diabetes 62%
materna
Diabetes 42%
mellitus
gestacional
Sindrome de 59%
ovario
poliquistico
(POS)
Depresion 87%
materna
Hipertensioén 35%
materna

Adaptada de: (J. Lu et al., 2022).

Durante los ultimos 20 afios se ha mostrado un aumento en la epidemiologia del
TEA en la poblacion infantil, afectando al 1.5% de la poblacion en el mundo (Casey
et al., 2021; Fombonne et al., 2021). Mientras que los niveles de incidencia en la
primera prueba epidemiolégica emitida en México (Guanajuato, DF, Mérida y
Puebla) en el 2012, mostraron una mayor prevalencia en los hombres en
comparacion con las mujeres (Fombonne et al., 2012). Cabe mencionar que el
incremento en la prevalencia de problemas del neurodesarrollo ha tenido un
aumento paralelo con la prevalencia de obesidad (por una HFD) en la sociedad
(Sanchez et al., 2018).

Se ha sugerido que la obesidad materna afecta el desarrollo fisico y cognitivo de la
descendencia por medio de la programacion materna, causada por el aumento de
los niveles de acidos grasos, glucosa, leptina y marcadores inflamatorios en la

madre, provocadas por la obesidad (Adane et al., 2016).
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2.3  Programacion materna

Durante el embarazo la descendencia estd expuesta a diversos factores de
programacion que llegan a tener efectos durante toda la vida. En esta etapa se
desarrolla una programacion neuronal en las regiones relacionadas con el
aprendizaje y la memoria (Tsan et al., 2021). Dicha programacion también regula el
apetito y el gasto de energia mediante vias periféricas y centrales. Es por ello, que
la programacién materna se encuentra vinculada con diversas patologias en la
descendencia al aumentar el riesgo de enfermedades metabdlicas como la
obesidad, al igual que enfermedades neurolégicas como el autismo y la ansiedad
(Cardenas-Tueme et al., 2020; Maldonado-Ruiz et al., 2019).

El embarazo al igual que la obesidad presentan un estado de inflamacién cronico,
es decir, tienen una activacién inmunitaria. Lo cual es importante destacar, debido
a que la madre al tener obesidad antes del embarazo (obesidad pregravida) ya se
encuentra en estado de inflamacion y este llega a aumentar durante esta etapa
(Shook et al., 2020). La importancia de esto, deriva a que el 30% de las mujeres a
nivel mundial tienen obesidad y el 20% la presenta en las primeras semanas de
embarazo. Entre el 50 y 60% de las mujeres embarazadas con exceso de peso,
incrementan este parametro mas alld del recomendado durante el embarazo,
presentando asi un mayor riesgo cardio metabodlico y enfermedades endocrinas

durante el tercer trimestre (Miguel-Soca et al., 2020).

La inflamacion intrauterina se observa en aproximadamente el 20% de todos los
embarazos y en un 85% en los nacimientos prematuros, teniendo en consecuencia
alteraciones de varios procesos del neurodesarrollo (Goeden et al., 2016). La
placenta al tratarse de un entorno materno- fetal, se encuentra implicada en la
programacién del desarrollo. De esta manera, cuando ocurre un embarazo con
obesidad se pueden mostrar niveles elevados de macrofagos placentarios y ocurre
una activacion de vias inmunitarias proinflamatorias. La inflamacion placentaria
cronica y la estimulacién de la respuesta inmune innata de la placenta forman parte
de la asociacion entre la obesidad materna y el desarrollo neuroldgico fetal (Figura
3) (Shook et al., 2020).
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Figura 3. Mecanismos por los cuales la sobrealimentacibn materna deriva en
morbilidad del neurodesarrollo en la descendencia. La sobrealimentacién materna
puede derivar en obesidad y ganancia de peso gestacional, asi como en una alteracion de
la fisiologia materna provocada por la liberaciéon de lipidos del tejido adiposo, inflamacion
periféricay estrés oxidativo. Estos factores contribuyen a las alteraciones de la placentay
del medio intrauterino, ya que los niveles elevados de triglicéridos y acidos grasos libres
atraviesan la placenta, causando una programacion fetal incorrecta. Adaptada de: (Edlow,
2017).CRP, proteina C reactiva; DA, dopamina; FFA, acido graso libre; IL, interleucina;
TG, triglicéridos; TNF, factor de necrosis tumoral; VLDL, lipoproteina de muybaja densidad;
5-HT, serotonina.

La obesidad pregravida tiene como consecuencia una mayor acumulacion de
macrofagos en el tejido adiposo, al igual que un aumento gradual de resistencia a
la insulina, glucosa posprandial, una mayor produccion de glucosa hepatica y leptina
en plasma, teniendo como resultado una disfuncion en la placenta (Basu et al.,
2011; Kong et al., 2020; Miguel-Soca et al., 2020; Sureshchandra et al., 2018).

El contenido de lipidos en la placenta es aproximadamente de un 17 a un 50% mas
alto en las placentas de mujeres con obesidad en comparacién con las mujeres con

un peso normal. Este incremento de lipidos estimula la respuesta inflamatoria y
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abruma la capacidad mitocondrial para la oxidacién de lipidos, contribuyendo a la

programacion cerebral fetal adversa (Miguel-Soca et al., 2020; Shook et al., 2020).

