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Manual diagnostico y estadistico de los trastornos mentales quinta
edicion.

Proteina acida glial fibrilar, expresada en diversos tipos celulares

incluyendo los astrocitos

Me gusta
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Potencial de hidrogeno, medida de acidez o alcalinidad.

Cubierta o concha

Lo quiero y/o lo busco

Factor de transcripcion involucrado en cambios plasticos

neuronales



RESUMEN

La obesidad es una enfermedad a la que contribuyen multiples variables, una de
las hipotesis sugiere que el sobreconsumo de alimentos con alto contenido
calorico y sus efectos en el sistema de recompensa pueden contribuir a las
elevadas tasas de sobrepeso y obesidad. En modelos animales que involucran el
acceso restringido de alimentos dulces con alto contenido caldrico, los roedores
desarrollan conducta de atracdn, anticipacion y abstinencia. A nivel cerebral se
observa un incremento de la actividad neuronal en areas corticolimbicas. Estos
cambios sugieren que el acceso restringido a un bocadillo dulce puede propiciar el
desarrollo de adicion a dichos alimentos. En esta investigacidon se exploraron
condiciones de acceso restringido con y sin caracteristicas circadianas con la
propuesta de que, el evento de acceso al bocadillo dulce al convertirse en
sincronizador, se establecen cambios conductuales y neuronales que inducen un
fendbmeno similar a la adiccién. En este estudio se determinaron la presencia de
conductas de esfuerzo, atracén e indicadores de cambios plasticos en estructuras
corticolimbicas. Demostrando que el acceso restringido a un alimento apetecible
promueve la presencia de conductas de esfuerzo y atracon, incrementando en
magnitud mediante la expectacién y anticipacion, cuando el acceso es restringido
y programado. De manera similar, el acceso restringido promueve un incremento
en el numero de células inmunoreactivas a AFosB, como indicador de plasticidad.
Ademas, el consumo de chocolate, sin importar el patron de acceso, promueve un
incremento en la expresion de la proteina GFAP, pudiendo ser el reflejo de un
proceso de inflamacion y estrés oxidativo ante el consumo de un alimento alto en

grasas y azucares.



INTRODUCION

La prevalencia de la obesidad ha aumentado drasticamente en las ultimas
décadas y actualmente es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud
como uno de los principales problemas que afectan directamente la calidad de
vida de los individuos (WHO, 2016). La obesidad puede definirse en términos del
indice de masa corporal (IMC), que a su vez se define como el peso del individuo
dividido por el cuadrado de la talla: los individuos con un IMC = 25 y = 30 se
consideran con sobrepeso y obesidad respectivamente (Murray, Kroll, & Avena,
2015b). Las intervenciones dirigidas a abordarla para disminuir el alto indice de
tejido adiposo, tienen un éxito limitado debido a que estan enfocados a la
reduccion de las probabilidades de muerte. La hiperfagia o consumo crénico
excesivo de alimento, es un comportamiento primario para el desarrollo de
obesidad, por lo que se puede considerar que muchas de las formas de obesidad
se producen parcialmente como consecuencia de comer en exceso y sin control
(Leigh & Morris, 2016).

Es posible que esta forma de desregulacion en la conducta de ingesta sea
resultado del incremento en la disponibilidad y exposicion a alimentos altamente
hedonicos y energéticamente densos (Avena, Murray, & Gold, 2013). La ingestiéon
de alimentos dulces y sabrosos con alto contenido caldrico, pueden desencadenar
eventos de atracon y sobreconsumo por placer y no por hambre (Corsica &
Pelchat, 2010; Murray, Kroll, & Avena, 2015b). Estos modelos de alimentacién son
considerados como el resultado de alteraciones en el sistema de recompensa que
regula la alimentacion heddnica, controlada por las propiedades reforzantes de los

alimentos (Rogers, 2017).

La alimentacion hedénica o alimentacion no homeostatica es definida como el
consumo de alimentos por placer en ausencia de un déficit energético, que
usualmente se manifiesta como un sobreconsumo ante la presencia de alimentos

altamente reforzantes (Meule, 2015).



Asi como se ha reportado que el sobreconsumo puede desencadenar cambios en
los procesos neuronales asociados con el reforzamiento, la restriccion también
parece ser un factor que puede estimular la motivacion por consumir alimentos
altos en grasa y azucar incrementado la probabilidad de presentar episodios de

atracén (Avena et al., 2013).

Mientras que el sobreconsumo disminuye la sensibilidad a la recompensa
promoviendo un aumento en la motivacién por alimentos altos en grasa y azucar
(Shin, Townsend, Patterson, & Berthoud, 2011), la restriccion incrementa la
sensibilidad a la recompensa y aumenta la motivacién para la busqueda y el
consumo de drogas de abuso asi como de alimentos altos en grasa y azucar
(Pankevich, Teegarden, Hedin, Jensen, & Bale, 2010; Berner, Avena, & Hoebel,
2008). Estos hallazgos demuestran que ambos factores pueden llevar a un
sobreconsumo sin una necesidad caldrica, promoviendo conductas similares a las

reportadas ante el consumo de drogas de abuso.

La hipdtesis central en la literatura es que los alimentos altamente reforzantes
pueden impactar en el circuito de recompensa de una forma similar a las drogas
de abuso, por lo tanto, estos cambios son posiblemente el origen de la motivacion
que tienen los individuos por consumir alimento excesivamente y contribuir a

diversos problemas de salud como la obesidad.

ANTECEDENTES

Trastorno de la conducta alimentaria, sun proceso de adicciéon?

Existe controversia sobre si ciertas conductas compulsivas al alimento pueden ser

calificadas como adiccion.

En general, la adiccidén es definida con base de conductas dirigidas al consumo de
la sustancia, asi como los factores cognitivos y emocionales involucrados. Estos
factores conductuales representan modificaciones en el cerebro que pueden
propiciar y potenciar el escalamiento en el consumo de la sustancia. Estos
cambios caracterizan la transicion de un consumo ocasional y voluntario a un

consumo habitual, a la compulsién y adiccién crénica que, junto con altos niveles
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de estrés, subyace a lo que se ha descrito como los tres estados recurrentes de la
adiccion: atracon/intoxicacion, abstinencia/efectos negativos y

preocupacion/anticipacion (craving) (Koob & Volkob, 2016; Koob & Volkob, 2010).

El National Institute on Drug Abuse (NIDA,2017) define adiccion como una
enfermedad crénica del cerebro, que se caracteriza por la busqueda y uso
compulsivo de drogas a pesar de las consecuencias nocivas. Se considera una
enfermedad cerebral ya que cambia su estructura y funcién. Dichos cambios

pueden ser duraderos e incidir en comportamientos perjudiciales para el sujeto.

El Manual Estadistico de los Trastornos Mentales V (DSM-V) ya no utiliza el
termino adicciéon para describir los problemas graves relacionado con el uso
compulsivo y habitual de drogas. Utiliza la expresion trastornos relacionados con
el consumo de sustancias y trastornos adictivos, los cuales, son divididos en dos
grupos: los trastornos por consumo de sustancias y los trastornos inducidos por

sustancias.

Asi mismo, el DSM-V define a los trastornos de la conducta alimentaria y de la
ingesta de alimento como una alteracion persistente en el comportamiento
relacionado con la alimentacion que llevan a una alteracion en el consumo o en la
absorcion de los alimentos y que causan un deterioro significativo de la salud
fisica o del funcionamiento psicosocial. Algunos de los individuos con estos
trastornos refieren sintomas similares a los que suelen atribuirse a las personas
con trastornos por consumo de sustancias, como el ansia y los patrones de
consumo compulsivo, esta semejanza puede reflejar la implicaciéon de los mismos
sistemas neuronales. Sin embargo, la obesidad no se incluye en el DSM-V ya que
es el resultado del exceso de consumo de energia en relacion a la energia
gastada a largo plazo, donde influyen factores genéticos, fisioldgicos,
conductuales y ambientales que pueden variar entre los individuos. Por lo
contrario, existen asociaciones entre la obesidad y ciertos trastornos conductuales

como el trastorno por atracon (American Psychiatry Association, 2014).



Conductas relacionadas con el consumo de drogas y alimento

altamente reforzante

La conducta compulsiva es una caracteristica fundamental que se observa con el
consumo de alimento sabroso similar al consumo de drogas de abuso. Es definida
como la manifestacion de acciones perseverativas y repetitivas, realizadas para
reducir la tension o ansiedad (Koob & Volkow, 2016). Esta caracteristica puede
coexistir con conductas impulsivas que son definidas como una predisposicién
hacia una accion rapida y no planeada en respuesta a estimulos internos y
externos sin importar las consecuencias negativas, y que son acompafadas de
sentimientos de placer o gratificacion. De esta forma los individuos pueden
moverse de la impulsividad a la compulsividad, y el control de las conductas para
obtener el alimento o droga es paralelo a los cambios de reforzadores positivos a
negativos (Koob & Volkow, 2016; Leigh & Morris, 2016).

Para el estudio del uso compulsivo y habitual de drogas, asi como para la
evaluacion del consumo compulsivo de alimento se han desarrollado modelos
animales que bajo determinados paradigmas presentan aspectos concretos
conductuales asociados a su consumo (Volkow, Koob, & McLellan, 2016; Garcia

Pardo, Roger Sanchez, De la Rubia Orti, 2017) . Entre ellos se observan:

Craving: El craving al alimento como a las drogas de abuso es definido como un
deseo intenso o urgencia por consumir un alimento, que regularmente se presenta
después de un periodo de abstinencia (Venniro, Caprioli, & Shaham, 2016;
Rogers, 2017). En modelos animales se ha observado un incremento progresivo
en la tasa de respuesta (palanqueo) durante las primeras semanas de abstinencia
y se mantiene durante periodos prolongados, después de la autoadministracion
(Venniro et al., 2016). En protocolos de condicionamiento de preferencia de lugar
(CPP) se ha observado un incremento a través del tiempo en la preferencia del
lado pareado con la sustancia (Caprioli, Zeric, Thorndike, & Venniro, 2015). Otro
indicador conductual relacionado con el craving es el aumento de la actividad
locomotora general durante el periodo de busqueda de la droga o alimento
especifico (De Jong, Vanderschuren, & Adan, 2012).



Atracones: “Binge Eating” es definido como un sobreconsumo en un corto periodo
de tiempo (1-2 horas) significativamente mayor al que la mayoria de las personas
consumiria en un periodo de tiempo similar bajo circunstancias similares
(American Psychiatry Association, 2014). En modelos animales se ha definido
como una ingestion excesiva en un corto periodo de tiempo, en un solo episodio,
que por lo general se presenta después de un periodo de privacion forzada (De
Jong et al., 2012; Corwin, Avena, & Boggiano, 2011). Existen diversos modelos
animales para inducir atracon; uno de ellos es el modelo de acceso limitado en
este modelo los animales nunca se encuentran bajo restriccion de alimento chow o
agua y son expuestos a alimento sabroso esporadicamente (3 veces por semana)
en tiempos limitados (1-3 horas), dicho acceso produce un aumento en el
consumo del alimento sabroso a lo largo de 4 semanas. En este modelo el atracén
es estimulado por eleccidén y no por privacién (Corwin et al., 2011; Corwin &
Babbs, 2012; Westwater, Fletcher, & Ziauddeen, 2016).

Abstinencia: Se presenta después de un periodo de privacion forzada o voluntaria
del acceso a la droga o alimento sabroso (Rogers, 2017). En modelos animales
con privacién de alimento y acceso a una solucion de sacarosa, cuando se privan
de acceso a la solucion dulce, las ratas expuestas a este ciclo de dieta, presentan
conducta de atracon y sintomas de abstinencia como el incremento de ansiedad,
un incremento en el castafieo de dientes, asi como temblores y brincos
(Colantuoni et al., 2002; Avena, Rada, & Hoebel, 2008). La presencia de
conductas de ansiedad es una de las caracteristicas en la abstinencia la cual
puede ser medida por medio de diversas pruebas conductuales por ejemplo el
laberinto elevado, en donde las ratas evitan los brazos abiertos, especialmente
cuando se encuentran iluminados, prefiriendo la obscuridad, es decir los brazos
cerrados. Este conflicto de aproximacion-evitacién resulta en comportamientos
que se han correlacionado con el aumento de los indicadores de estrés fisioldgico
(Llc, 2001).



Conductas de esfuerzo/motivacion por obtener la recompensa:

Una de las caracteristicas principales de la adiccion es el esfuerzo y el tiempo
invertido por obtener la sustancia o alimento. En modelos animales, el método
mas empleado para medir esta caracteristica es el condicionamiento operante que
bajo un paradigma de autoadministracion, los animales son entrenados para
conseguir la sustancia realizando una respuesta operante como presionar una
palanca. La mayoria de los procedimientos de autoadministracion utilizan un
programa de razon progresiva (RP) donde el animal debe realizar un mayor
numero de respuesta de manera gradual para obtener el reforzador (Garcia Pardo,
Roger Sanchez, De la Rubia Orti, 2017; Westwater et al., 2016; Venniro et al.,
2016). Un método alternativo para la evaluacion de la motivacién y esfuerzo por
obtener la recompensa sin la necesidad de un entrenamiento previo, es la
utilizacion de una caja de malla de alambre sellada con orificios, la cual contendra
la recompensa (Valdes, 2010), dicha estrategia permite al animal ver y olfatear el
contenido pero no obtenerlo, permitiendo evaluar las conductas relacionadas con
la obtencion del reforzador mediante la manipulacién de la caja de malla (Blancas,
Gonzalez, & Escobar, 2014).

