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Resumen

La obesidad y el sobrepeso han alcanzado cifras alarmantes que incluyen a
mujeres en edad reproductiva tanto en paises altamente industrializados como en
vias de desarrollo. Estudios realizados en animales de experimentacion han
demostrado que la nutricion de la madre durante el embarazo y/o lactancia afecta
la estructura y funcidon del cerebro. Sin embargo, poco se sabe sobre las
consecuencias de la obesidad materna y de la intervencién nutricional sobre la
conducta y el aprendizaje en las crias provenientes de madres obesas. Por lo que
el presente trabajo propuso investigar en un modelo experimental con ratas Wistar
los efectos de la obesidad materna y la intervencidén nutricional antes y durante la
gestacion sobre el comportamiento relacionado con la ansiedad.

Se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar recién destetadas de 21 dias (d)
de edad las cuales fueron asignadas en cuatro grupos experimentales de acuerdo
a su patrén de alimentacion, teniendo al grupo Control (C) alimentado con dieta
estandar para roedor (comercial de 4 Kcal/g); el grupo de Obesidad Materna (OM)
alimentado con dieta alta en grasa (preparada en el laboratorio de 5 Kcal/g); el
grupo de Intervencion Nutricional Previa a la Gestaciéon (IPG) en el cual las
madres fueron alimentadas con dieta alta en grasa desde el destete hasta los 90 d
y a partir de ese momento consumieron uUnicamente dieta control y el grupo de
intervencion nutricional durante la gestacion (IG) en el cual las madres fueron
alimentadas con dieta alta en grasa desde el destete, al inicio y durante la
gestacion y lactancia ratas fueron alimentadas exclusivamente con dieta control.
Todas ratas fueron apareadas a los 120 dias con un macho sano no experimental
de la misma cepa. Una vez que nacieron las crias, se asignaron al mismo grupo
de la madre. A partir del destete, todas las crias fueron alimentadas con dieta
control hasta el final del experimento.

Se determind ingesta y peso corporal de las madres experimentales antes y
durante gestacion, asi como en lactancia, donde el grupo OM mostr6 mayor
ganancia de peso con respecto a los demas grupos experimentales IPG e IG y en
particular con el grupo control C. En las crias, durante el periodo de lactancia el
peso corporal fue mayor en el grupo de OM, sin embargo, después del destete no
se vieron diferencias entre grupos, en el peso ni en la ingesta de alimento. A los
19 d de gestacion las concentraciones de corticosterona en el suero de madres del
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grupo de OM se elevaron. A los 75 d las crias se sometieron a las pruebas de
Laberinto Elevado en Cruz (LEC) y la prueba de Campo Abierto (CA) con el fin de
evaluar la ansiedad y la conducta exploratoria, donde se observé que la dieta
hipercélorica no afecta la ansiedad, sin embargo; las crias provenientes de madres
del grupo IG son méas exploratorias. Posteriormente a estas mismas ratas se les
evaluo el aprendizaje por medio de la “Caja de Skinner” mediante la prueba de
Condicionamiento Operante y Prueba de razén Progresiva, se observé que las
crias de madres OM requieren de un mayor numero de sesiones para alcanzar los
criterios establecidos de dichas pruebas, en cambio la motivacibn no se ve
afectada. Por lo tanto, la dieta alta en grasa tuvo un impacto en el aprendizaje de
las crias machos, sin que perjudigue la motivacion, ni se observe elevacién de la
ansiedad; gracias a la intervencion nutricional previene los dafios en el aprendizaje
sin presentar una recuperacion, motivo por el cual es importante optimizar la dieta
de las mujeres en edad reproductiva.



Introduccién

El sobrepeso y la obesidad tanto en paises altamente industrializados como en
vias de desarrollo han alcanzado cifras alarmantes que incluyen a mujeres obesas
en edad reproductiva. En México el 70.5% de las mujeres en edad reproductiva
sufren sobrepeso y obesidad®. Tras la concepcion, estas mujeres convertidas en
madres obesas se caracterizan por tener comprometida su salud y la del producto,
en especial a largo plazo, mediante una predisposicion a enfermedades
metabdlicas en la edad adulta, las alteraciones nutricionales de un individuo
durante periodos criticos del desarrollo como la gestacion y lactancia pueden
modificar su fisiologia y metabolismo, al igual que se compromete el desarrollo del
cerebro de las crias ya que la dieta perinatal ejerce influencia importante, lo cual
puede repercutir en el aprendizaje y la conducta afectiva. Dada esta situacion, es
necesario tomar medidas sobre la alimentacion de las mujeres en edad
reproductiva que permitan prevenir los efectos adversos originados por la
obesidad materna. Recientemente en nuestro equipo de trabajo se ha demostrado
que la intervencidon nutricional previo y durante la gestaciéon, en la obesidad
materna, previene de manera importante algunos de los efectos adversos en las
crias, sin embargo, no se tienen registros de estos beneficios a nivel conductual y
de aprendizaje, motivo por el cual en el presente trabajo se propone su estudio en
un modelo experimental con ratas Wistar con el fin de conocer si existen dichos

efectos benéficos.