Se sugiere que el entorno inmunitario materno- fetal, es una posible etiologia en
cuanto al TEA. Debido que las moléculas de sefializacion inmunitaria son un factor
importante en el desarrollo del cerebro fetal, por lo que al haber una alteracion
durante la gestacion hay un aumento de riesgo de trastornos en el sistema nervioso

central (Careaga et al., 2017)

En la etapa de gestacion la madre le puede transmitir a la descendencia un déficit
en el desarrollo neurolégico por medio de la infeccion activa y la respuesta
inmunitaria (Meltzer & Van De Water, 2017). Durante esta etapa, la activacion
inmune materna (MIA) tiene un factor del 37% de riesgo de tener un descendiente
con TEA, debido a los niveles elevados de citocinas, quimiocinas y otros
marcadores inflamatorios en el suero materno. Estos pasan a traves de la placenta
y el liqguido amniético, hasta la barrera hematoencefalica fetal, llegando a afectar al
cerebro de la descendencia provocando diversas anomalias neurolégicas y de
comportamiento. Estas pueden ser agudas y/o permanentes, como en el caso de
autismo o esquizofrenia (Jones et al., 2017; Kirsten et al., 2018; Kumari et al., 2020;
Lee et al., 2015). Se ha visto que la desregulacién inmunolégica en la descendencia
por medio de la MIA, puede llegar a persistir después del nacimiento, afectando

diversas regiones cerebrales (Wu et al., 2017).

2.4  Obesidad maternay efecto en el comportamiento tipo autista

En el 2015, Rivera y colaboradores realizaron un estudio mostrando que la obesidad
materna aumenta el riesgo de trastornos neuropsiquiatricos en la descendencia,
junto con alteraciones en el comportamiento social, aumento de comportamiento
similar a la ansiedad y depresion, disminucién de la cognicién, ademas de adiccion
ala comida (Tabla 4). Debido a que durante la etapa de desarrollo la descendencia

es sometida a niveles elevados de nutrientes como: acidos grasos, y glucosa,
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hormonas (leptina e insulina) y factores inflamatorios, causando un déficit en los

circuitos neuronales involucrados en el comportamiento (Rivera et al., 2015).

Tabla 4. Efecto de sobrealimentacion materna en la descendencia

Efecto Factor Materno

secundario

| Ingesta dietética de icidos grasos omega-3.

1 IMC antes del embarazo
1 Riesgo
de TEA 1 Aumento de peso gestacional (GWG)

tDiabetes, hipertensién o preeclamsia
Adaptada de: (Rivera et al., 2015).

2.5 Comportamiento social y de ansiedad en el TEA
Dos comportamientos que destacan son la sociabilidad y ansiedad; la sociabilidad
se ha caracterizado como la tendencia a buscar interacciones sociales, las cuales
se dividen de acuerdo a los comportamientos que unen a los animales como
afiliativos, parentales o copulatorios; mientras que el comportamiento que separa a
los niveles es reconocido como comportamiento agresivo (Caldwell, 2012). El
comportamiento afiliativo se distingue por mantener vinculos sociales entre
compairieros y padres con su descendencia, teniendo como efecto secundario una
reduccion de ansiedad. Mientras que el comportamiento agresivo se utiliza para
mantener y desarrollar jerarquias sociales, proteger a las crias y defender territorios.
Como parte del comportamiento social , se deben de considerar los tipos de
comunicacion, en este caso, la comunicacion no verbal forma parte de un factor
importante en la conducta comunicativa al haber un déficit de contacto visual,
lenguaje corporal, deficiencia de comprensién y uso de gestos y falta de expresiéon

facial (American Psychiatric Association, 2014).

La ansiedad a pesar de existir desde hace muchos afios, se reconocid como

trastorno recientemente. En el siglo XVIII médicos la describian como “panofobia”
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(miedo a todo), “trastorno nervioso” y neurastenia (debilidad de los nervios)
(Bienvenu et al., 2010). La ansiedad se define como una respuesta anticipada a un
dafio o futura desgracia, acompafada de un sentimiento de disforia desagradable,
tension o conductas evitativas. No obstante, cierto grado de ansiedad le permite al
ser humano poder sobrevivir, asi mismo, puede llegar a perder su funcién al
convertirse en una enfermedad (Quiroga, 2020). Algunos de los sintomas que se
pueden presentar durante los episodios de ansiedad son: inquietud, fatiga, dificultad
para concentrarse o quedarse con la mente en blanco, problemas de suefio,
irritabilidad y tensién muscular (Tabla 5) (American Psychiatric Association, 2014).
También se llegan a presentar sensaciones fisicas como palpitaciones o mareos, al
estar expuestos en situaciones de peligro (reales o imaginarias) es decir,
pensamientos negativos que producen reacciones a nivel cerebral y hormonal
(Maron & Nutt, 2017).

Tabla 5. Clasificacion de signos y sintomas de la ansiedad

Sighos y sintomas Efecto en el organismo

Cognitivos Se encuentra relacionado con preocupaciones excesivas sobre

circunstancias reales o imaginarias del presente o del futuro inmediato.

Conductuales Se presenta inquietad psicomotora, junto con una tendencia al llanto

por sentimientos de impotencia.

Motores Temblores, sobresaltos, sacudidas musculares, cefaleas, incapacidad
para relajarse y cansancio.

Somaéticos La hiperactivacién autondmica incentiva el surgimiento de sintomas

cardiovasculares, sensoriales, digestivos y respiratorios.

Adaptada de: (Quiroga, 2020).

Al encontrarse el organismo en estado de ansiedad cronica, se pueden llegar a
agravar o presentar diversos problemas endocrinos como hipo o hipertiroidismo,
hipoglucemia, insuficiencia adrenal, hiperadrenocorticismo, feocromocitoma vy
menopausia. Ademas de problemas cardiovasculares, respiratorios, hematoldgicos
(anemia), alteraciones metabdlicas como diabetes mellitus, porfiria, hipoxia,

hipocapnia, hipoglucemia, hiperpotasemia, hipercapnia e hiponatremia, al igual que
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problemas neurolégicos (neoplasia, encefalitis, disfuncion vestibular, epilepsia
temporal y migrafias) (Odalis Fernandez Lopez et al., 2012).