Continuar con el uso de la sustancia a pesar de las consecuencias adversas:

Estudios recientes han demostrado que esta caracteristica también ocurre en
modelos animales (Caprioli et al., 2015; Venniro et al., 2016). Después de un
periodo de tiempo de acceso prolongado a autoadministracion de cocaina, los
animales continuan con el consumo de la sustancia aun en la presencia de un
estimulo condicionado aversivo, como un tono previamente pareado con un shock
eléctrico en las patas (Vanderschuren & Everitt, 2004; De Jong et al., 2012). Para
demostrar que la busqueda de alimentos altamente reforzantes (usualmente una
combinacion de grasa y azucar) también puede hacer a los animales resistentes al
castigo, se han utilizado paradigmas comparables de aversion condicionada
(Oswald, Murdaugh, King, & Boggiano, 2011). En este sentido, se ha demostrado

que ante un acceso extendido a dieta de cafeteria, la conducta de busqueda del



alimento se vuelve insensible a la presentacion de un estimulo condicionado

aversivo (Johnson & Kenny, 2010).

Sistema de motivacion y recompensa

Las estructuras que comprenden el sistema de recompensa son las mismas que
responden a las drogas de abuso y a las recompensas naturales como la ingesta
de alimento, el sexo y la interaccion social. En general, este sistema esta
implicado en la regulacién de la motivacién y el valor reforzante de los estimulos
(Koob & Volkow, 2016).

Las drogas de abuso, como la cocaina y las anfetaminas, inciden directamente (en
los circuitos dopaminérgicos) en el circuito de recompensa, ingresando al sistema
nervioso por la circulacion. El alimento también incide en el mismo circuito en dos
formas indirectas (Alonso-Alonso et al., 2015). La primera es la entrada por la via
neural proveniente de las papilas gustativas a las neuronas que secretan
dopamina en el cerebro y la segunda via es a través de hormonas y otras sefales
generadas por la digestion y absorcion de la ingesta de alimentos hacia sistemas
de regulacion homeostatica (Cathelain, Brunault, Ballon, Réveillere, & Courtois,
2016).

La ingesta de alimento es determinada por la interaccion de sefiales circulantes de
la homeostasis energética que son codificadas por los circuitos cerebrales
encargados de generar todo un repertorio conductual para conseguir y consumir
alimento. Pero la decisiéon para iniciar la conducta de ingesta no es influenciada
unicamente por estados internos del equilibrio calérico, sino también por factores
no homeostaticos, como la palatabilidad de los alimentos y sefiales ambientales
que pueden producir respuestas condicionadas (Ferrario etal.,, 2016). Las
hormonas y neuropeptidos involucrados en la homeostasis energética pueden
influenciar la via dopaminérgica del sistema de recompensa. Sefales orexigenicas
como la grelina, glucagon y orexinas incrementan la actividad de las neuronas
dopaminérgicas de este sistema, mientras que las sefales anorexigenicas como la
leptina e insulina las inhiben y disminuyen la liberacién de dopamina (Volkow,

Wang, Tomasi, & Baler, 2013). Por lo cual, la alimentacion por placer y no por



hambre es considerada como la salida conductual del incremento de la activacion
en el sistema de recompensa (Meule, 2015; Volkow, Wang, Tomasi, & Baler,
2013) (Ver Figura 1).

Figura 1. Contraste entre las drogas de abuso y el alimento. La accién de las drogas es a
través de sus efectos directos en la via dopaminergica del sistema de recompensa cerebral. La
regulacion de la conducta de ingesta y la respuesta a los alimentos son moduladas por multiples
mecanismos centrales y periféricos, que directa o indirectamente impactan sobre el sistema de
recompensa. PPY, péptido Y; VTA, area ventral tegmental (Modificado de Volkow et al., 2013).
El sistema neuronal que regula la recompensa consiste en una red de regiones
cerebrales que comprenden la via mesocorticolimbica que surge de las neuronas
dopaminergicas provenientes del area ventral tegmental (VTA) en el mesencéfalo.

Envia proyecciones al nucleo accumbens (NAcc), hipocampo, corteza prefrontal
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(PFC) y amigdala. EL VTA y el NAcc forman una red interconectada para el
procesamiento de la recompensa; asi mismo, la amigdala es fundamental en el
control de la ansiedad (Sharma, Fernandes, & Fulton, 2013). Este sistema esta
criticamente implicado en el desarrollo de conductas motivas incluyendo la ingesta
de alimentos. Por otra parte, neuronas en el VTA y el NAcc expresan receptores
para diversas sefales metabdlicas, el péptido similar al glucagdn, grelina, insulina
y orexinas, entre otros. Por lo tanto, no es sorprendente que estas
hormonas/péptidos también participen en la regulacion de la respuesta hedoénica

de los alimentos (Volkow et al., 2013).

Las neuronas dopaminérgicas del VTA también envian aferencias a la CPF, a la
amigdala central (ACe), amigdala basolateral (BLA) y al hipocampo. Todas estas
regiones que son llamadas el sistema de recompensa cerebral, estan
interconectadas de diversas formas: por ejemplo, el NAcc recibe inervaciones
glutamatérgicas de la CPF, amigdala e hipocampo y a su vez estas areas tienen

conexiones glutamatérgicas con otras areas (Koob, 2014).

Las regiones del sistema de recompensa se han asociado a una funcion
conductual especifica: El circuito VTA-NAcc es crucial para el reconocimiento de
recompensas en el ambiente y para iniciar su consumo (Berridge & Robinson,
2016; Koob & Volkow, 2016; Koob & Le Moal, 2008; Koob & Volkow, 2010) asi
mismo, estas regiones responden a estimulos aversivos, la amigdala como un
componente crucial para la asociacion de memorias relacionadas con el miedo,
aversion y la recompensa; el hipocampo como un mediador de la memoria
declarativa y la CPF con aspectos relacionado a la memoria de trabajo y el control
ejecutivo (Koob & Volkow, 2016) (Ver Figura 2).

El NAcc, ademas, es una interface entre el sistema limbico y motor relacionado
con las conductas motivadas y el proceso relacionado con la recompensa. EI NAcc
es inervado por neuronas dopaminérgicas del VTA y su ablacién produce
hipofagia, lo que ha sido atribuido a la ausencia de recompensa asociada a la
ingesta de alimento (Berridge & Kringelbach, 2015; Castro, Cole, & Berridge,

2015). Se divide principalmente en dos regiones NAcc Shell que representa la
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parte ventromedial y NAcc Core que representa la parte dorsolateral. Ambas
regiones estan diferencialmente involucradas en estados especificos conductuales

como la ingesta y la actividad.

Figura 2. Sistema de recompensa. Esquema simplificado de las conexiones dopaminergicas,
glutamatergicas y GABAergicas aferentes y eferentes del area ventral tegmental (VTA) y nucleo
accumbens (NAcc) en el cerebro de rata. El principal circuito de recompensa incluye las
proyecciones dopaminergicas provenientes del VTA a el NAcc que liberan dopamina en respuesta a
los estimulos relacionados con la recompensa. Asi mismo, hay proyecciones GABAergicas del
NAcc al VTA. El NAcc recibe inervaciones glutamatergicas de la CPF, hipocampo (Hipp) y
amigdala. ElI VTA también recibe proyecciones glutamatergicas del hipotdlamo lateral y habenula
(LHb) (Modificado de Russo & Nestler, 2014).

El NAcc Core proyecta hacia la CPF (regién prelimbica) asi como a la BLA
(Murray et al., 2015a), este circuito esta implicado en el craving, la anticipacién y la
busqueda del reforzador por lo que se ha relacionado con el “wanting”: lo quiero lo
busco (Koob & Volkow, 2016; Berridge & Robinson, 2016). La iniciacién de la
busqueda de la recompensa es una conducta dirigida a un objetivo que depende
de la conexidén funcional entre la amigdala basolateral y el NAcc Core; asi mismo,
esta interaccion es necesaria para la adquisicion del comportamiento de busqueda

voluntaria del reforzador controlada por senales (Murray et al., 2015a).
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Por su parte, el NAcc Shell esta implicado con el sistema limbico, sus
proyecciones eferentes estan estrechamente relacionadas con la salida de
estructuras limbicas como el VTA, amigdala y el hipotalamo lateral por lo que esta
mas relacionado con el “liking”> me gusta (Castro et al., 2015; Berridge &
Robinson, 2016).

El consumo repetido de drogas de abuso y recompensas naturales (como el
alimento) puede llevar a adaptaciones en las neuronas dopaminérgicas y sus
conexiones, para facilitar su busqueda y consumo, lo cual produce un
escalamiento en el consumo y promueve la conducta compulsiva (Sharma et al.,
2013).

La plasticidad sinaptica es necesaria para las adaptaciones que resultan de la
respuesta a una amplia gama de estimulos ambientales. Por lo cual, la plasticidad
sinaptica en el sistema de recompensa es una pieza para el desarrollo de cambios
conductuales y neuronales a largo plazo, involucrados en el consumo y busqueda
persistente de drogas de abuso, asi como de alimento apetitoso (Malenka &
Kauer, 2007; Barker & Ullian, 2010).

AFosB como factor de transcripcion de cambios plasticos en el

sistema de recompensa

Las principales adaptaciones neuronales del sistema mesocorticolimbico incluyen
alteraciones en regiones especificas de la expresion génica, incluyendo la
activacién y supresién de los factores de transcripcion como AFOSB (Sharma
et al., 2013).

La regulacidon de la expresidn génica es un mecanismo importante por el cual la
exposicidon crénica a una droga de abuso causa cambios duraderos en el cerebro
para promover un estado de adiccion (Robison & Nestler, 2011; Volkow & Morales,
2015). Se propone que estos cambios moleculares podrian ser el nexo entre los
cambios conductuales y el desarrollo de conductas compulsivas ante el consumo
de drogas de abuso y de alimento altamente reforzante (Nestler, 2008; Volkow et
al., 2013).
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El mecanismo clasico para la regulacion de la expresion de genes es a traves de
la accién de los factores de transcripcion: proteinas que, en respuesta a las vias
de sefalizacion celulares, se unen a secuencias especificas de ADN
(generalmente en las regiones promotoras o activadoras de genes diana) y
aumentan o reprimen la expresion de estos genes mediante la promocion o el
bloqueo del reclutamiento del complejo transcripcional RNA polimerasa |l (Robison
& Nestler, 2011). Los factores de transcripcion son parte de grandes complejos de
proteinas, cuyos mecanismos de accion eventualmente implican alteraciones en la
estructura de la cromatina (Robison & Nestler, 2011; Nestler, 2008). Aunque las
neuronas poseen cientos de factores de transcripcidon, los estudios de las
adaptaciones inducidas por drogas de abuso se han centrado en un pequefio

subconjunto entre los cuales se encuentra el factor de transcripciéon AFOSB.

AFOSB es codificado por el gen FosB y comparte homologia con otros factores de
transcripcion de la familia FOS. Se heterodimeriza con proteinas de la familia JUN
para formar la proteina activadora AP-1 (también conocida como factor de
transcripcion AP-1) complejo que se une a los sitios AP-1 de los genes
responsivos para regular su transcripcidén. Sin embrago, todas las proteinas de la
familia FOSB son inducidas de forma transitoria por la exposicion aguda a drogas.
Ante la administracion cronica, de casi cualquier droga de abuso, se induce una
expresion de larga duracion especificamente de AFOSB. (Perrotti et al., 2009;
Nestler, 2008; Robison & Nestler, 2011). La estabilidad regulada intrinseca de la
proteina es una caracteristica importante, ya que proporciona un mecanismo
molecular por el cual los cambios inducidos por las drogas de abuso pueden
persistir durante semanas después de que la ingesta de la droga se detiene

(Madsen, Brown, & Lawrence, 2012).

Este proceso suele ser mas pronunciado en el NAcc y el estriado dorsal, aunque
también se ha observado en otras areas cerebrales relacionadas con la
recompensa como la CPF. La induccion de AFOSB en el NAcc y el estriado dorsal

por drogas de abuso ocurre particularmente en el subtipo de neuronas espinosas
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medianas (MSNs, por sus siglas en inglés) que expresan receptores a dopamina
D1 (Robison & Nestler, 2011).

AFOSB es activador transcripcional de dos genes relacionados con procesos
plasticos neuronales: la cinasa-5 dependiente de ciclina (Cdk5) y su cofactor P35
(McClung & Nestler, 2003). Su expresion se relaciona directamente con los
cambios en el estado de fosforilacion de numerosas proteinas sinapticas
incluyendo subunidades de receptores a glutamato, asi como en el incremento de
espinas dendriticas en el NAcc, y se asocia directamente con las alteraciones

conductuales dados por la cocaina (Robinson & Kolb, 2004; Nestler, 2008).