Marco teodrico

Obesidad

El sobrepeso y la obesidad se definen como la acumulacién anormal y excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud, siendo un elemento de diagndstico
sencillo y aceptado el indice de Masa Corporal (IMC) Ec. 1, asi un valor =25.00
determina la presencia de sobrepeso y uno 230.00 de obesidad para ambos sexos
independientemente de la edad?

Ec. 1.
Peso(Kg)

IMC =7
[Estatura(m)]?

El IMC o Indice de Quetelet es el valor obtenidodilddir el peso corporal en Kg entre el cuadragolal

estatura en f

La nutricién a lo largo de la vida es una de las principales determinantes de la
salud, desempefio fisico y mental. La mala nutricion (tanto desnutricibn como
exceso en la ingesta) tiene causas complejas que involucran determinantes
bioldgicos, socioecondmicos y culturales. Un desequilibrio entre la ingesta y gasto
energético resulta en el sobrepeso o la obesidad. La causa de este desequilibrio
es frecuentemente la ingestion de dietas con alta densidad energética y de
bebidas azucaradas en combinacién con una escasa actividad fisica, originando la
predisposicion de las personas que la padecen a una gran cantidad de
padecimientos® como son los cardiovasculares, diabetes, trastornos del aparato
locomotor (como osteoartritis) y algunos canceres?®, desafortunadamente se ha
observado que ésta predisposicion también se puede “transmitir” en la

descendencia de las madres obesas®.

El tejido adiposo, es el principal responsable del almacenamiento de la energia en
forma de triacilglicéridos, y en la obesidad sufre diversas modificaciones.

Independientemente del incremento de su masa se presentan alteraciones



histoldgicas, neurales y vasculares relacionadas al metabolismo de lipidos y su
funcién enddcrina. Sin perder de vista la acumulacion de grasa en el higado y

musculo esquelético y sus respectivas consecuencias™”>.

Dentro del sistema nervioso central, el hipotdlamo es el centro primario para la
regulacion de la conducta alimentaria y metabolismo energético. El apetito
responde a la regulacion que depende principalmente de la interaccion de dos de
sus areas: “el centro del hambre” ubicado en el nucleo lateral y el “centro de
saciedad” en el nucleo ventromedial. Asi, al estimular el centro del hambre se
induce la ingesta de alimentos en animales experimentales y su destruccion causa
anorexia grave. Mientras que la estimulacion en el cerebro de la saciedad produce
el cese de la ingesta y una lesion produce hiperfagia y el sindrome de obesidad

hipotalamica, siempre y cuando el suministro de alimento sea abundante® "8

Los nudcleos hipotalamicos reciben sefiales positivas y negativas relacionadas a la
ingesta y gasto energético, en los cuales la leptina e insulina son las hormonas
principales por su efecto catabolico o anabdlico que al ser percibidas en el
hipotdlamo en estas areas activan los mecanismos centrales de regulacion?.
Igualmente se tienen registros de que la ghrelina, un péptido que se sintetiza en el
estbmago, tiene efectos orexinérgicos aumentando la ingestion de alimentos y
disminuye al elevarse los niveles de colecistocinina un péptido inductor de la

saciedad junto con un lipido la oleiletanolamida® *°.

Embarazo y obesidad

La obesidad representa una epidemia cada vez mayor en los paises desarrollados
y en desarrollo que también involucra las mujeres en edad reproductiva.'* De

acuerdo a la OMS se tienen registros del afio 2008 con 1500 millones de personas
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adultas de mas de 20 afios de edad padeciendo sobrepeso, de las cuales mas de

200 millones son hombres y cerca de 300 millones mujeres con obesidad?.

La obesidad en mujeres en edad reproductiva disminuye la tasa de fertilidad y
durante la gestacion, implica un alto riesgo de presentar diversas patologias como
defectos congénitos en la descendencia, mayor probabilidad de diabetes
gestacional, hipertension inducida por el embarazo (preclampsia), mayor riesgo de
aborto espontaneo en la segunda mitad del embarazo y se ha demostrado mayor
mortalidad perinatal vinculada al exceso del peso materno®?; ademés influye
negativamente en la mortalidad materna, fetal y el fenotipo de la descendencia de
por vida, incluidos los efectos no deseados en el desarrollo del cerebro, la

conducta, el afecto y la cognicién de las crias™® *.