A pesar de que la ansiedad es una respuesta emocional adaptativa a situaciones
estresantes, el grado de ansiedad excesiva y/o crénica tiene efectos nocivos para
la salud. El estilo de vida (dieta) es un factor asociado con la ansiedad, ya que el
desbalance de nutrientes en la dieta materna puede causar una programacion
(materna) incorrecta, un ejemplo de ello es el futuro afrontamiento de la
descendencia (Besson et al., 2016; Tsan et al., 2021) Una madre con una dieta
obesogénica produce una descendencia mas reactiva teniendo alteraciones en el
comportamiento y déficit de afrontamiento tipo ansiedad (Figura 4) como efecto
secundario fisiolégico, ademas de alteraciones en el desarrollo de la descendencia
(Besson et al., 2016).

Explorador lento

Ansiedad
alta
Reactivo
Actividad Actividad
baja i alta
. Proactivo
Ansiedad
J baja

Explorador rapido

Figura 4. Ejes no paralelos de actividad individual, ansiedad y exploraciéndefinen
conjuntamente el estilo de afrontamiento de un individuo. El comportamiento
reactivo se encuentra relacionado con una mayor ansiedad, en comparacién con una
un explorador activo que refleja un comportamiento proactivo, relacionado con bajos
indices de ansiedad. Adaptada de: (Besson et al., 2016).
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2.6 Modelos animales de autismo

Los modelos in vivo juegan un papel crucial en la investigacion, debido a que los
animales cuentan con un comportamiento social y jerarquico dentro de su
estructura, facilitando el andlisis de trastornos sociales y condiciones
neuropsiquiatricas (Lalanza & Snoeren, 2021). Al tratarse de un trastorno de
comportamiento, el diagnostico de TEA es mediante la evaluacién de este, por lo
cual las pruebas que se realizan miden la interaccion social (prueba de tres

camaras) y la ansiedad (prueba de campo abierto) (Y. C. Chang et al., 2017).
e Comportamiento tipo social (Prueba de tres camaras):

La prueba social de tres camaras, evalua el deterioro social en el modelo murino
con el comportamiento similar al TEA, y al tratarse de una prueba de
comportamiento se evalia la sociabilidad, novedad social, la tendencia de
sociabilizar con otro ratén y la discriminacion entre ratones conocidos y nuevos. En
esta prueba los ratones expresan la capacidad de reconocer una novedad social y
pasar mas tiempo en una camara para tener contacto fisico con el ratdbn nuevo (n2)

gue con el ratén conocido (nl) (Figura 5) (Chang et al., 2017).

|
® 8

| nteraction zone

Interaction zone

Qb

77 N

Interaction zone

Figura 5. Prueba de tres camaras. Prueba de comportamiento
implementada en modelo murino para determinar el comportamiento de
sociabilidad, al determinar el tiempo de interaccion con un objeto extrafio y

el modelo murino. Adaptada de: (Y. C. Chang et al., 2017).
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Como se muestra en la Figura 5, se encuentra sefialado como apartado “A” la fase
de sociabilidad de la prueba de preferencia social, mientras que en el apartado “B”

se muestra la fase de novedad (Y. C. Chang et al., 2017).

La observacion de la ansiedad se encuentra relacionada con el estrés del raton,
basado en comportamientos especificos de su especie, como una evaluacion de
riesgo, una de las pruebas utilizadas es la prueba de campo abierto (Sturman et al.,
2018).

e Comportamiento tipo ansiedad (Prueba de campo abierto):

La prueba de campo abierto fue desarrollada por Calvin Hall en 1930 para medir la
timidez en el modelo murino, hoy en dia es analizado el tiempo pasado en el centro
de la camara como una lectura de ansiedad (Sturman et al., 2018). En la prueba de
campo abierto (Figura 6), se coloca el ratdbn en una esquina de una caja con las
medidas de 50 cm x 50 cm x 40 cm de alto, junto con un camara para registrar el

comportamiento del raton durante el periodo de 10 minutos(Nakamoto et al., 2020)..

P

R&

Figura 6. Pruebade campo abierto. Prueba de
comportamiento utilizada en el modelo murino
para determinar el comportamiento de ansiedad,
al determinar el numero de acicalamiento,
tiempo en el centro y en las zonas periféricas.
Adaptada de: (Nakamoto et al., 2020).
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El propésito de esta prueba es presentar un conflicto entre los impulsos de explorar
un entorno novedoso, medir el tiempo en el que el ratdbn se encuentre en el area
central del campo abierto para poder medir la ansiedad (Nakamoto et al., 2020).
Existe una serie de marcadores que se encuentran relacionado con el TEA, debido
a que el aprendizaje, depresion, estrés y ansiedad se encuentra modulado por el
sistema galaninergico, debido a que la GAL se encuentra implicada en la
neurotransmision y neuromodulacion (Spkové et al., 2017).

2.7 Galanina

La galanina (GAL) es un neuropéptido que contiene 29 aminoacidos, se distribuye
en el sistema nervioso central (SNC) y en los tejidos periféricos de humanos y ratas
(Gopalakrishnan et al., 2021; Morais et al., 2016). La GAL es producida en el cerebro
por la amigdala y el hipotalamo, los cuales se encargan de regular las emociones y
la ingesta de alimentos (Gopalakrishnan et al., 2021; Keszler et al., 2019). Por otro
lado, la GAL se expresa en la médula espinal, el sistema endocrino, el tracto
gastrointestinal, los queratinocitos, en la piel, las glandulas sudoriparas ecrinas, el
corazon y alrededor de los vasos sanguineos (Gopalakrishnan et al., 2021; Spkov
et al.,, 2017). Debido a esto, se encuentra involucrada en diversos procesos
fisiologicos y fisiopatolégicos como motilidad gastrointestinal, contraccion
cardiovascular, funcién neuroendocrina, comportamiento, aprendizaje, memoria,
estrés, inflamacion, ansiedad y depresion (Spkow et al., 2017; Swanson et al.,
2005).