El factor nuclear-kB, es otro factor de trascripciéon que podria estar regulado por
AFOSB. Es inducido y activado rapidamente por diversos estimulos y esta
relacionado a cambios plasticos sinapticos y de memoria por administracion
repetida de cocaina. Este factor promueve el aumento de la densidad dendritica
de las neuronas MSNs del NAcc y la sensibilizacion a los efectos reforzantes de la
droga (Robison & Nestler, 2011).

En modelos animales, la sobreexpresion de AFOSB en las neuronas espinosas
medianas del NAcc y del estriado dorsal se asocia a la sensibilizacion locomotora
a la cocaina, el incremento en el condicionamiento de preferencia de lugar y el

incremento en la autoadministracion (Madsen et al., 2012; Lobo et al., 2013).

La exposicion a diferentes drogas de abuso como la cocaina, morfina,
canabinoides y etanol, inducen la expresién de AFOSB, a diferentes magnitudes,
en el nucleo accumbens, en el estriado dorsal, asi como en la corteza prefrontal,
amigdala, hipocampo y nucleo de la cama de la estria terminal. En la corteza
orbitofrontal, una subregion de la corteza prefrontal, AFOSB se ha relacionado con
la conducta compulsiva e impulsiva caracteristica de un estado adictivo (Madsen
et al., 2013; Nestler, 2008). Asi mismo, AFOSB es inducido en las MSNs que
expresan el receptor D1 ante el consumo de diversos reforzadores naturales
incluyendo la sacarosa, los alimentos altos en grasa, el sexo y el ejercicio. Esto
implica que este factor de transcripcién también esta involucrado en la regulacion

de los reforzadores naturales bajo condiciones normales y durante estados
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patolégicos de ingesta compulsiva (Nestler, 2008; Madsen et al., 2012; Robinson
& Kolb, 2004; Sharma et al., 2013; Alonso-Alonso et al., 2015). En ratones que
sobreexpresan AFOSB se observa una disminucion en la produccion de dopamina
en el mesencéfalo que proyecta al estriado, por lo cual demuestra que el aumento
de AFOSB, en el sistema de recompensa, incrementa el valor reforzante de la
comida, el consumo de alimentos ricos en grasa y/o azucar para restablecer los

niveles de dopamina (Teegarden, Nestler, & Bale, 2008) (Ver Figura 3).

Figura 3. La dieta alta en grasas (HF) normaliza la sefializacién dopaminergica asociada a
la recompensa ante la sobreexpresion de AFOSB. Bajo condiciones basales de
sobreexpresion a largo plazo AFOSB conduce a la desregulacién dopaminergica (DA) y la
expresiéon génica en el nucleo accumbens (NAcc) alterando la retroalimentacion del area
ventral tegmental (VTA). La exposicién a HF conduce a la normalizacién de la sefial de DA
en el NAcc vy el VTA. Tomado de Teegarden, Nestler, & Bale, 2009.

Los astrocitos como apoyo estructural en los cambios plasticos

La proteina acida glial fibrilar (GFAP) forma parte de los filamentos intermedios,
expresada en diversos tipos celulares en el sistema nervioso central incluyendo
los astrocitos (Sofroniew & Vinters, 2010). Los astrocitos desempefian un papel

fundamental en el mantenimiento de la funcion homeostatica cerebral incluyendo
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el soporte estructural, metabdlico y en el mantenimiento homeostatico del medio
extracelular de las neuronas; proporcionan un microambiente controlado donde los
niveles de neurotransmisores pueden ser regulados mediante su recaptura,
impidiendo la activacion de otras sinapsis o receptores extrasinapticos (Barker &
Ullian, 2010; Pirttimaki & Parri, 2013). Los astrocitos también participan de forma
directa en la transmision sinaptica a través de la liberacion regulada de moléculas
sinapticamente activas incluyendo glutamato, purinas, GABA y D-serina
(gliotransmisores) en respuesta a cambios en la actividad neuronal. La liberacién
de gliotransmisores implica que los astrocitos tienen excitabilidad reflejada en el
incremento de calcio (Ca*™) intracelular y que a su vez puede modificar la
excitabilidad neuronal (Perez-Alvarez, Navarrete, Covelo, Martin, & Araque, 2014;
Rossi, 2012).

Ademas de tener un efecto directo sobre la actividad sinaptica por medio de la
liberacion de “gliotransmisores”, los astrocitos favorecen cambios a largo plazo en
la funcion sinaptica a través de la liberacién de factores de crecimiento y otras
moléculas relacionadas, controlan el numero y la fuerza de las sinapsis de una
neurona y por tanto contribuyen a los mecanismos subyacentes a la plasticidad

sinaptica (Valtcheva & Venance, 2016; Perez-Alvarez et al., 2014) (Figura 4).

Figura 4. Ademas de un soporte metabdlico (como el reciclamiento de glutamato y la
homeostasis idnica), los astrocitos liberan factores que contribuyen a la formacioén de sinapsis. La
trombospondina (TPS, por sus siglas en inglés) actua a través de los mecanismos de la pre-
sinapsis para incrementarlas en niumero. La liberacién de determinados factores de crecimiento
puede incrementar la insercion de receptores para el fortalecimiento de la sinapsis. Modificado
de Barker & Ullian, 2010.
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Las adaptaciones de los astrocitos son comunmente visualizadas mediante la
inmunoreactividad de la proteina GFAP de los filamentos estructurales. Se ha
observado que la expresion total y el numero de células que expresan GFAP
incrementa en el nucleo NAcc después de la administracion repetida de cocaina
(Bull et al., 2014; Bowers & Kalivas, 2003). Adicionalmente, ratas que han tenido

acceso a una autoadministracién de morfina sobre-expresan GFAP en el VTA.

En la corteza prefrontal de ratas que muestran una alta preferencia por el
consumo de etanol, la densidad de astrocitos fue baja, indicando la importancia
del funcionamiento de los astrocitos en la modulacion de la respuesta conductual a
estimulos reforzantes (Bull et al., 2014; Wang et al., 2017; Valtcheva & Venance,
2016). Durante la sensibilizacion locomotora ante la administracion repetida de
metanfetaminas en ratas, se observa un incremento en los niveles de expresion de
GFAP en el NAcc y en la corteza del cingulo (Narita, Suzuki, Kuzumaki, Miyatake,
& Suzuki, 2008; Bull et al., 2014).

En cuanto al consumo de alimentos altos en grasa y azucares, se ha demostrado
que la exposicidn a una dieta alta en grasa, en roedores, resulta en una mayor
ganancia de peso asi como en un incremento en respuesta inflamatoria central y
un incremento en la activacién de los astrocitos, principalmente en nucleos
hipotalamicos involucrados en la ingesta de alimento como el nucleo arqueado y el
nucleo dorsomedial, lo cual se ha asociado con la modulacién de la organizacion
sinaptica en estos nucleos (Buckman etal.,, 2015). Este incremento en la
activacion de los astrocitos sugiere la contribucidn de estas células en la
regulacion de la conducta de ingesta y el balance homeostatico ante el consumo
de alimento “sabroso” (Argente-Arizon, Guerra-Cantera, Garcia-Segura, Argente,
& Chowen, 2016).

Como se ha mencionado, diversos estudios han indicado que el valor reforzante
de los alimentos, como la dieta alta en grasa, esta controlado por el sistema de
recompensa; sin embargo, se ha demostrado que el desarrollo de esta preferencia
requiere de la activacion de los astrocitos hipotalamicos (a través de la activacion
los receptores a cannabinoides tipo 1, CB1) (Argente-Arizon et al., 2016). Por otro
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lado, la activacion de los astrocitos esta involucrada con una respuesta
inflamatoria ante el consumo de dietas altas en grasa, asociado a la disminucién
en las funciones cognitivas y un decremento especifico de espinas dendriticas en
la CPF, que podria ser consecuencia del incremento del estrés oxidativo producido
por el consumo de este tipo de dietas (White et al., 2009; Dutheil, Ota, Wohleb,

Rasmussen, & Duman, 2015).

Por lo anterior, es evidente que la funcién de los astrocitos es compleja y que
participan tanto en funciones de plasticidad sinaptica, como en funciones
inflamatorias y de deterioro neuronal (John Lin etal., 2017). Por ello, la
contribucién de los astrocitos en el sistema de recompensa ante el consumo de
alimento “sabroso” requiere ser evaluada para conocer si los cambios en la
presencia o numero de astrocitos en estas areas pueden contribuir de igual forma
que, en las drogas de abuso, a los cambios conductuales subyacentes a su
consumo.

El acceso restringido a alimento como factor desencadenante del

consumo compulsivo de alimentos altamente reforzantes

El control homeostatico a corto plazo de la ingesta de alimento es esencial para la
supervivencia animal. Ademas de los circuitos homeostatico los efectos
reforzantes del alimento modulan la ingestion y la conducta de busqueda (Morin
et al., 2017).

La conducta de ingesta depende de ciclos circadianos, ya que las fuentes de
alimento varian a lo largo del dia. Por ello, los animales requieren conocer en
donde y estimar a qué hora van a encontrar el alimento. Esta capacidad de
estimar el tiempo lleva a los animales a tener la posibilidad de anticiparse ante la
disponibilidad del alimento, es decir, conlleva a una preparacion fisiolégica y
conductual (Escobar et al., 2011). De tal manera, la hora en que esta disponible el
alimento se convierte en una potente sefial de tiempo para el sistema circadiano,
la cual es capaz de sincronizarlo, asi como de anular las sefales temporales
trasmitidas por el nucleo supraquiasmatico, quien principalmente se sincroniza por

el ciclo luz/obscuridad.
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El efecto sincronizador del alimento se hace mas potente cuando se restringe el
acceso de alimento a una ventana temporal reducida (de 2 o 3 horas) y en la fase
de reposo. Este protocolo demuestra que la hora del alimento modifica la
organizacion temporal y aumenta la activacion en horas normalmente de reposo.
En la conducta se desarrolla actividad anticipatoria, que se compone de una
activaciéon e incremento de la actividad locomotora, asi como conductas
exploratorias y un incremento de conductas instrumentales, como el palanqueo,
para obtener el alimento. Estos cambios se acompafian de cambios en la

temperatura corporal y aumento de corticosterona (Van der Vinne et al., 2015).

A nivel cerebral, se observa que pocas horas antes del acceso al alimento,
cuando los roedores exhiben actividad anticipatoria, diversos nucleos
hipotalamicos involucrados en el balance energético muestran un incremento en
la actividad neuronal. Este aumento de activacion se observa también en
estructuras limbicas involucradas en la respuesta motivacional y de recompensa
(Angeles-Castellanos, Mendoza, Diaz-Munoz & Escobar, 2005; Angeles-
Castellanos, Aguilar-Roblero, & Escobar, 2004; Angeles-Castellanos et al., 2008).
Demostrando que para las adaptaciones conductuales, neuronales Yy fisiolégicas
que permiten al animal preparase para la llegada del alimento el sistema

homeostatico y el sistema de motivacion-recompensa tienen un papel importante.

Lo anterior, resalta la importancia de la disponibilidad del alimento para inducir
actividad anticipatoria en respuesta a un balance energético negativo, como
mecanismo para mantener la homeostasis energética. Diversos estudios sugieren
que los animales y quizas las personas también pueden anticipar el acceso a una
droga de abuso (Jansen, Sergeeva, Stark & Sorg, 2012; Webb, 2017) y que
también se pudiera anticipar al acceso de alimento apetitoso. En roedores se ha
observado que el acceso restringido y programado a la misma hora de un
alimento sabroso (5gr de chocolate), sin restriccion de alimento, genera
expectancia y actividad anticipatoria 15-30 minutos antes del acceso. Lo que
sugiere una gran dependencia del tiempo para la motivacion y busqueda del

alimento placentero. Este efecto es selectivo de areas corticolimbicas
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involucradas en la regulacion de la motivacion y recompensa que no dependen
del sistema homeostatico energético (Angeles-Castellanos et al., 2008; van der
Vinne et al., 2015).

Por lo anterior, las propiedades reforzantes del chocolate pueden ser la fuerza
impulsora que comienza las oscilaciones y producen la expectancia y
anticipacion. Esto podria sugerir que la activacion diaria y de la conducta de
busqueda pueden ser el resultado de mecanismos similares a los subyacentes al
consumo de drogas de abuso (Jansen, Sergeeva, Stark, & Sorg, 2012; Angeles-
Castellanos et al., 2008; Blancas et al.,2014; Angeles-Castellanos, Mendoza &
Escobar, 2007; Mendoza, Angeles-Castellanos & Escobar, 2005).

Factores como el valor heddnico y nutrimental de la comida son relevantes para la
sincronizacion. El acceso diario a un alimento sabroso sin privacién de alimento
puede llevar a la disociacion entre la influencia motivacional y la activacion

metabdlica homeostatica (Van der Vinne et al., 2015).

Muchos nucleos del sistema limbico estan involucrados con la valencia positiva
del valor heddnico del alimento. En ratas, la corteza prefrontal responde a la
valencia positiva del alimento, asi mismo la amigdala y sus conexiones
anatémicas con el circuito neural hipotalamico para el control de la ingesta. El
NAcc se considera la interface entre el sistema limbico y motor que regula las
propiedades reforzantes en la conducta de ingesta (Angeles-Castellanos et al.,
2008), mostrando un papel claro en los mecanismos motivacionales involucrados
en la anticipacion a los estimulos reforzantes (Angeles-Castellanos et al., 2008;
Mendoza et al., 2005; Blancas et al., 2014).