El desarrollo de obesidad infantil puede ser resultado, no sélo de las condiciones
de sedentarismo, estilos de vida y alimentacion, sino también de las condiciones
nutricionales y metabdlicas de la madre. En México se tienen registros de que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad combinada fue del 26.9% para ambos sexos
en 1999, de 34.8% en el afio 2006 y de 34.4% en 2012. Esto se debe a que el
desarrollo de obesidad materna durante la gestacion y la lactancia, es una
condicion de estrés que predispone al feto en crecimiento al desarrollo de

enfermedades metabdlicas desde la nifiez y en mayor grado, en la vida adulta® *

16

Nutricion en la gestacion y lactancia

Desde el inicio del embarazo el cuerpo materno almacena nutrientes que seran
usados en los meses posteriores de la gestacion, el crecimiento del feto asume

prioridad sobre varios elementos nutricionales del cuerpo materno y las porciones
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del feto continuara creciendo aun cuando la madre relativamente no consuma una

dieta lo suficientemente nutritiva’.

Se sabe que la mayor funcién de la placenta es permitir la difusién de nutrientes
desde la circulacion materna a la circulacion fetal, también productos de excrecién
desde el feto de regreso a la madre. En los primeros meses del desarrollo, la
permeabilidad de la placenta es reducida respecto a posteriores etapas del
embarazo, debido a que la membrana vellosa ain no ha alcanzado su grosor
minimo; conforme la placenta crece, la permeabilidad aumenta hasta el final del

embarazo®’ 8.

La leche materna es el mejor alimento para los recién nacidos. La leche materna
es isotonica respecto al medio intracelular, su contenido de agua permite la
suspension y solubilizacion de azucares, proteinas, sodio, potasio, citrato,
magnesio, calcio, cloruro y vitaminas solubles. En las ratas la lactancia dura
alrededor de tres semanas, este proceso induce la movilizacion de las reservas
maternas y un gran aumento de la ingesta de alimento dependiente del tamafio la
camada lactante'® ?°. Por lo que respecta a ratas lactantes alimentadas con dietas
altas en grasa, se ha reportado que se producen cantidades mayores con un
contenido elevado de lipidos respecto a ratas con alimentacién baja en grasa®. En
humanos el perfil de acidos grasos de la leche materna, pero no el contenido de
grasa, varia de acuerdo con la dieta de la madre®. Cuando se consumen dietas
ricas en grasas poliinsaturadas, se encuentran mas acidos grasos poliinsaturados
en la leche. Cuando se consumen dietas muy bajas en grasa con calorias
adecuadas provenientes de carbohidratos y proteinas se sintetizan mas acidos de
cadena media. Cuando la madre pierde peso el perfil de acidos grasos de sus
depositos de grasa se refleja en su leche®® 2. Por otro lado, la concentracién del

colesterol en la leche materna varia de 10 a 20 mg/mL y al parecer el consumo
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temprano de este nutriente durante la lactancia podria relacionarse con cifras

menores de este en etapas posteriores de la vida®.

Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad

La hipétesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD,
por sus siglas en inglés), antes conocida como “programacion del desarrollo”,
propone que la fisiologia y metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por
cambios durante etapas tempranas del desarrollo, como la gestacion y la

lactancia.

Los principales agentes de la programacion intrauterina o del desarrollo son los
factores de crecimiento, nutrientes y hormonas. El suplemento nutricional y el
crecimiento fetal estan directamente ligados y son consecuencia de la salud y
nutricion materna, asi como del flujo sanguineo uterino, incluyendo la funcién
placentaria y el estado del sistema enddcrino. La influencia nutricional durante el
embarazo esta considerada como causa dominante de la programacion fetal®”2°,
El cerebro y el eje Hipotalamo Hipofisis Adrenal (HPA, por sus siglas en inglés
Hypothalamic Pituitary Adrenal) son muy sensibles a la programacion durante

estas etapas.