2.8 Acciones fisiologicas de la galanina

Las acciones fisiolégicas de la GAL estan mediadas por los subtipos de receptores
acoplados a proteina G: como GalR1, que se distribuye de forma unica por el SNC
y la periferia (Morais et al., 2016; Spkovi et al., 2017; Swanson et al., 2005). El
efecto pro depresivo de GALR1 se atribuye a su capacidad para modular las

funciones de los receptores de serotonina (Figura 7) (Garcia-Duran et al., 2021).
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Figura 7. Actividad antidepresiva. Los receptores
acoplados a la proteina G, como GALR1 y GALR2,
participan como moduladores en las funciones de los
receptores de serotonina .Adaptada de: (Garcia-Duran
et al., 2021).

La GAL a nivel plasmatico es un biomarcador que ha sido utilizado para medir la
gravedad de enfermedades neuropsiquiatricas como el trastorno depresivo mayor.
Debido a que se encuentra distribuido en el sistema nervioso central (SNC) y los

tejidos periféricos (Wang et al., 2014).

El 30% de la GAL sérica se origina en la hipofisis. Ademas, el tracto gastrointestinal
es la principal fuente de GAL circulante. Sin embargo, no se sabe si la GAL liberada

tiene alguna actividad sistémica importante (Zamiynski et al., 2007).

Un estudio realizado en el 2021 donde se estudio el nivel sérico de GAL en nifios
con TEA, revel6 que existian niveles significativamente mas altos de GAL sérica en
nifos con TEA que en nifios sanos, ademas, estos niveles fueron mas altos en
aquellos con TEA severo. Por otra parte, el estudio también revelé una correlacion
positiva entre los niveles de GAL sérica y ciertos parametros conductuales y
psicoldgicos en pacientes con TEA, incluida la comunicacion, la interaccion social,
la relacién a las personas, adaptacion al cambio, comunicacion verbal, no verbal,

miedo y nivel de actividad (Saad et al., 2021).

Estudios en modelos animales han indicado que la GAL enddgena y exdgena
modula los comportamientos depresivos y similares a la ansiedad (Saad et al.,

2021). Ademas, otros analisis han correlacionado diversas alteraciones en GAL y/o
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receptores con trastornos de ansiedad y depresion (Juhasz et al., 2014; Karlsson &
Holmes, 2006).

GAL esta involucrada en la regulacion del estado de animo, incluidos los
comportamientos relacionados con la depresion y la ansiedad. Se ha propuesto que
la activacion de los receptores GAL 1 y GAL 3 da como resultado un
comportamiento similar a la depresion, mientras que la estimulacion del receptor
GAL 2 conduce a efectos similares a los antidepresivos. Un modelo de ratones con
los receptores de GAL 1 y GAL 2 desactivados mostraron un mayor comportamiento
tipo ansiedad en la prueba de laberinto en cruz elevado, por otro lado, un
antagonista del receptor GAL 3 genero efectos tipo ansiolitico en varias pruebas de

comportamiento (Millon et al., 2015).

Como neurotransmisor, la GAL actua a nivel neurofisiologico y conductual. La
participacion de la GAL en la regulacion de la ansiedad y el estrés es probablemente
uno de sus mas importantes papeles. Ademas, coexiste con los sistemas de
serotonina y norepinefrina en el cerebro de roedores y actia como un
neuromodulador inhibidor de la funcion de norepinefrina, serotonina, dopamina,
glutamato y acetilcolina. El patrén de expresion y las funciones neuro moduladoras
de GAL sugieren un papel para este neuropéptido en los trastornos del estado de

animo como la ansiedad y la depresion (Brunner et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos 20 afios ha habido un aumento en la epidemiologia de TEA en la
poblacion infantil. De 197 paises del mundo, 37 se encuentran en prevalencia,
donde en México la incidencia es de 1 de cada 115 nifios (Fombonne et al., 2012,
2016). Asi mismo, se ha visto que una dieta materna de cafeteria ejerce un déficit
del comportamiento social en la descendencia (Noriega & Savelkoul, 2014). Debido
a que el ambiente intrauterino es un factor importante en relacion con el desarrollo
cognitivo (Borge et al., 2017). Diversos estudios clinicos y preclinicos han estudiado
la relacion entre el desarrollo intrauterino y la primera infancia con los factores
externos (dieta materna inadecuada) junto con el aumento de incidencia de TEA y
alteraciones en el desarrollo del sistema nervioso central de manera permanente
(Gawlinska, Gawlinski, Borczyk, et al., 2021; Gawlinska, Gawlinski, Filip, et al., 2021).

Se han descrito diversos biomarcadores que alteran el periodo perinatal provocando
una neuroinflamacién en la descendencia, conduciendo a una desregulacion en el
sistema inmunoldgico causando un desarrollo de TEA, por lo que el andlisis de
dichos biomarcadores a etapas tempranas podria ser una alternativa de diagndéstico
(Noriega & Savelkoul, 2014).

Diversos autores han relacionada a la GAL y sus receptores (GAL 1 y GAL 2) con
la regulacion del estado de animo y comportamiento, por medio de estudios
experimentales en modelos animales (Keszler et al., 2019; Wang et al., 2014).
Igualmente, Saad y colaboradores han relacionado los niveles de GAL en suero y
la gravedad de TEA en pacientes pediatricos, sugiriendo que la GAL es un
biomarcador que podriatener un papel importante en la patogénesis del TEA (Saad
et al., 2021).
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto de la ingesta materna de una dieta de cafeteria sobre el

comportamiento tipo autista en la descendencia macho en un modelo murino?