Los patrones de alimentacion son una variable importante implicada en el
sobreconsumo de alimento “sabroso” alto en grasa y/o azucares. Se ha reportado
que el sobreconsumo de alimentos energéticamente densos promueve conductas
motivadas por obtener el alimento y que la restriccibn puede estimular la
motivacion y un consumo similar al atracén. Por lo tanto, estos dos estados
fisioloégicos, aparentemente opuestos, son capaces de promover conductas

similares al consumo compulsivo de alimento “sabroso”. Las implicaciones de
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estos resultados son que el patréon de consumo, antes o después de la obesidad,
puede provocar cambios duraderos en el sistema nerviosos central y en el
comportamiento que promuevan la alimentacién en ausencia de una necesidad
caldrica (Van der Vinne et al., 2015; Sirohi, Van Cleef, & Davis, 2016).

JUSTIFICACION

El consumo excesivo de alimentos con alto contenido en grasas y azucar (que
suelen ser altamente reforzantes y que ofrecen un bajo valor nutricional),
disminuye la calidad de la salud en los individuos. Hay que resaltar que las tasas
actuales de sobrepeso y obesidad son altas, sugiriendo que dichos patrones
conductuales de alimentacion pueden ser resistentes al cambio (Murray et al.,
2015b), produciendo estados patoldgicos de consumo que inciden en la salud de

los individuos.

Por lo cual, consideramos importante el comprender los mecanismos que
subyacen al consumo no homeostatico de alimento apetitoso, con alto contenido
en grasas y azucar (regulado por el sistema de recompensa) y su capacidad para
interferir con las senales homeostaticas. Particularmente los patrones de consumo
aunados a una alta disponibilidad de estos alimentos, pueden ser factores
desencadenantes de conductas de consumo compulsivo y de cambios plasticos
neuronales y conductuales similares a los observados ante el consumo de drogas

de abuso.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las drogas de abuso y los alimentos con alto contenido en grasa y azucar
impactan sobre las mismas regiones cerebrales implicadas en la modulacién de la

motivacion y el valor reforzante de los estimulos.

Si bien, las drogas pueden generar cambios plasticos neuronales en el sistema de
recompensa a través de la expresion de factores de trascripcion como lo es
AFOSB, el alimento altamente reforzante podria tener un impacto similar llevando

a estados conductuales similares de un estado adictivo: como la busqueda, la
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anticipacion, el consumo excesivo (atracon) y el esfuerzo por obtenerlo (Rogers,
2017).

En nuestro grupo, encabezado por la Dra. Carolina Escobar, se ha demostrado
que el acceso diario y restringido de chocolate, que es un alimento sabroso, rico
en grasa y azucar, puede inducir conductas de esfuerzo por obtenerlo, conductas
de anticipacion, asi como un incremento de la actividad neuronal en areas
corticolimbicas (Blancas et al., 2014; Mendoza et al., 2005; Escobar et al., 2011).
Estos cambios pueden derivarse de adaptaciones conductuales y neuronales, que
modulan los procesos de motivacion y recompensa asociados a un sistema de

medicion del tiempo, que dependa del patrén de acceso al alimento sabroso.

El propédsito de esta investigacion fue determinar si el acceso restringido de
alimento reforzante (chocolate) es necesario para inducir conductas de
anticipacion, esfuerzo y atracén, asi como cambios plasticos en estructuras
corticolimbicas (acumulacion de AFOSB y aumento de GFAP) que subyazcan al

cambio conductual.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar cambios conductuales y un aumento en expresion de AFOSB y GFAP,
como indicadores de plasticidad neuronal en ratas expuestas diariamente a
distintos patrones de acceso a chocolate: acceso restringido y programado,

acceso restringido en horarios aleatorios o ad libitum.
Objetivos especificos:
Estudiar:

La anticipacion de actividad locomotora en ratas expuestas a distintos patrones de
acceso al chocolate.

Los cambios en el patréon diario de temperatura asociados al consumo diario de

chocolate
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La expresién de conductas de esfuerzo y atracon en ratas expuestas a distintos

patrones de acceso al chocolate.

Los cambios en la expresion de la proteina AFosB en el nucleo accumbens,
corteza prefrontal y amigdala basolateral en ratas expuestas a distintos patrones

de acceso al chocolate.

La existencia de una mayor expresiéon de la proteina GFAP en el nucleo
accumbens y corteza prefrontal en ratas expuestas a distintos patrones de acceso

al chocolate.

HIPOTESIS
Hi: El acceso diario restringido y programado a 5gr de chocolate inducira el

desarrollo de actividad locomotora anticipatoria.

Ho: El acceso diario restringido y programado a 5gr de chocolate no inducira el

desarrollo de actividad locomotora anticipatoria.

Hi: El acceso diario restringido y programado a 5gr de chocolate inducira cambios

en la temperatura corporal.

Ho: El acceso diario restringido y programado a 5gr de chocolate no inducira

cambios en la temperatura corporal.

Hi: El acceso diario restringido a 5gr de chocolate inducird un incremento en las

conductas de esfuerzo por obtener el chocolate.

Ho: El acceso diario restringido a 5gr de chocolate no inducira un incremento en

las conductas de esfuerzo por obtener el chocolate.

Hi: El acceso diario restringido a 5gr de chocolate inducira la conducta de atracon:

un sobreconsumo mayor al 20% de su ingesta caldrica diaria.

Ho: El acceso diario restringido a 5gr de chocolate no inducira la conducta de

atracén: un sobreconsumo mayor al 20% de su ingesta cal6rica diaria.
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Hi: El acceso diario y restringido a 5gr de chocolate inducira una mayor expresion
de la proteina AFosB en la corteza prefrontal, nucleo accumbens y amigdala

basolateral.

Ho: El acceso diario y restringido a 5gr de chocolate no inducird una mayor
expresion de la proteina AFosB en la corteza prefrontal, nucleo accumbens y

amigdala basolateral.

Hi: El acceso diario y restringido a 5gr de chocolate inducira una mayor expresion

de la proteina GFAP en la corteza prefrontal y nucleo accumbens.

Ho: El acceso diario y restringido a 5gr de chocolate no inducira una mayor

expresion de la proteina GFAP en la corteza prefrontal y nucleo accumbens.

Hi: La magnitud de los cambios plasticos reflejara la intensidad del atracén y las

conductas de esfuerzo.

Ho: La magnitud de los cambios plasticos no reflejara la intensidad del atracén y

las conductas de esfuerzo.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos y condiciones generales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 230-260 gr,
provenientes del bioterio general de la Facultad de Medicina de la UNAM. Las
ratas fueron mantenidas en el bioterio del Departamento de Anatomia y alojadas
en cajas de acrilico individuales (40 x 50 x 20 cm) dentro de roperos con
capacidad para 8 animales ubicados en un cuarto de monitoreo conductual y con
flujo continuo de aire. Los sujetos se mantuvieron bajo un ciclo de luz/obscuridad
12/12 (encendido de la luz a las 7:00 horas) con temperatura regulada (23 £ 1.5
C°), comida chow estandar (Rodent Laboratory Chow 3.06 Kcal/g) y agua ad

libitum.

La manipulacion de los animales se realizé bajo las normas de uso de animales de
experimentacion segun el decreto de la ley de proteccion a los animales del
Distrito Federal, publicada en la Gaceta Oficial del Distrito Federal 26/02/02. El
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presente proyecto de investigacion fue aprobado por la Comisién de Investigacion
y Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM con el nimero de registro
157/2014.

Diseino Experimental

Los sujetos fueron asignados de manera aleatoria a uno de 4 grupos: (1) Control:
ratas con acceso a alimento chow y agua ad libitum; (2) Chocolate ad libitum (CH-
ADLIB): ratas con acceso a alimento chow, agua y chocolate ad libitum por 21
dias; (3) Chocolate Aleatorio (CH-ALE): Ratas con acceso a alimento chow y agua
ad libitum y con acceso a 5 g de chocolate diariamente por 21 dias en una hora
aleatoria; (4) Sincronizacion al chocolate (CH-SINC): Ratas con acceso a alimento
chow y agua ad libitum y acceso a 5 g de chocolate diariamente programado a la
misma hora (13:00 h) por 21 dias. Cada pieza de chocolate (chocolate Kinder
maxi™; 5 g contiene 28.6 Kcal, 10.3% proteinas, 54.2% carbohidratos y 35.5%
grasa) se proporcion6 en la parte izquierda de las cajas individuales de los sujetos,
sin tiempo limite de consumo. El penultimo dia de acceso aleatorio para el grupo
CH-ALE fue programado a las 13:00 pm para realizar un analisis temporal
equitativo. Las ratas de los grupos CH-ALE y CH-SINC se dividieron en dos
subgrupos para el sacrificio, 1 h antes de la ingestion de los 5 g de chocolate
(12:00 horas) y el otro subgrupo 1 h después del consumo (14:00 horas). Los

sujetos de los otros dos grupos se sacrificaron a las 13:00 horas.

Actividad general

Los sujetos experimentales (n=8 para todos los grupos) se alojaron en cajas
individuales de acrilico trasparente y colocados en lockers con 8 compartimentos
que cuentan con una placa con sensores de movimiento los cuales se ubican
debajo de la caja. Los sensores registran la actividad locomotora continuamente
durante todo el dia. Las cuentas de movimiento se almacenan automaticamente
cada minuto en una PC para su posterior analisis en el programa SPAD9
(Omnialva México SA de CV) basado en Matlab. Los datos son representados
cualitativamente en histogramas, los cuales son organizados horizontalmente cada
24 horas, un dia debajo de otro, permitiendo la visualizacién del patrén de
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actividad locomotora diaria, dicho grafico es conocido como actograma. Los
actogramas son colocados en doble grafica (dos dias continuos) con la finalidad

de observar mejor el patron circadiano de la actividad locomotora general.

Los datos obtenidos por el sistema de registro son normalizados en porcentaje de
la actividad diaria, debido a la diferencia en el umbral de deteccion de los
sensores. Todos los sujetos experimentales tuvieron una linea base para
establecer el patréon normal de actividad locomotora sin exposicion al chocolate.
Posterior a este periodo se sometié a cada grupo a su respectivo protocolo de

acceso a chocolate por 3 semanas (21 dias).

Para la visualizacién del patron temporal de actividad en 24 horas, para cada
semana del experimento, se elaboraron perfiles de actividad obteniendo el
promedio de 8 ratas para cada 15 minutos de los 7 dias de cada semana. La
ultima semana de exposicion al chocolate se realizé un analisis mas fino de la
actividad locomotora para determinar la intensidad de la conducta de anticipacion.
Se determind la cantidad de actividad / hora de cada sujeto, para las 6 horas
previas de acceso al chocolate (segun el horario del grupo CH-SINC; 7 am a 13:00

horas). Se obtuvo un promedio * error estandar para cada grupo.

Para observar la intensidad de la actividad anticipatoria a lo largo de las 3
semanas de exposicidon al chocolate para cada grupo experimental se realizé un
analisis semanal del cambio de la actividad locomotora en la fase de luz con
respecto a la Linea Base (A). Las comparaciones se realizaron de forma
intergrupal. Para alinear temporalmente la respuesta al chocolate, el penultimo dia
de acceso aleatorio para el grupo CH-ALE fue programado a las 13:00 horas y el
ultimo dia de acceso al chocolate. Se realizé un analisis de la actividad 30 min y
60 min antes y después del acceso al chocolate (12:00, 12:30, 13:00, 13:30,
14:00).

Monitoreo de la temperatura corporal

Para el monitoreo de la temperatura corporal antes de iniciar la linea base, a 8

ratas de cada grupo se les implanté un sensor de temperatura iButton (iButton
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Sensor-Temperature Logger; Maxim Integrated Products, Dallas, Semiconductor,
USA) en la cavidad intraperitoneal. Los sensores fueron programados para
colectar los datos de temperatura corporal cada 30 min durante todo el

experimento.

Para la implantacion del sensor, los animales fueron anestesiados con una
administracién intramuscular de Xilazina (Procin 0.01ml/100g de acuerdo al peso
corporal) y ketamina (Inoketam 0.02mL/100g de acuerdo al peso corporal). Se
realizé una incision en la cavidad abdominal de 1.5 cm a 2 cm para la insercion del
sensor previamente esterilizado (5 min en alcohol mas 5 min en gentamicina). Los
musculos anteriores abdominales fueron suturados con catgout, hilo absorbente,
la piel fue suturada con hilo seda (triple 000). Terminada la cirugia se limpio el
area con un microbicida (isodine). Todos los animales estuvieron bajo un periodo
de recuperacion de 3 dias. Finalizados los experimentos los sensores fueron

extraidos posterior a la perfusion.

Se elaboraron perfiles de temperatura por cada semana, obteniendo el promedio
de 8 ratas por grupo cada 30 min. Para la semana 3 del protocolo se realizé un
analisis mas especifico para determinar cambios asociados con la anticipacion,
para ello se obtuvo el promedio por hora de la temperatura corporal 6 horas entes
de las 13:00 (horario de acceso al chocolate para el grupo CH-SINC) para todos
los grupos. Los promedios de temperatura fueron comparados de forma

intergrupal.

Para observar los cambios en la temperatura corporal asociados al consumo de
chocolate a lo largo de las 3 semanas de exposicion se realizdé un analisis semanal
del cambio de la temperatura corporal en la fase de luz con respecto a la Linea
Base (A) de cada grupo experimental, las comparaciones se realizaron de manera

intergrupal.

Finalmente, para describir los cambios en la temperatura corporal asociados a la
restriccion a 5 gr de chocolate, se realizé un analisis del ultimo dia de acceso, en
el cual ambos grupos restringidos (CH-SINC Y CH-ALE) recibieron el chocolate a

las 13:00 horas. Para ello se obtuvo el promedio de la temperatura corporal una
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hora antes del acceso y una hora después del acceso, cada 30 min (12:00,12:30,

13:00, 13:30, 14:00). Las comparaciones se realizaron entre los grupos.
Evaluaciéon de la motivaciéon y esfuerzo por obtener el chocolate

Para el analisis conductual de la motivacion y esfuerzo por obtener el chocolate se
expuso individualmente a cada sujeto experimental (n=9 por grupo) durante 5 min
(13:00) a una caja de malla sellada que contenia 5 g de chocolate. Para el analisis
de la prueba conductual se filmé individualmente a cada sujeto. La prueba se llevo

a cabo en dos fases experimentales, en el dia 20 y 21 de acceso al chocolate.

La caja de malla (5 cm x cm por 5 mm x 5 mm de orificios) permite a los animales
ver y oler el chocolate, pero no tocarlo ni morderlo (Valdés, 2010). La caja fue

introducida a las 12:50 en cada caja habitacion por 5 min y después fue retirada.

Al dia 20 de acceso a chocolate los sujetos fueron expuestos a una caja de malla
vacia. Al dia 21 de acceso al chocolate todos los grupos fueron nuevamente

evaluados, pero ante la exposicion de la caja de malla con chocolate.

Las grabaciones fueron analizadas con una estrategia de muestreo instantaneo
(Blancas, et al., 2014), para contar las conductas de interaccién y esfuerzo
dirigidas a la caja y para obtener el chocolate. Para el método de muestreo
instantaneo los videos fueron divididos en fragmentos de 5 s y la conducta
observada al corte de los 5 s fue registrada, con esta estrategia se obtuvieron un
total de 60 muestras conductuales durante el intervalo de 5 min. El esfuerzo y
motivacion por obtener el chocolate fue determinado por el conteo del numero de
contactos y manipulaciones con la caja de acuerdo al siguiente catalogo

conductual (Blancas, et. al., 2014):
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Tabla1. Catalogo conductual de los indicadores a evaluar durante la exposicion
a una caja de malla con o sin chocolate.

Categoria Indicador conductual

o Esfuerzo e Empujar la caja
e Girar a caja
e Morder la caja
e Subirse a la caja
¢ Interaccidén pasiva e Olfatear la caja
¢ Contacto con las patas
e Ansiedad e Acicalarse
e Enterrarse en el aserrin
e Escarbar en el aserrin
e Exploracion e Caminar
e Explorar en dos patas
e Olfatear (horizontal y vertical)

e Inmovil e Quieta

Los eventos fueron representados en medianas para cada grupo y las
comparaciones fueron realizadas de forma intergrupal. EI numero de eventos
obtenidos en la fase de exposicién a la caja vacia fue restado al numero de
eventos obtenidos en fase de exposicion a la caja con chocolate (A), con el
objetivo de analizar unicamente las conductas dirigidas a la obtencion del
chocolate, por lo cual los valores positivos indicaran mayores niveles del indicador
conductual durante la fase “caja con chocolate” mientras que los valores negativos

indicaron mayores niveles del indicador conductual durante la fase “caja vacia”.
Medicion de atracén (Binge Eating)

En esta prueba experimental fueron utilizados una serie diferente de ratas bajo las
mismas condiciones experimentales. Al final de cada semana del protocolo, todos

los grupos experimentales tuvieron una hora de acceso (13:00-14:00 h) a
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chocolate (21 gr/118 Kcal) el cual fue colocado sobre el comedero de su caja
habitacion. Para que en todos los grupos fuera un evento de administracion del
estimulo, para el grupo CH-ADLIB el chocolate fue retirado el dia previo a la
prueba. Posteriormente, se determind la cantidad de chocolate ingerido, en
kilocalorias, en una hora. Se estableci6 como criterio el 20% del consumo
kilocalorico diario, para considerar un sobreconsumo en un corto periodo de

tiempo. Las comparaciones se realizaron de forma intragrupal.
Analisis Neuronal

Posterior al dia 21 de acceso al chocolate se obtuvieron los cerebros para la
realizacion de inmunohistoquimica (n=6). Todos los grupos fueron divididos en dos
subgrupos para ser sacrificados en dos puntos temporales: 12:00 h (antes del
acceso al chocolate; (n=3 por grupo) y 14:00 (después del acceso al chocolate

n=3 por grupo).
Preparacién del tejido e inmunohistoquimica
Perfusién y extraccion del cerebro

Las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital (pisabental,
1.5 ml) y perfundidas por via intracardiaca con 250 ml de solucion salina (0.9%)
seguida de 250 ml de paraformaldehido al 4% en 0.1 mM de buffer fosfato (PB: pH
7.2) Los cerebros fueron removidos y postfijados por 48 horas en
paraformaldehido a una temperatura de 4°C y crioprotegidos en una solucion de
sacarosa al 30% por una semana. Posteriormente los cerebros fueron cortados en
secciones de 40 um por medio de un criostato a una temperatura de -18 + 1 °C.
Las secciones cerebrales fueron recolectadas en 4 series anteroposteriores en

pozos con solucion buffer fosfato al 0.1 Mmy 7.2 pH (PBS).
Inmunohistoquimica para AFosB y la proteina GFAP

Una de las series anteroposteriores de cada cerebro se incubd por 72 h en el
anticuerpo primario policlonal AFosB/FosB (anti FosB hecho en rabbit; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas TX, USA) diluido a una concentracion 1:1500 ul en

Supermix (PBS, gelatina al 0.25% vy triton al 0.5%). Otra serie anteroposterior fue
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incubada con el anticuerpo primario monoclonal GFAP (anti GFAP hecho en
mouse; Millipore). Posterior al tiempo de incubacion, los cortes fueron lavados 3
veces por 10 minutos con PBS y fueron colocados en el anticuerpo secundario
anti-rabbit y anti-mouse (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a una dilucién
de 5:1000 pl en Supermix durante 90 min. Posteriormente, se lavaron los cortes 3
veces por 10 min cada uno y se incubaron por 90 min en el complejo AB (avidina-
biotina; Vector Laboratories Inc.) a una dilucion de 9:1000 ul cada uno. Después
de este periodo el tejido fue lavado nuevamente con PBS para colorear la reaccién
con el cromogeno diaminobenzidina diluido en una solucion de Trizma (pH 7.2) en
concentracion de 5 mg/1 ml y 35 pl de perdxido de hidrogeno (H202 al 30% por
cada 100 ml) durante 10 minutos. Una vez obtenida la tincién, los cortes fueron

lavados en PBS.

Los cortes se montaron en portaobjetos gelatinados con una solucion de montaje,
posteriormente fueron deshidratados en una serie de alcoholes al 70%, 96%,100%
y xileno, se cubrieron con cubreobjetos con medio de montaje Entellan, para sellar

los cortes.
Anélisis del tejido
Cuantificacién de las células inmunopositivas a AFosB/FosB

Se seleccionaron los cortes anteriores, mediales y posteriores de todos los
nucleos a evaluar con la ayuda del atlas estereotaxico Paxinos y Watson (1998).
La corteza prefrontal (PFC) (3.5 mm, 3.2 and 2.5 mm anterior a bregma)
Accumbens Core y Shell (1.9, 1.6 and 1.2 mm anterior a bregma) y la amigdala

basolateral (BLA) (-1.56 anterior, -1.92 medial, -2.28 posterior a bregma).

Los cortes fueron observados con un microscopio 6ptico (Leica DM 3000) el cual
cuenta con una camara digital (Leica ICC50 HD) conectada a una PC. Las
imagenes fueron capturadas a una magnificacion de 20x con el software LAS EZ
(Leica Application Suite) y guardadas en formato jpg para su analisis.

Las células inmunopositivas a AFosB/FosB fueron cuantificadas automaticamente
por medio del software de analisis de imagen Image J Launcher (NIH), definiendo
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el fondo de la imagen y el tamafio y circularidad aproximado de los nucleos

celulares mediante la herramienta “analyze particles”.
Cuantificacién de la expresién de la proteina GFAP

Se seleccionaron los cortes anteriores, mediales y posteriores de la corteza
prefrontal y Nucleo Accumbens Core y Shell utilizando las mismas coordenadas
antes descritas. Las imagenes fueron capturadas a una magnificacion de 20x y
guardadas en formato jpg para su analisis. En cada una de las series se establecio
un balance de blancos para obtener el mismo fondo en cada imagen. La
cuantificacion de la expresion de la proteina GFAP se realizé mediante el software
de analisis de imagen Image J pro plus 6.0.0.260 (MedianCybernetics, Inc.)
utilizando la herramienta measure > count/size. Previo a la medicion se establecio
el color de la imagen (gray scale 8 bits) y la escala espacial (20x) de las imagenes
a medir. Posteriormente se establecid un rango de intensidad por medio de la
herramienta “Threshold” a considerar para la medicion, dicho rango permite
seleccionar unicamente las marcas correspondientes a GFAP. El rango fue

establecido para todos los grupos.
Analisis Estadistico
Actividad y temperatura corporal

Se aplic6 una ANOVA de dos vias de medidas repetidas para los factores:
condicion (4 grupos) y hora (6 puntos temporales antes de las 13:00 horas). Para
las comparaciones del A de cambio se realiz6 una ANOVA de medidas repetidas
para los factores: tiempo (LB, 1 semana, 2 semana y 3 semana) en cada
condicion. Para la evaluacion de la respuesta al chocolate en el ultimo dia de
acceso se aplico una ANOVA de dos vias de medidas repetidas para los factores:
condicion (grupos) y tiempo (1 hora antes y después de las 13 horas, en bloques
de 30 min.). Las comparaciones multiples se realizaron por medio de la prueba
post hoc de Tukey.
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Conductas de esfuerzo

Para el analisis de la prueba conductual se realiz6 la prueba estadistica no
parameétrica Kruskal-Wallis utilizada para el analisis de varianza de rangos, con los
factores: condicidn (4 grupos) y la fase del experimento (caja vacia o llena durante
el dia 20 y el dia 21). Las comparaciones multiples fueron realizadas por medio de
la prueba post hoc de Dunn Las evaluaciones estadisticas de los datos

conductuales se realizaron con el software Graph Prism 6.
Medicién de atracén (Binge Eating)

Para las comparaciones del consumo de chocolate en un corto periodo de tiempo
(1 hora) se utilizd una prueba ANOVA de medidas repetidas con los factores
tiempo (LB, 1 semana, 2 semana y 3 semana) para cada grupo. Las
comparaciones multiples fueron realizadas por medio de la prueba post hoc de

Tukey.
Expresién neuronal de AFosB y GFAP en atrocitos

Para ambos marcadores, se utilizé la prueba estadistica ANOVA de una sola via
con la variable independiente de condicion (4 grupos) y la variable dependiente
numero de células inmunoreactivas para AFosB o numero total de cuentas

arrojadas por el programa Image J Pro Plus para GFAP.

RESULTADOS

Actividad General

Durante la linea base todos los grupos mostraron un patrén circadiano de
actividad definido, es decir, una mayor distribucion de la actividad general en la
fase de oscuridad (alrededor del 80%) y menor actividad durante la fase de luz
(18-20%) (Figura 1, B, D, F y H). Durante la fase experimental de acceso al
chocolate todos los grupos conservaron el patron circadiano de actividad, sin
embargo, el grupo chocolate ad libitum mostr6 un incremento de actividad
locomotora durante el dia alrededor del 22 y 23 % de su actividad total desde la

primera semana, lo cual repercutié en un decremento de la actividad nocturna. En
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el grupo CH-SINC se observo un incremento de la actividad a la hora de acceso al
chocolate desde la primera semana (Figura 1H) y una disminucion de la actividad
nocturna, asi como una breve anticipacibn mayormente visible en la tercera
semana. En contraste, el grupo chocolate aleatorio no desarroll6 esta breve

anticipacion y permanecio con valores similares a la linea base (Figura 1F).
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Realizando un analisis fino de la actividad, se observd una anticipacion locomotora
1 hora antes del acceso al chocolate durante la tercera semana de acceso para el
grupo CH-SINC (Figura 2A). El analisis estadistico ANOVA de dos vias de
medidas repetidas indicé una diferencia significativa en la interaccion de los
factores tiempo x grupo [ F (18, 168) = 12.84, p<0.0001] asi como para el factor
tiempo [F (6, 168) = 12.92, p<0.0001] y el factor grupo [F (3, 28) = 13.5 p< 0.0001].
La prueba post hoc de Tukey confirmo dichas diferencias entre el grupo
sincronizado y todos los grupos en un punto temporal previo al acceso al
chocolate para el grupo sincronizado: 12:00 h p<0.05 y a la hora de acceso: 13:00
h p<0.05 (Figura C). Con la finalidad de analizar semanalmente el incremento de
la actividad locomotora en la fase de luz como respuesta al chocolate se realizé un
analisis de la diferencia de la actividad locomotora total en la fase de luz con
respecto a la linea base (A). La prueba ANOVA de una solo via de medidas
repetidas no indico diferencias significativas para el grupo control [F (1.433, 10.03)
= 0.3157, p =0.6658] ni para el grupo CH-ALE [F (1.447, 10.13) =1.332, p=0.2937]

con respecto a la linea base.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas desde la primera
semana para el grupo CH-SINC [CH-SINC F (1.759, 8.797) = 8.152, p<0.05] y
para el grupo CH-ADLIB [CH-ADLIB F (2.203, 15.42) = 6.429, p=0.0081] (Figura
2B). La prueba post-hoc de Tukey confirm¢ estas diferencias en el grupo CH-SINC

Y CH-ADLIB en comparacion con la linea base p<0.05.