5. HIPOTESIS

La ingesta materna de una dieta de cafeteria altera el comportamiento tipo autista

en la descendencia macho en un modelo murino.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la ingesta materna de una dieta de cafeteria sobre el

comportamiento tipo autista en la descendencia macho en un modelo murino.
6.2 Objetivos especificos
Objetivo 1:

Analizar los niveles de galanina sérica de la descendencia macho en un modelo

murino.
Objetivo 2:

Asociar los valores de galanina sérica con los resultados de pruebas de
comportamiento que evaluan tanto la sociabilidad (3 camaras) como la ansiedad

(Campo abierto) en la descendencia macho en un modelo murino.
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7. METODOLOGIA
7.1  Estudio previo

Disefio experimental

La presente investigacion parte de un macro proyecto, el cual fue registrado bajo la
clave: SA777-19 ante la secretaria de Investigacion Cientifica y Desarrollo
Tecnoldgico como parte del: Programa de Apoyo a la Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica de la UANL. El responsable técnico fue el Dr. Heriberto Castro Garcia.

El proyecto original utilizé un modelo experimental de ratones C57BL/6 (Genotipo:
Wild Type o WT) en el que se estudi el efecto de la dieta materna de cafeteria
sobre la descendencia macho. En la figura 8 se muestra el diagrama de flujo general

del disefio experimental.
Ratones hembra (madres)

El modelo experimental se realizien 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 Tecnologicos 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 Bioldgicos 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 2 grupos (8 ratones hembra
por grupo) a los cuales se les administré una dieta experimental diferente durante 9
semanas: control (CT) y cafeteria (CAF). Las 9 semanas corresponden a los tres
periodos de intervencion: periodo pregestacional, gestacional y posnatal, con

duracion de 3 semanas en cada periodo.
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Durante la semana 4 experimental se volvii a hacer una distribucién para tener de 2
a 3 ratones por jaula, posteriormente se coloci un ratén macho de la misma cepa
C57BL/6 por jaula para iniciar la fase de apareamiento (1 semana). Al termino de
ésta se retiri al ratbn macho y continuaron con sus respectivas dietas durante la

gestacion y lactancia. El peso de los ratones se registritres veces por semana.
Dieta experimental
Dieta control:

Para la dieta control se utilizs Rodent Lab Chow Diet 5001 obtenida por la compafiia
LabDiet (Tabla 6).

Tabla 6. Composicién caldrica de la
dieta control Rodent Lab Chow 5001

Por cada 100 gr. kcal %
Energia total 335

Hidratos de carbono 190.95 57
Lipidos 43.55 13
Proteina 100.5 30

(LabDiet, 2021).

Dieta de cafeteria:

La dieta de cafeteria se elabori a base de chocolate liquido, galletas, tocino, papas
fritas, pienso molido y paté de cerdo, en una proporcién 1:1:1:1:1:2, respectivamente
(de la Garza et al., 2023). Se molieron todos los ingredientes y se mezclaron para

formar una masa homogénea (Tabla 7).
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Tabla 7. Composicion calorica de la

dieta cafeteria

Por cada 100 gr. kcal %

Energia total 372

Hidratos de carbono 145.08 39

Lipidos 182.28 49

Proteina 44.64 12

(de la Garza et al., 2023).

Ratones macho (descendencia)

Los ratones macho (descendencia) C57BL/6, fueron destetados a la semana 3 de
vida, y agrupados como Grupo control, (n=7); CAF, Grupo cafeteria (n=8). Los dos
grupos recibieron dieta control hasta su sacrificio (Figura 8). A la semana 8 de vida,
se realizaron dos pruebas de comportamiento: campo abierto y sociabilidad de 3
camaras. Las crias fueron sacrificadas a la semana 10 de vida por decapitacion con
guillotina, y tras la diseccion del animal, se recolect6 la sangre que posteriormente
se almacend 1h a4°Cy después se centrifugé a 1.000g durante 10 min para obtener

el suero que finalmente se almacenoé a -20°C.
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7.1.1 Nuestro estudio
El presente estudio inicié con el andlisis de los niveles circulantes de la GAL en el
suero de la descendencia macho. Esté analisis se llevo a cabo a través de la técnica
de ELISA, la cual se describe a continuacion:

7.3Anélisis de galanina
7.3.1 Analisis de ELISA

El método ELISA es empleado para analizar las interacciones biomoleculares
(Weng & Zhao, 2015). Los niveles de GAL se determinaron en suero, utilizando el
kit “Mouse Galanin (GAL) ELISA kit” de Abbexa en el laboratorio del departamento
de bioguimica y medicina molecular de la Facultad de Medicina. La técnica que se
empleod se basa en el principio de un ELISA tipo sandwich, donde un anticuerpo
policlonal se encuentra adherido en los pocillos de la placa. El protocolo consististe
en una previa preparacion de muestras y de reactivo estandar, los cuales se dejan
reposar durante 10 minutos, posteriormente, se prepar6 una dilucion en serie, para
esto, se afiadieron 0.5 ml de reactivo estandar en cada tubo (7 tubos), se prepar6
la solucion de trabajo del reactivo de detecciéon Ay B (100x) 120 pl cada uno y se
realizé una dilucion a 100 veces, después se procedio a preparar el buffer de lavado
diluyendo 1/25 con agua destilada al agregar 30 ml de tampén de lavado
concentrado en 720 ml de agua destilada. Después de la preparacion de reactivos
se colocaron 50 I de los estindares diluidos en los pocillos estindar junto con las
muestras (50 ul) y se llevaron a agitacion. Se realizé una incubacién de 1 hora a
37°C y se elimind la solucién de los pocillos, se realizaron 3 lavados con buffer de
lavado (300 pl) durante 1-2 minutos y se desechd el liquido restante, posteriormente
se afadieron 100 pl de la solucion de trabajo B en cada pocillo. Se sell6 la placa e
incubo6 durante 45 min a 37°C y se lavo 5 veces. Después se afiadieron 90 ul de
TMB en cada pocillo, se cubri6 la placa y se llevo a agitacion para incubar a 37°C
por 10 minutos. Finalmente se afiadio la soluciéon de parada y se leyo la absorbancia

a 450 nm en un espectrofotometro para placas de ELISA. La intensidad del color
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registrado fue inversamente proporcional a la cantidad de marcador presente en las
muestras (Figura 9). En base a las recomendaciones del protocolo no se realizaron

diluciones de las muestras analizadas.
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Figura 9. Estrategia general del trabajo. Protocolo empleado para ELISA de captura.
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7.3.2 Anélisis estadistico