Con el objetivo de analizar la respuesta anticipatoria al acceso restringido a 5 gr
de chocolate se realiz6 un analisis de la actividad en el ultimo dia de acceso al
chocolate para los grupos CH-SINC y CH-ALE, para lo cual ambos grupos
recibieron el chocolate a las 13:00 horas el penultimo dia de acceso. El analisis
estadistico ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostré diferencias en la
interaccion de los factores [F (18, 168) = 0.7766, P = 0.7254] y para el factor
tiempo [F (4, 48) = 17.59, P < 0.0001] y condicion experimental [F (1, 12) = 22.74,
P = 0.0005]. La prueba post-hoc de Tukey confirmé estas diferencias a las 12:00 y
12:30 horas p<0.05 mostrando que el grupo CH-SINC puede anticipar e
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incrementa su actividad locomotora previo al acceso en comparacion con el grupo
CH-ALE que recibia la misma cantidad diaria, pero en horarios aleatorios. No se
observaron diferencias al momento del acceso al chocolate (ingestion) ni tiempo

como respuesta de haberlo comido (Figura 2 C).
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Figura 2. Actividad Locomotora Anticipatoria al chocolate. (A) Promedio de actividad locomotora durante las 6
horas previas al acceso al chocolate (13:00 h); la flecha negra indica el momento de acceso al chocolate para
el grupo sincronizado; la flecha roja indica el momento previo al acceso al chocolate (anticipacion) *Diferencia
estadistica con respecto a todos los grupos p<0.05 M+SEM. (B) Diferencia de la actividad locomotora en la
fase de luz con respecto a la linea base. *Diferencia estadistica con respecto a la linea base p<0.05 M+SEM.
(C) Promedio de la actividad locomotora para el dia 21 de acceso al chocolate; la barra gris indica el
momento de acceso para el grupo CH-RDA Y CH-SINC. *Diferencia estadistica entre los grupos p<0.05.
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Temperatura Corporal

Durante la linea base todos los grupos mostraron un patron circadiano de

temperatura definido, con valores mayores durante la fase de actividad (fase

obscura) y valores menores durante la fase de reposo (fase de luz). Durante las

semanas de acceso al chocolate el grupo CH-ADLIB no mostr6 cambios

significativos en los niveles temperatura corporal en comparacion con el grupo

control y su propia la linea base, el mismo comportamiento fue observado para el

grupo CH-RDA (Ver figura 3 A, B y C). Sin embargo, el grupo CH-SIN mostré una

elevacion de la temperatura a la hora de acceso al chocolate (13:00 h) desde la

primera semana, asi como niveles mas bajos de temperatura al inicio de la fase de

descanso, dichos cambios fueron mas evidentes a la semana 3 de acceso al

chocolate (ver figura 3D).
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Figura 3. Perfiles semanales del patrén temporal de 24 horas de la temperatura corporal. Se puede observar en
todos los grupos un patrén circadiano temporal durante la LB y las semanas de acceso al chocolate, con mayores
niveles de temperatura durante la noche. Las barras negras y blancas superiores representan la fase de
obscuridad y de luz respectivamente. La figura A muestra los perfiles para el grupo control, (B) CH-ADLIB, las
barras rojas inferiores representan el periodo de acceso al chocolate; (C) CH-ALE, los cuadrados rojos son
representativos del acceso diario a 5 gr de chocolate en horarios aleatorios; (D) CH-SINC, las lineas rojas
representan el acceso diario a 5 gr de chocolate programado a las 13 horas, mostrando un aumento progresivo
de temperatura en anticipacién y un pico a la hora de acceso.
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Durante la tercera semana de acceso al chocolate el grupo CH-SINC mostré al
iniciarse la fase de actividad (fase de luz) un decremento anticipatorio de la
temperatura corporal que pudo observarse desde 6 horas antes del acceso al
chocolate (Ver Figura 4 A). La prueba estadistica ANOVA de dos vias de medidas
repetidas indico diferencias significativas para el factor tiempo [F (6, 54) = 10.65],
P<0.0001 y para la interaccién de ambos factores: tiempo y condicién [F (18, 162)
= 7.521, P<0.0001], sin embargo, no indico diferencias para el factor condicion [F
(3, 27) =0.7645 P=0.5239]. La prueba post-hoc de comparaciones multiples de
Tukey indicé diferencias para el grupo CH-SINC con respecto a todos los grupos
en los puntos temporales: 7:00 am, 8:00am, 9am y 10 am, p< 0.05. La ingestion
diaria y programada de 5gr de chocolate (CH-SINC) indujo un incremento
inmediato y breve de la temperatura corporal a la hora de acceso (13:00)

mostrando diferencias significativas con respecto a todos los grupos p<0.05.

Con el objetivo de analizar semanalmente el decremento anticipatorio de la
temperatura en la fase de luz como respuesta al chocolate, se realizé un analisis
de la diferencia de temperatura con respecto a la linea base (A) para cada grupo,
encontrando diferencias estadisticamente significativas en la tercera semana de
acceso en el grupo que recibia diariamente 5 gr de chocolate programado a la
misma hora (CH-SINC) (Ver Figura 4 B). La prueba ANOVA de una sola via de
medidas repetidas no indico diferencias en comparacion con la linea base para los
grupos control, CH-ADLIB y CH-ALE, pero indicé diferencias significativas para el
grupo CH-SINC [F (2.032, 18.29) = 6.385], p=0.0077.

Con el objetivo de analizar el decremento anticipatorio de temperatura en
respuesta al acceso restringido a 5 gr de chocolate se realizé6 un analisis de la
actividad en el ultimo dia de acceso para los grupos CH-SINC y CH-ALE en el cual
ambos grupos recibieron el chocolate a las 13:00 horas durante el penultimo dia
(Figura 4C). El analisis estadistico ANOVA de dos vias de medidas repetidas
mostro diferencias para el factor condicién [F (7, 49) = 10.03], p < 0.0001 y para la
interacciéon de los factores tiempo y condicién [F (7, 49) = 4.793], p= 0.0004; no

indicd diferencias significativas para el factor tiempo; confirmando el decremento
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TEMPERATURA (C°)

de la temperatura corporal previo al acceso al chocolate del grupo CH-SINC en
comparacion con el grupo CH-ALE que recibié la misma cantidad diaria, pero en
horarios aleatorios. No se mostraron diferencias al momento del acceso en

respuesta a la ingestion de chocolate: 13:00 y 14:00 horas.
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Figura 4. Respuesta de la temperatura corporal al chocolate. (A) Promedio de la temperatura corporal 6 h
antes de las 13:00; la flecha negra indica el momento de acceso al chocolate para el grupo CH-SINC. Las
comparaciones estadisticas fueron realizadas por una ANOVA seguidas una prueba post-hoc Tukey:
*Diferencias significativas con respecto a todos los grupos p< 0.05; M+SEM. (B) Diferencia del promedio de
temperatura con respecto a la linea base 6 horas antes de las 13 h. *Diferencia estadistica con respecto a la
linea base p<0.05 M+SEM. (C) Promedio de la temperatura para el dia 21 de acceso al chocolate; la barra gris
indica el momento de acceso para el grupo CH-RDA Y CH-SINC. Diferencia estadistica entre los grupos
+p<0.01 M+SEM.
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PRUEBA CONDUCTUAL: ESFUERZO Y MOTIVACION POR OBTENER EL
CHOCOLATE

Categoria Interaccion Activa

El analisis realizado para la evaluacién de las conductas de esfuerzo por obtener
el chocolate se realizé mediante la diferencia del numero de eventos (A)
observados en la fase de exposicion a la caja de malla vacia versus la caja de

malla que contenia 5 gr de chocolate.

Los grupos control y CH-ADLIB mostraron pocas conductas (numero total de
conductas obtenidas en cada indicador) de esfuerzo/motivacién dirigidas a la
obtencién del chocolate en comparacion con los grupos restringidos a 5 gr de
chocolate: CH-ALE y CH-SINC, que mostraron niveles significativamente mas
altos y no hubo diferencias entre ellos (Figura 5A). El analisis estadistico indicé
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos [H (3) = 27.75]
p<0.0001. El grupo control y chocolate ad libitum desplegaron pocos eventos para
la conducta “empujar caja”, en cambio, ambos grupos con acceso restringido a 5
gr de chocolate (CH-ALE y CH-SINC) mostraron un mayor numero de conductas
de empujar caja dirigidas a la obtencion del chocolate (Figura 5B). El analisis
estadistico Kruskal-Wallis indicoé diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos [H (3) =20.66] p<0.001.

Para el indicador conductual de girar la caja los grupos control y CH-ADLIB
mostraron pocas conductas de empujar la caja para la obtencion del chocolate
mientras que los grupos CH-ALE y CH-SINC mostraron niveles significativamente
mas altos que los demas grupos experimentales (Figura 5C). El analisis
estadistico indicé una diferencia estadisticamente significativa entre grupos [H (3)
= 25.98], p<0.0001. Los grupos control y CH-ADLIB, mostraron pocas conductas
de morder la caja (dirigidas a la obtencién del chocolate), mientras que el grupo
CH-ALE y CH-SINC mostraron niveles significativamente mas altos para este
indicador, sin embargo, no hubo diferencias entre ambos grupos (Figura 5D). El
analisis estadistico indicé diferencias significativas entre grupos [H (3) = 30.10]
p<0.0001.
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CONDUCTAS DE ESFUERZO
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Figura 5. Indicadores conductuales de la categoria de interaccion activa con la caja. Se representa el
cambio del numero de eventos ante la exposicion de la caja vacia y caja con chocolate en la semana 3.
(A Diferencia del total de todos los indicadores de interaccion activa en la caja vacia versus la caja con
chocolate. El eje de las ordenadas representa el grupo experimental y el eje de las abscisas representa
el numero de eventos en 5 min. Los rangos estan representados por el primer y tercer cuartil de la
distribucidon mientras que la linea en el centro representa la mediana, y cada uno de los simbolos
representa a un sujeto experimental. (B) Medianas de la diferencia del nimero de eventos en la caja
llena versus la vacia para la conducta de empujar la caja, C) girar la caja, D) morder la caja y E) subirse
a la caja. La prueba Dunn de comparaciones multiples indicé diferencias significativas con respecto al
grupo control y CH-ADLIB *p<0.01.

No se observaron conductas de subirse a la caja dirigidas a la obtencion del
chocolate para los grupos control y CH-ADLIB y los grupos restringidos a 5 gr de
chocolate: CH-ALE y CH-SINC mostraron niveles bajos de dicha conducta (Figura
5E). La prueba estadistica no mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos [H (3) = 9.405].
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Categoria Interaccion Pasiva

Para el total de conductas obtenidas con cada indicador de interaccion pasiva,
todos los grupos mostraron niveles similares (Figura 6). La prueba estadistica no
indico diferencias significativas para el total de las conductas [H (3) = 2.176],
p<0.5367, para el contacto con las patas [H (3) = 1.059], p=0.78 y para olfatear la

caja

No hubo diferencias para el indicador de contacto con las patas. Todos los grupos
mostraron pocas conductas de contacto con las patas (Figura 6B), la prueba

estadistica de Kruskal-Wallis no indicé diferencias significativas entre grupos.

De igual manera, en el indicador olfatear caja todos los grupos mostraron valores
similares (Figura 6C), asi mismo, la prueba estadistica no arrojé diferencias

significativas entre grupos [H (3) = 4.033], p= 0.257.

Figura 6. Indicadores conductuales de la categoria interaccion pasiva. Se representa la diferencia del
numero de eventos ante la exposicion de la caja vacia y caja con chocolate (A) en la semana 3. (A)
Las medianas de la diferencia de los indicadores de interaccién pasiva indicaron valores similares para
todos los grupos. (B) Diferencia del nimero de eventos en 5 min para el indicador contacto con las
patas y (C) olfatear la caja. El eje de las ordenadas representa el grupo experimental y el eje de las
abscisas representa el numero de eventos en 5 min. Los rangos estan representados por el primer y
tercer cuartil de la distribucién mientras que la linea en el centro representa la mediana, y cada uno de
los simbolos representa a un sujeto experimental.
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Categoria de Ansiedad

El numero total de conductas obtenidas en los indicadores de ansiedad fue similar
para todos los grupos (Figura 7A). No se observaron efectos por el tratamiento y la
prueba estadistica no indico diferencias significativas entre los grupos [H (3) =

5.244], p=0.231.
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Figura 7. Indicadores conductuales de la categoria de ansiedad. Se representa la diferencia del
numero de eventos ante la exposicién de la caja vacia versus caja con chocolate (A) en la
semana 3. (A) Diferencia del total de eventos para los indicadores de ansiedad en la caja llena
versus la vacia para cada uno de los grupos. El eje de las ordenadas representa el grupo
experimental y el eje de las abscisas representa el nimero de eventos en 5 min. Los rangos
estan representados por el primer y tercer cuartil de la distribucion mientras que la linea en el
centro representa la mediana, y cada uno de los simbolos representa a un sujeto experimental.
(B) Diferencia del nimero de eventos para cada indicador de ansiedad en la caja llena versus la
vacia, El post-hoc de Dunn mostr6 diferencias estadisticamente significativas con respecto al

grupo control *p<0.05.
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Para el indicador acicalarse se observd una mayor variabilidad en el grupo control
y los grupos expuestos al chocolate tendieron a obtener valores positivos lo que
sugiere que presentaron un mayor numero de conductas de acicalamiento durante
la presentaciéon de la caja con chocolate, sin embargo, solamente el grupo CH-
ADLIB fue estadisticamente distinto del grupo control p<0.05 (Ver Figura 7 B). La
prueba estadistica Kruskal-Wallis indicé diferencias entre grupos [H (3) = 8.170],
p<0.05.

Para el indicador enterrarse en el aserrin, los grupos control y CH-ADLIB
mostraron pocas conductas de enterramiento mientras que los grupos CH-ALE vy
CH-SINC presentaron valores negativos indicando un nivel mas bajo que en la
fase de “caja vacia”. El analisis estadistico indico una diferencia significativa entre
grupos [H (3) = 13.55], p=0.0036.

El post-hoc de comparaciones multiples indicéd diferencias entre los grupos CH-

SINC y CH-ALE en comparacion con el grupo control p<0.05.

El indicador enterrar caja en el aserrin no mostré diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos [H (3) = 5.24], p=.1548.
Categoria Exploracion

El analisis del total de los indicadores de exploracion no mostrd diferencias
significativas para el indicador caminar [H (3) = 7.253], p=0.0643, ni para el
indicador pararse en dos patas [H (3) =6.659], p= 0.0836, ni para el indicador
olfateo horizontal [H (3) = 2.367], p=0.4998 (Figura 8). Asi mismo, no se
encontraron diferencias para la sumatoria del nimero de conductas obtenidas en
cada indicador de exploracion [H (3) = 6.908], p= 0.0749, todos los grupos

mostraron niveles similares.
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CONDUCTAS DE EXPLORACION
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Figura 8. Indicadores conductuales de la categoria de exploracién. Diferencia del numero de
eventos ante la exposicion de la caja vacia versus la caja con chocolate (A) en la semana 3. El eje
de las ordenadas representa el grupo experimental y el eje de las abscisas representa la
diferencia en el numero de eventos en 5 min. Los rangos estan representados por el primer y
tercer cuartil de la distribucién mientras que la linea en el centro representa la mediana, y cada
uno de los simbolos representa a un sujeto experimental. (A) Diferencia de los eventos en 5 min
para cada uno de los indicadores de exploracién en la caja vacia versus la caja con chocolate (A).

(B) Delta de la sumatoria de los indicadores de exploracién para cada uno de los grupos.

Consumo y ganancia de peso

Durante la linea base todos los grupos se mantuvieron con pesos similares entre
los 260 y 270 gr. En contraste, los grupos con diferentes accesos a chocolate
mostraron una mayor ganancia de peso con respecto al grupo control a lo largo de
las semanas de exposicion (Figura 10A). El andlisis estadistico mostro diferencias
significativas para el factor condicién: [F (3, 21) = 248.1 P < 0.0001] y para el

factor tiempo: [F (3, 21) = 6.831 P = 0.0022], asi como en la interaccion de ambos
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factores: [F (9, 63) = 2.880 P = 0.0065]. La prueba post hoc indico que las
diferencias se encontraban entre los grupos con acceso a chocolate y el grupo

control desde la primera semana, P<0.05.
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FIGURA 10. Ganancia de peso y consumo kilocalorico. (A) Ganancia de peso durante
las semanas de exposicion al chocolate con respecto a la linea base (LB). *Diferencias

estadisticas entre los grupos con acceso a chocolate y el grupo control p<0.05 y (B)

consumo diario kilocalorico promedio durante cada una de las semanas del protocolo

para cada uno de los grupos experimentales.
A lo largo de las semanas del protocolo, todos los grupos consumieron en
promedio 100 kilocalorias diarias (Figura 10B). Sin embargo, el grupo CH-ADLIB
mostro una disminucion en el consumo kilocalorico de alimento chow y un
aumento en el consumo kilocalérico de chocolate. Un efecto similar fue observado
en los grupos con restriccion a 5 gr de chocolate: CH-ALE y CH-SINC quienes
disminuyeron el consumo kilocalérico de alimento chow, compensando dicha

diminucion con el aporte kilocalorico del chocolate.
Medicién de atracon (binge eating)

Durante el ultimo dia de cada semana del protocolo, todos los grupos fueron
expuestos de forma ad libitum a una barra de chocolate (21 gr/118 kcal) por una
hora. El analisis del consumo de chocolate, no mostré diferencias significativas

para el grupo control que se mantuvo por debajo del 20% del consumo kilocalorico
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diario, se observaron resultados similares para el grupo CH-ADLIB. Los grupos
restringidos a 5 gr de chocolate diariamente, mostraron un consumo kilocalérico
mayor al 20% en 1hr y la cantidad de chocolate ingerido fue incrementandose
progresivamente con el transcurso de las semanas de exposicion. Los porcentajes
de consumo kilocalérico de chocolate fueron calculados a partir del promedio de
consumo kilocalorico correspondiente a cada semana. El grupo CH-SINC alcanzé

el porcentaje mas alto con relacion al CH-ALE (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje y consumo kilocaldrico de chocolate en una hora de acceso ad libitum. El eje de
las ordenadas representa el consumo kilocaldrico de chocolate y el eje de las abscisas representa las
semanas (S) de exposicion a chocolate; la linea roja representa el promedio de kilocalorias
consumidas en 1 hrs (20%) de alimento chow durante la linea base. Cada porcentaje sobre la barra
indica la proporcion del consumo de chocolate en relacién a su consumo kilocalérico diario. (A)
Consumo para el grupo control (B) CH-ADLIB, (C) CH-ALE y (D) CH-SINC; La prueba post-hoc de
Tukey indicé diferencias significativas con respecto a la Linea Base *p<0.05.

El analisis estadistico ANOVA de una sola via de medidas repetidas no indicé
diferencias significativas a lo largo de las semanas para el grupo CTRL: [F (2.149,
15.05) = 0.4122], p= 0.6835, ni para el grupo CH-ADLIB: [F (1.639, 11.47) =
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1.426], p=0. 2749, en comparaciéon con la linea base. La prueba ANOVA de una
sola via indicé diferencias estadisticamente significativas a lo largo de las
semanas para el grupo CH-ALE: [F (2.231, 15.62) = 7.095] p= 0.0064, y para el
grupo CH-SINC: [F (1.971, 13.80) = 10.83], p= 0.0015, en comparacién con la

linea base.
Resultados del analisis neuronal

Después de 21 dias en los distintos protocolos de acceso a chocolate, se
obtuvieron los cerebros y se procesaron para inmunohistoquimica para el
anticuerpo AFosB y GFAP. La figura 12 muestra el numero de células
inmunopositivas para AFosB en la Corteza prefrontal, Accumbens Core,

Accumbens Shell y Amigdala Basolateral.
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Figura 12. Numero de células inmunoreactivas a AFosB en: (A) Corteza prefrontal, (B)
Accumbens Core, (C) Accumbens Shell y (D) Amigdala Basolateral. En el eje de las abscisas se
encuentran los grupos y en el eje de las ordenadas el numero de células inmunopositivas en el
dia 21 de exposicidén al chocolate para todos los grupos. Los simbolos indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control y CH-ADLIB * p<0.05.
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NO. DE CUENTAS

grupos con acceso restringido a 5 gr de chocolate se observaron niveles
significativamente mayores (Figura 12 A, B, C y D). La prueba ANOVA de una sola
via indico diferencias estadisticas entre los grupos en la corteza prefrontal [F (3,
28) = 15.70], p < 0.0001, en la regién Core [F (3, 23) = 11.94], p< 0.0001, en la
region Shell [F (3, 23) = 7.509], p=0.0011 y en la amigdala basolateral [F (3, 22) =
11.60], P < 0.0001.

Al dia 21 de acceso a las diferentes exposiciones de chocolate se evalud la
expresion de la proteina GFAP en la Corteza prefrontal, Accumbens Core vy
Accumbens Shell. Este marcado permitié visualizar los astrocitos y sus

prolongaciones (Figura 13).
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Figura 13. Promedio del nimero de cuentas para células positivas a GFAP en (A) Corteza
Prefrontal, (B) Accumbens Core y (C) Accumbens Shell. El eje de las abscisas representa al
grupo y el eje de las ordenadas el nimero de cuentas para GFAP en el dia 21 de exposicion al
chocolate para todos los grupos. Los simbolos indican diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control *p<0.05.
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La cuantificacion indicé un menor numero de células inmunoreactivas a la proteina
GFAP en el grupo control en las 3 estructuras, mientras que los grupos con
acceso a chocolate CH-ADLIB, CH-ALE y CH-SINC mostraron un mayor numero,
en comparacion con el grupo control, con valores similares entre ellos (Figura 13
A, B y C). El analisis estadistico ANOVA de una sola via indicé diferencias entre
los grupos para la corteza prefrontal [F (3, 20) = 18.33], p< 0.0001, para el Core
del Accumbens [F (3, 19) = 6.891], p= 0.0025 y para la subregion Shell de nucleo
Accumbens F (3, 20) = 10.27, P = 0.0003.

DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el acceso restringido a un pedazo de
chocolate, que es un alimento alto en grasa y azucar, promueve conductas de
esfuerzo y atracén. A nivel de sistema nervioso promueve un incremento en el
numero de células inmunoreactivas a la proteina AFosB en estructuras
corticolimbicas y un aumento en el numero de células inmunoreactivas a la
proteina GFAP. La magnitud de los cambios plasticos refleja la intensidad de las
conductas de esfuerzo y atracon. Ademas, cuando a la restriccion se le sumo el
factor temporal los animales pudieron anticipar con activacion conductual
locomotora y cambios de temperatura, el acceso al alimento. Estos hallazgos
indican que el acceso restringido al chocolate desencadena cambios conductuales

y neuronales similares a los reportados por el consumo de drogas de abuso.
Actividad locomotora y Temperatura corporal

En el presente trabajo, todos los grupos se encontraban en condiciones de acceso
ad libitum al alimento chow, por lo cual se puede descartar que las respuestas
observadas se deban a un estado metabdlico negativo, es decir, a la restriccion
caldrica. A pesar de ello, el chocolate ejerci6 un efecto importante sobre la
conducta, la temperatura y la plasticidad neuronal, lo cual sugiere un efecto como

estimulo reforzante y como sincronizador circadiano.

El proceso de anticipacion se considera como la base del craving por ser la
busqueda y expectancia del estimulo placentero (Rogers, 2017), que en este caso
fue el chocolate. Esta activacion conductual fue observada unicamente en el grupo
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con acceso diario restringido y programado a la misma hora, siendo gradual su
incremento a lo largo de las semanas. La anticipacion en la actividad general inicid
1 hora antes del acceso al chocolate seguida de una diminucién de la actividad
posterior a la ingestion. Los resultados son concordantes con previos trabajos
realizados en el grupo de la Dra. Escobar, en los cuales se reportan 15 minutos a
2 horas de anticipacion cuando se restringe el acceso al chocolate (Garcia, 2013;
Angeles-Castellanos, Salgado-Delgado, Rodriguez, Buijs, & Escobar, 2008;
Mendoza, Angeles-Castellanos, & Escobar, 2005). En contraste, el grupo con
acceso restringido y aleatorio al chocolate no mostré anticipacion locomotora
previa al acceso. De igual forma, se ha reportado que ante el acceso restringido a
alimento chow en horarios aleatorios, los roedores, aun bajo un estado metabdlico
negativo, no desarrollan actividad anticipatoria (Escobar, Martinez-Merlos,

Angeles-Castellanos, Del Carmen Mifiana, & Buijs, 2007).

Estos datos indican que para desarrollar anticipacion a una recompensa es
necesario que el estimulo sea predecible para el sujeto, lo cual requiere de
temporalidad y regularidad de presentacion del estimulo para permitir una
estimacion temporal (Blancas et al., 2014; Escobar et al.,, 2011).Estudios
realizados con restriccion de alimento sugieren la participaciéon de un sistema de
estimacion de tiempo que se sincroniza al estimulo energético, también se ha
sugerido que es un proceso dependiente de aprendizaje asociativo (Mistlberger
2004).