En el andlisis estadistico se empled el programa SPSS version 25.0. Para evaluar
los niveles de GAL entre los grupos control y cafeteria se utilizé la prueba t-student
para muestras independientes, tomando como valor significativo un valor de *p<0.05
y *p<0.01(Figura 8). Para evaluar la asociacion entre los niveles de GAL circulante
con los valores de la prueba de comportamiento, se utilizd el coeficiente de
correlacion por jerarquias de Spearman (Rho de Spearman) y se estableci6 un valor
de p<0.05 para indicar una correlacion estadisticamente significativa.
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8. BIOSEGURIDAD
8.1 Consideraciones éticas y de bioseguridad

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 bolsas rojas. Todos los residuos biol6gicos se desecharon
en bolsas RPBI (Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos) que luego se
almacenaron en congelacion para luego ser incineradas, segun lo marca la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002, Protecciéon ambiental - Salud ambiental - Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.
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9. RESULTADOS

La GAL se encuentra implicada en un amplio espectro de trastornos
neuropsiquiatricos, como el déficit de comportamiento y autismo. Estudios en
humanos han documentado la correlacion directa entre los niveles de GAL en
plasma y la gravedad del trastorno depresivo, mayormente en mujeres (Keszler et
al., 2019). El propdésito de este estudio fue evaluar el efecto de la ingesta materna
de una dieta de cafeteria sobre los niveles de GAL circulante en la descendencia
con un comportamiento similar al autismo (ansiedad y déficit de sociabilidad).

Objetivo especifico 1. Analizar los niveles de GAL circulante en el suero de la

descendencia macho en un modelo murino a través de la técnica de ELISA.

400—

350—

300—
[l control

250— [l cafeteria

200—

Galanina (pg/ml)

150—

100—

50—

1 1
Control Cafeteria
Grupos

Figura 10. Niveles de galanina de los ratones crias macho. Niveles de GAL de los ratones crias
macho. Los resultados se expresan como media + EEM. El analisis estadistico se realizé mediante
la prueba t-student para muestras independientes. *p<0.05, **p<0.01. CT (Grupo control, n=7); CAF
(Grupo cafeteria, n=8).
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La figura 10 muestra menores niveles de GAL en los animales del grupo cafeteria
(72.48 + 11.32 pg/mL), en comparacion con el grupo control (305.36 + 53.62 pg/mL).
De acuerdo a los valores de GAL encontrados, el grupo cafeteria presenta

aproximadamente un 77% menos respecto al grupo control.

Objetivo especifico 2. Asociar los valores de GAL circulante con los resultados de
pruebas de comportamiento que evallan tanto la sociabilidad (3 camaras) como la

ansiedad (Campo abierto) en la descendencia macho en un modelo murino.

Del estudio previo, se seleccionaron aquellas variables de comportamiento que
dieron un resultado estadisticamente significativo y en donde se compararon los
grupos control y cafeteria en las crias macho. Dichas variables fueron: sociabilidad
(Figura 12), interaccion con objeto inanimado (Figura 13), tiempo en camara de
raton extrano (Figura 14) y olfateo (Figura 15). Luego se realiz6 la correlacion con

los niveles de GAL circulante de nuestro estudio.

GALANINA

h 4
Sociabilidad Tiempo que pasa el ratdén
en la zona central

Interaccion con objeto
inanimado Tiempo que pasa el raton

en la zona periférica

Tiempo en camara
de ratén extrafno

Olfateo

Prueba de 3 camaras Prueba de campo abierto

Figura 11. Pruebas de comportamiento. Pruebas utilizadas para determinar los comportamientos
de sociabilidad (prueba de tres camaras) y de ansiedad (prueba de campo abierto).
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Figura 12. Correlacién entre el comportamiento de sociabilidad y niveles de galanina.
Correlacién entre el comportamiento de sociabilidad y niveles de GAL. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el coeficiente de correlacion por jerarquias de Spearman (Rho de Spearman).

*p<0.05 fue considerada como significativa. (Grupo control, n=7); (Grupo cafeteria, n=8).

El analisis estadistico indicO que no existe una correlacion significativa al
comparar el comportamiento tipo sociabilidad con los niveles circulantes de GAL
en las crias macho (p=0.362, R= 0.254).
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Figura 13. Correlacién entre el tiempo de interaccién con objeto inanimado y los niveles de
galanina. Correlacion entre el tiempo de interaccidén con objeto inanimado y los niveles de GAL. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante el coeficiente de correlaciéon por jerarquias de Spearman
(Rho de Spearman). *p>0.05 fue considerada como no significativa. (Grupo control, n=7); (Grupo

cafeteria, n=8).

Por otra parte, el analisis estadistico no mostré una correlacién al comparar el
tiempo de interaccién que paso el ratdon con un objeto inanimado con los niveles
circulantes de GAL, (p= 0.101, R=- 0.439).
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Figura 14. Correlacion entre el tiempo de interaccidon en la camara del ratdn extrafio y los
niveles de galanina. Correlacion entre el tiempo de interaccion en la camara del ratén extrafio y los
niveles de GAL. El andlisis estadistico se realizé mediante el coeficiente de correlacion por jerarquias
de Spearman (Rho de Spearman). *p<0.05 fue considerada como significativa. (Grupo control, n=7);

(Grupo cafeteria, n=8).