En el grupo con acceso ad libitum al chocolate, se observé un incremento de la
actividad locomotora durante la fase de luz, repercutiendo en la actividad
locomotora nocturna. Estos resultados son similares a lo reportado en protocolos
experimentales de acceso a dietas altas en grasa, en los cuales se observa un
aumento en la actividad diurna disminuyendo la amplitud del ritmo de actividad
locomotora (Mendoza, Pévet, & Challet, 2008; Bravo et al., 2014). Ademas, se ha
observado que el acceso ad libitum a dietas altas en grasa reduce la amplitud del
ritmo de la conducta de ingesta distribuyéndose a lo largo de la fase de luz y de
obscuridad (Pendergast et al., 2013; Kohsaka et al., 2007). Esta baja amplitud de
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la conducta de ingesta, es decir, el incremento en el consumo diurno se asocia
con la obesidad, ya que cuando la dieta se restringe unicamente a la fase obscura
se observa una menor ganancia de peso (Hatori et al., 2012; Chaix, Zarrinpar,
Miu, & Panda, 2014; Branecky, Niswender, & Pendergast, 2015). Estos hallazgos
sugieren que los animales bajo condiciones ad libitum consumieron el chocolate (o
una parte del chocolate) durante su fase de descanso aumentando la actividad

locomotora diurna. Se necesitan mas estudios para determinar lo anterior.

En lo que respecta a la temperatura corporal, Unicamente se observaron cambios
en el grupo sincronizado al chocolate. Este grupo desarrollé una conducta
anticipatoria que consistié en la disminucion de la temperatura (de hasta 0.5C°) 4-
6 horas previas al acceso al chocolate, seguido de un incremento durante la ultima
hora previa al acceso al chocolate (13:00 h). La disminucion de temperatura
también se ha observado en roedores con acceso restringido y programado a una
solucion de sacarosa y de alimento chow durante la fase de luz (Carneiro,
Fernandes, Medeiros, Diniz, & Araujo, 2012) lo que sugiere que la diminucién de la
temperatura puede ser el resultado de una adaptacion fisiolégica como un proceso
homeostatico de conservacién de la energia ante la restriccion programada. Es
posible que el organismo requiera de una gran carga energética durante la
anticipacion y el consumo en su fase de reposo, para lo cual se restringe en el
consumo energeético horas antes. La diminucion en la temperatura también puede
ser producida por los efectos reforzantes del chocolate, sin una necesidad caldrica
o ante un estado metabdlico negativo. Asi mismo, en el trabajo de Pecoraro,
Gomez, Laugero, & Dallman, 2002 también se reportd una disminucién en la
temperatura corporal ante el acceso restringido a una solucién de sacarosa al
32%, durante la fase de luz (fase de reposo) seguido de un aumento en la

temperatura corporal en un intervalo de 1-2 horas durante el acceso.
Esfuerzo y motivacion por obtener le chocolate

La motivacion, asi como el esfuerzo y el tiempo invertido por obtener la
recompensa ha sido uno de los principales parametros experimentales para el
estudio del uso compulsivo y habitual de drogas, y ahora para el consumo
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compulsivo de alimentos altos en grasa y azucares. Usualmente este parametro
se suele evaluar por medio del condicionamiento operante utilizando un programa
de razon progresiva, en el cual el animal debe realizar un mayor numero de
respuestas de manera progresiva para obtener el reforzador (Venniro et al., 2016).
Asi mismo, existen modelos invasivos, que ademas de requerir un entrenamiento,
dependen de estimulos aversivos, como un choque eléctrico en las patas de la
rata, para demostrar el esfuerzo y motivacién para obtener el reforzador a pesar

de las consecuencias negativas o adversas (Vanderschuren & Ahmed, 2013).

En trabajos previos en el laboratorio de la Dra. Escobar se desarrollé un prueba
basada en un caja de malla que contiene 5 gr de chocolate, permitiendo al animal
ver y oler el chocolate y permite evidenciar las conductas relacionadas con la
motivacion y esfuerzo por obtener el chocolate, sin la necesidad de un

entrenamiento previo o aversivo (Blancas et al., 2014).

Con esta prueba se observé que los grupos con acceso restringido al chocolate
presentaron un mayor numero de conductas de esfuerzo por obtener el chocolate,
principalmente en los indicadores de empujar, girar y morder; sin embargo, el
indicador subirse a la caja no fue sensible para medir este parametro. En contraste
las ratas que tenian acceso libre al chocolate no mostraron conductas de esfuerzo.
Estos resultados indican que la restriccion de un alimento apetecible puede
producir una mayor motivacion por consumirlo u obtenerlo, similar a lo reportado
ante el consumo de drogas de abuso. Ademas, en el grupo sincronizado al
chocolate se observd una menor variabilidad en los resultados, lo cual puede ser
debido a que los animales se encontraban anticipando a la llegada del chocolate al
momento de realizar la prueba. Este efecto fue especifico de las conductas de
esfuerzo, ya que no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
las demas categorias mostrando que la presencia de la caja no resulté aversiva

para los roedores.

Estas observaciones confirman que la estrategia propuesta por el grupo de la Dra

Escobar, fue lo suficientemente sensible para evidenciar conductas de esfuerzo
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hacia una caja de malla de alambre y diferenciar claramente dichas conductas de

una caja vacia y una caja con chocolate.
Consumo y ganancia de peso

Los grupos con acceso al chocolate presentaron una mayor ganancia de peso,
con respecto al grupo control, independientemente del tipo de acceso, ya que no
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre ellos. De forma
interesante, los grupos con acceso restringido a 5 gr de chocolate alcanzaron los
mismos valores que el grupo ad libitum, que en general, consumié mas chocolate
a lo largo del dia. Sin embargo, todos los grupos se mantuvieron con un consumo
kilocaldrico cercano a las 100 kcal a lo largo de las semanas del protocolo. Estos
resultados pueden deberse a que los roedores consumian el chocolate en su fase
de descanso (fase de luz). Se ha reportado que el consumo de alimento durante la
fase de descanso conlleva a problemas metabdlicos, asi como a una mayor
ganancia de peso, concordando con los resultados obtenidos. (Pendergast et al.,
2013; Salgado-Delgado et al., 2013; Salgado-Delgado, Angeles-Castellanos, Buijs,
& Escobar, 2008).

Medicién de atracon

En la prueba realizada para la medicién de atracon, se observo que la restriccion a
un alimento apetecible, como lo es el chocolate, puede desencadenar un
sobreconsumo en un corto periodo de tiempo, sin una necesidad caldrica 0 un
estado metabdlico negativo. Ambos grupos con acceso restringido mostraron un
mayor consumo de chocolate durante este periodo de tiempo en comparacion con
el grupo control y chocolate ad libitum. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Corwin, Avena, & Boggiano, 2011, quienes bajo un paradigma de
acceso limitado (1-3 horas) a un alimento sabroso observan un incremento en el

consumo a lo largo de 4 semanas.

Nuestros resultados concuerdan con la definicion de atracéon de acuerdo al DSM-V

que lo refiere como un sobreconsumo en corto periodo de tiempo (1-2 horas)
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significativamente mayor al que se consumiria en un periodo de tiempo similar

(American Psychiatry Association, 2014).

Este efecto fue mas pronunciado en el grupo sincronizado al chocolate (el cual
podia predecir la llegada del estimulo placentero), lo que sugiere que el factor
temporal es una variable fundamental que puede contribuir al desarrollo de
atracén, mediante la expectancia y anticipacion. Esto confirma que el sistema
circadiano puede contribuir significativamente para preparar al individuo y
promover la busqueda de alimento cuando se presenta en un horario fijo. La
conjuncion del sistema motivacional con la temporalidad mostré tener la mayor

potencia para inducir la busqueda y promover el atracén.

Por otro lado, el grupo bajo condiciones ad libitum de chocolate no mostro este
sobreconsumo en un corto periodo de tiempo, lo cual puede ser debido a la
disponibilidad continua de chocolate. Sin embargo, otros trabajos han demostrado
que después de la retirada, o privacion forzada, de una dieta alta en grasa en
condiciones ad libitum los sujetos muestran una mayor motivacion y busqueda por

la dieta, asi como episodios de atracén (Sirohi et al., 2016).

AFosB como factor de transcripcion de cambios plasticos en el sistema

de recompensa

La expresion de la proteina AFosB en regiones cerebrales involucradas con el
procesamiento de la recompensa, se ha relacionado directamente con cambios
plasticos neuronales ante el consumo de casi cualquier droga de abuso, dichos
cambios también son relacionados directamente con los cambios conductuales
subyacentes (Madsen et al., 2011; Robinson & Kolb, 2004). El aumento de AFosB
en areas corticolimbicas, en los grupos con acceso restringido al chocolate,
confirma que la restriccion de un alimento apetecible tiene la capacidad de
desencadenar cambios platicos neuronales, similares a los reportados ante el
consumo compulsivo de drogas de abuso. La magnitud de los cambios
conductuales en los grupos con acceso restringido reflejé la magnitud de la

expresion de la proteina AFosB.
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Los astrocitos como apoyo estructural en los cambios plasticos

Los astrocitos han demostrado ser una pieza importante en la plasticidad
sinaptica, a través de la liberacion de factores de crecimiento y otras moléculas
relacionadas (Barker & Ullian, 2010). Sin embargo, también se han relacionado
con una respuesta inflamatoria y de deterioro neuronal ante el consumo de dietas
altas en grasa, asociados a un decremento en el numero de espinas dendriticas
en la corteza prefrontal como resultado del estrés oxidativo producido (Dutheil
etal., 2015). Nuestros resultados indicaron un mayor numero de células
inmunoreactivas a la proteina GFAP, con respecto al grupo control, independiente
del tipo de acceso a chocolate ya que no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Por lo cual nuestros resultados pueden
ser el reflejo de ambas funciones de los astrocitos. Por un lado, podrian estar
apoyando cambios plasticos neuronales, pero también podrian ser resultado de un
proceso inflamatorio y de estrés oxidativo como se ha observado con dietas altas
en grasa. Esto ultimo podria ser el caso del grupo con acceso ad libitum. No
obstante, esta es una hipotesis y nuestros resultados no pueden del todo
sustentarla, por lo que se requerira de otras mediciones, como podria ser el
marcaje de proteinas involucradas con el estrés oxidativo, el deterioro neuronal y

la inflamacion.

Los resultados del presente trabajo demuestran que el acceso restringido a 5 gr de
chocolate puede desencadenar un proceso de anticipacion conductual y en la
temperatura corporal, si es presentado diariamente y a la misma hora. Asi mismo,
el acceso restringido es suficiente para inducir conductas de esfuerzo y atracén,
las cuales pueden ser de mayor magnitud si el individuo puede predecir el acceso

al chocolate.

El acceso restringido a 5 gr de chocolate fue un estimulo con la capacidad de
inducir cambios plasticos neuronales en estructuras corticolimbicas, la magnitud
de estos cambios reflejo la intensidad de las conductas de esfuerzo y atracén. Asi

mismo el consumo de chocolate promovié una mayor ganancia de peso.
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Factores promotores de la conducta compulsiva al alimento apetecible

En esta investigacion se demostré que el consumo per se de chocolate, debido a
sus propiedades reforzantes, promueve cambios en el patron de alimentacion, ya
que en todas las condiciones y especialmente en condiciones ad libitum se
incrementa su ingesta, disminuyendo el consumo de alimento chow. Este
sobreconsumo no fue suficiente para desencadenar conductas de esfuerzo y
atracén debido a la disponibilidad continua de chocolate. De igual forma a nivel de
sistema nervioso central, no mostraron cambios plasticos en areas corticolimbicas,
pero si un incremento en la expresion de GFAP, el cual puede estar relacionado

con un proceso inflamatorio o de estrés oxidativo (John Lin et al., 2017).

Por otro lado, el acceso restringido per se de chocolate mostré ser el factor para
promover conductas de esfuerzo y atracdén induciendo cambios plasticos en
estructuras corticolimbicas relacionadas con el procesamiento de la recompensa.
Ademas, si el acceso restringido es presentado de manera temporal y regular
promueve un incremento en magnitud de la conducta de atracdn, mediante la
expectancia y la anticipacion. Indicando que el sistema circadiano aunado a la

restriccion puede contribuir al desarrollo y mantenimiento de dicha conducta.

CONCLUSIONES

Con este estudio comprobamos que son varios los factores que llevan a
desarrollar una conducta compulsiva al alimento similar a la adiccién. Por un lado,
el alimento rico en grasa y azucar per se mostro ser suficiente para modificar los
patrones y preferencias de alimentacion. En segundo término, la restriccién en el
acceso al alimento apetecible mostré ser el factor desencadenante de conductas
de esfuerzo y busqueda, ademas de promover el atracdén. Finalmente, la
combinacion con un horario predecible vy fijo, incrementd estos efectos y permitio

el desarrollo de conductas de anticipacion.

Estos datos sugieren que son varios los factores que contribuyen a detonar una
conducta compulsiva y que su contribucibn se puede disecar y observar
diferencialmente. Ademas, indican que los cambios descritos por otros grupos
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para el desarrollo de estas conductas tienen origen en los distintos factores que se

conjuntan.

Estos resultados resaltan a la complejidad de los factores que pueden contribuir al
establecimiento y mantenimiento una adiccion a los alimentos altos en grasas y
azucares. Asi como, de las posibles intervenciones para sujetos que presentan
una ingesta compulsiva, contribuyendo a la obesidad, y que desean modificar sus

habitos alimenticios.
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