Respecto a la correlacion entre el tiempo de interaccion en la camara del ratén
extrafio con los niveles circulantes de GAL en las crias macho, no se encontrd

un efecto estadisticamente significativo (p= 0.325, R= 0.237).
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Figura 15. Correlacién entre el nimero de olfateos y los niveles de galanina.

Correlacién entre el nimero de olfateos y los niveles de GAL. El andlisis estadistico se realiz6
mediante el coeficiente de correlacién por jerarquias de Spearman (Rho de Spearman). *p<0.05 fue

considerada como significativa. (Grupo control, n=7); (Grupo cafeteria, n=8).

Respecto a la correlacion entre el nimero de olfateos con los niveles circulantes
de GAL en las crias macho, no se encontré6 un efecto estadisticamente

significativo (p= 0.413, R= 0.126).
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Figura 16. Correlacion entre el tiempo en lazona central y los niveles de galanina. Correlacion
entre el tiempo en la zona central y los niveles de GAL. El andlisis estadistico se realizé mediante el
coeficiente de correlacién por jerarquias de Spearman (Rho de Spearman). *p<0.05 fue considerada

como significativa. (Grupo control, n=7); (Grupo cafeteria, n=8).

Del mismo modo, no se indicé una correlacion estadisticamente significativa
entre el tiempo que paso el ratdon en la zona central respecto a los niveles
circulantes de GAL en las crias macho, a pesar que el dato numérico en el valor
de p es cercano a 0.05 (p= 0.057, R= 0.502).
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Figura 17. Correlacién entre el tiempo en la zona periférica y los niveles de galanina.
Correlacién entre el tiempo en la zona periférica y los niveles de GAL. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el coeficiente de correlacién por jerarquias de Spearman (Rho de Spearman).
*p<0.05 fue considerada como significativa. (Grupo control, n=7); (Grupo cafeteria, n=8).

La prueba estadistica indic6 que no existe asociacion significativa entre el entre
el tiempo en la zona periférica y los niveles circulantes de GAL en las crias macho
(p=0.057, R= -0.501).

Es importante indicar que las pruebas correspondientes al campo abierto
(Tiempo en la zona central y tiempo en la zona periférica), mostraron resultados

muy similares, aunque sin valor significativo.

Por otra parte, en relacion a las pruebas de campo abierto (Tiempo en la zona
central y tiempo en la zona periférica) que evaltan el comportamiento tipo ansiedad
en los modelos animales, la medicion del tiempo en la zona periférica indic6 una

correlacién negativa no significativa.
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10.DISCUSION
Durante el embarazo, la nutricion es un factor influyente en el desarrollo fetal, ya
que las reservas energéticas y la dieta tienen la capacidad de suministrar nutrientes
a través de la placenta (Phillips, 2006). La condicion intrauterina asociada con la
nutricion materna promueve la expresion de péptidos orexigénicos en el hipotalamo,
como la GAL (Poon et al., 2012). La alteracién de la programacion materna crea
una disfuncion en la estructura de la placenta y su funcion, influyendo

negativamente en el crecimiento fetal (G. Q. Chang et al., 2008; Poon et al., 2012).

En el 2002 Barker y colaboradores, identificaron que al realizar alteraciones en las
dietas de los animales durante el embarazo (madres), se producian una serie de
cambios fisiolégicos o morfologicos en respuesta a las condiciones ambientales
durante el desarrollo, identificandolo como plasticidad del desarrollo, ya que al estar
en un ambiente cambiante la produccién de fenotipos se adapta al entorno, de
acuerdo a los suministros (nutrientes) que la madre pueda brindar (Barker et al.,
2002).

Los lipidos desempefian un papel fundamental en el desarrollo y la funcién del
cerebro y el cuerpo humano al actuar como moléculas reguladoras. El metabolismo
anormal de &cidos grasos (saturados, monoinsaturados o poliinsaturados) se ha
asociado con el TEA. Debido a que los acidos grasos poliinsaturados (PUFA),
juegan un papel importante en el mantenimiento de la integridad estructural y
funcional del sistema nervioso central (SNC). El desarrollo del cerebro se produce
durante la etapa fetal, ya que un recién nacido ya tiene un tamafo del 70 % del
cerebro de un adulto (Calderon & Kim, 2004; Clandinin et al., 1994). Por lo que, la
alta ingesta de una HFD durante el periodo de desarrollo cerebral en el feto, puede
conducir al desarrollo de conductas relacionadas con el TEA (Wong & Crawford,
2014).
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Dieta de cafeteriay su efecto sobre el TEA

En el 2021 Trujillo Villarreal y colaboradores, utilizaron dieta de cafeteria en las
etapas de pregestacion, gestacidbn y lactancia, encontraron una mayor
predisposicién a un comportamiento similar a la depresion en la descendencia,
incluso describieron una disminucién del volumen cerebral (Trujillo-Villarreal et al.,
2021). Otro articulo estudi6 en el 2020 de Ke y colaboradores, utilizaron una cepa
de raton, similar al estudio previo, en donde también la dieta de cafeteria fue
suministrada durante pregestacion, gestacion y lactancia; encontraron mayor riesgo
de deterioro cognitivo y depresién en la descendencia, especificamente vieron una
alteracion en los niveles de receptores de glucocorticoides en el hipocampo (Ke et
al., 2020).

En este sentido, la exposicion materna a la dieta de la cafeteria durante el periodo
perinatal, predispone a un comportamiento similar a la depresion en la
descendencia, por lo que el entorno materno adverso y la dieta rica en grasas

aumentan el riesgo de deterioro cognitivo.
El efecto de la dieta de cafeteria sobre los niveles de galanina

Por otro lado, los estudios publicados en 1998 por Kozak, en el 2006 Beck y
colaboradores, analizaron la influencia de una HFD en las madres durante la
gestacion y lactancia. El efecto lo analizaron a nivel fetal, encontrando una
disminucion en las funciones anabdlicas, al igual que un déficit de peso corporal, los
cuales se podrian ver relacionados con el estado neuropeptidérgico en las ratas,
por ejemplo, el estado peptidérgico de la GAL no se encuentra en estado maduro al
destete, por lo que podria seguir modificandose de acuerdo a la composicién de la
dieta. Debido a ello, Kozak y colaboradores sugieren seqguir realizando estudios para
poder determinar hasta qué punto las condiciones de una alimentacion temprana
impuesta por las madres con una HFD, podria seguir modificando los niveles de
GAL en la descendencia (Kozak et al., 1998). Por otra parte, Beck y colaboradores
consideraron gue, una sobre alimentaciéon de una HFD durante la Gltima semana de

gestacion y lactancia, causa una diferenciacidbn neuronal en el sistema nervioso
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central a largo plazo en algunos neuropéptidos, como neuropéptido Y, GAL y
orexina, esto, al llegar a la etapa adulta en la descendencia, ya que, durante este
periodo los sistemas hipotalamicos son mas sensibles al ambiente materno, como
el factor metabdlico y el ambiente nutricional (Beck et al., 2006). Por otra parte,
Barton y colaboradores en 1995, identificaron que los ratones con una ingesta
elevada en grasas estimulan el sistema opioide, causando niveles elevados de GAL
(Barton et al., 1995). Nuestro estudio observé un nivel mas bajo de GAL en las crias
cuyas madres consumieron una HFD, en este sentido, no existe informacion
reportada que asocie dietas hipercaloricas con el efecto de los niveles de GAL en la
descendencia. Es probable que el estado de madurez peptidérgico de la GALse esté
modificando constantemente desde etapas tempranas asociado con la alimentacion
de la madre, como lo sugiere el Unico estudio realizado por Kozak en 1998. En base
a esto, es importante realizar mas investigaciones para poder afirmar que los niveles
bajos de GAL en el grupo cafeteria son el resultado de una programacion, derivada

de una alimentacion alta en grasas y azucares como la cafeteria.
El efecto de niveles de galanina sobre el comportamiento

Los trastornos como la ansiedad, surgen debido al desbalance de
neurotransmisores monoaminérgicos (dopamina, serotonina, noradrenalina,
histamina y adrenalina). Diversos estudios han relacionado los niveles de GAL como
moduladores del comportamiento tipo ansiedad, depresion, el estado de animo y las
emociones al mediar el comportamiento con efectos tipo antidepresivosy anti
ansioliticos (Bing et al., 1993; Keszler etal., 2019; X. Lu et al., 2005). El estudioprevio
de cual partimos encontr6 un comportamiento similar a la ansiedad y déficit de
sociabilidad en el grupo cafeteria, por otra parte, nuestro analisis indic6 niveles bajos
de GAL en el mismo grupo, en este sentido, al momento de llevar a cabo las
correlaciones, no encontramos una asociacion directa entre los niveles de GAL

circulante con el comportamiento tipo social y de ansiedad, caracteristicos del TEA.
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En base a lo anterior, es posible que un mecanismo distinto al de la GAL en periferia
pudiera estar siendo modificado. Existen estudios que han relacionado factores
estresantes a temprana edad con una alteracibn en diversos mecanismos
neuronales a nivel cerebral (Juhasz et al., 2014). Las crias de madres cafeteria
estuvieron expuestas a una HFD durante el periodo de lactancia, este estado
metabdlico de abundancia energética pudo modificar la expresion de diversos genes
relacionados con la GAL como lo son Galrl, Galr2, Galr3, los cuales se hanligado
con funciones cerebrales como disfuncion del sistema limbico, cambios
neuroplasticos y deficiencia de monoaminas, que €stos a su vez han generado un
fenotipo de depresion y de ansiedad, éste ultimo relacionado con una de las
variables que se analizaron en el presente estudio. Por lo tanto, podria ser de gran
interés evaluar la expresion génica en cerebro para buscar una posible asociacion

con las distintas pruebas de comportamiento como lo son la sociabilidad y ansiedad.
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11. CONCLUSIONES

1. La presente investigacion encontré un nivel mas bajo de GAL en las crias cuyas
madres consumieron una HFD, en este sentido, no existe informacion reportada que
asocie dietas hipercaléricas maternas con el efecto de los niveles de GAL en la
descendencia. Una de las posibles variantes es el estado de madurez peptidérgico
de la GAL, el cual se modifica desde etapas tempranas asociado con la alimentacion
de la madre. En base a esto, se sugieren realizar mas investigaciones para poder
afirmar que los niveles bajos de GAL en el grupo cafeteria son el resultado de una
programacion, derivada de una alimentacion alta en grasas y azucares como la

cafeteria.

2. No se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de
GAL con las pruebas de comportamiento tipo social y de ansiedad. En base a esto,
es posible que un mecanismo distinto al de la GAL en periferia pudiera estar siendo
modificado. Existen estudios que han relacionado factores estresantes a temprana
edad con una alteracion en diversos mecanismos a nivel cerebral. Las crias de
madres cafeteria estuvieron expuestas a una HFD durante el periodo de lactancia,
este estado metabdlico de abundancia energética pudo modificar la expresion de
diversos genes relacionados con la GAL como lo son Galrl, Galr2, Galr3, los cuales
se han ligado con funciones cerebrales como disfuncién del sistema limbico,
cambios neuroplasticos y deficiencia de monoaminas, que €stos a su vez han
generado un fenotipo de depresion y de ansiedad, por lo tanto, seria de gran interés
conocer la posible asociacion en la expresion de estos genes con las pruebas de

comportamiento.
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