Estas alteraciones generan una respuesta fisiolégica permanente en el feto que se

2931 El feto

asocia con el desarrollo de enfermedades en el adulto
metabdlicamente programado presenta modificaciones permanentes en la
estructura y fisiologia de érganos, asi como en la expresion de genes involucrados

en su propio metabolismo®?.
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Actualmente se sabe gracias a los estudios con animales de experimentacion y a
la epidemiologia clinica que el fenotipo de un individuo no estd determinado
exclusivamente por sus genes, existe ademas una fuerte influencia ambiental,
teniendo mayor impacto en etapas tempranas del desarrollo. EI ambiente
suboptimo intrauterino y durante la lactancia modifica el crecimiento y predispone
al individuo al desarrollo de enfermedades en la vida adulta®*?". Se han utilizado
diferentes modelos para evaluar el efecto de la programacién por una dieta
materna alta en grasa y su efecto en el metabolismo de la progenie, mostrando
que el cerebro y los organos periféricos parecen ser afectados por una dieta

hiperlipidica.

Estrés materno

La habilidad del organismo para adaptarse a su entorno es de vital importancia, la
vida se mantiene gracias a un equilibrio dinamico y complejo conocido como
homeostasis, proceso descrito por Claude Bernard y nombrada por Walter
Cannon; cuando la homeostasis es alterada surgen respuestas adaptativas, estas
respuestas se conocen con el nombre de estrés, el término fue introducido en
1936 por Hans Selye vy se refiere a un mecanismo de defensa del organismo
frente a una agresion; existe un nivel de actividad necesario para conservar la
estabilidad en un ambiente de constantes cambios, a este fendmeno Sterling le dio

el concepto de alostasis en 1988344,

La respuesta del cerebro ante situaciones de estrés es mediada por el sistema
nervioso, neuroendocrino e inmune, los cuales tienen la funcion de recuperar
nuevamente el estado de equilibrio del individuo, una de estas respuestas es el
aumento de los niveles plasmaticos de los glucocorticoides. En los seres
humanos, el principal glucocorticoide es el cortisol, mientras que en roedores es la
corticosterona, ambos sintetizados a partir del colesterol en células de la corteza

suprarrenal bajo el control de la hormona adrenocorticotropica (ACTH), que junto
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con las B-endorfinas, es liberada del I16bulo anterior de la hipdfisis en respuesta a
diferentes estresores, que a su vez es regulada por el factor liberador de la
corticotropina (CRF), este péptido es liberado al sistema porta-hipofisiario, a través
del cual es transportado hacia la hipéfisis anterior, ahi estimula a los corticotropos

para que sinteticen y secreten ACTH® %°.

Aun siendo muchas las personas que experimentan eventos estresantes no
desarrollan patologias, el estrés crénico parece ser un factor que actia solamente
en aquellos individuos que son particularmente vulnerables. Esta vulnerabilidad
puede a su vez depender del aumento permanente de la activacion del eje HPA,
asociado con factores epigenéticos. Investigaciones recientes se ha planteado la
idea de que los mecanismos epigenéticos, pueden ejercer un control duradero
sobre la expresion de genes sin alterar el cédigo genético, ademas puede
provocar cambios estables en la funcién cerebral. La vida perinatal es un periodo

de mayor plasticidad por lo cual es especialmente sensible a factores de estrés*"
42

Por lo tanto, los acontecimientos adversos que ocurren en etapas tempranas del
embarazo, modifica las concentraciones hormonales y/o la conducta materna que
conlleva a una mala programacion de la respuesta del eje HPA ante situaciones
de estrés. Por ejemplo, se ha demostrado que el incremento en los niveles de
glucocorticoides produce alteraciones estables en la metilacion del ADN vy la
estructura de la cromatina, induciendo el aumento en la transcripcion del gen del
receptor de glucocorticoides, importante para el circuito de retroalimentacion del
eje HPA™ %4,

El estrés cuando ocurre durante periodos criticos del desarrollo, como la vida

neonatal y perinatal, puede afectar negativamente la conducta y la funcion
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fisiolégica como crecimiento, metabolismo, reproduccién y respuesta inmune. Es
posible especular que la plasticidad perinatal de los sistemas fisioldégicos es un
mecanismo importante para la adaptacion del feto o del recién nacido a las
condiciones ambientales después del nacimiento. Sin embargo, bajo condiciones
extremas como el estrés, las crias mostraron anomalias fisiolégicas y

conductuales a corto y largo plazo® “°

Estudios en roedores han demostrado que el estrés materno y la manipulacién con
glucocorticoides exdgenos durante la gestacion incrementa los niveles de
corticosterona, hormona adrenocorticotropica (ACTH) y la hormona estimulante de
corticotropina (CRH) tanto en la madre como en los fetos*’*°. Los glucocorticoides
son esenciales para el desarrollo normal del cerebro, pero la exposicién excesiva
puede tener efectos a largo plazo en la funcién neuroendocrina, cognitiva y
emocional. La aparicion de esos cambios dependera del tiempo, la intensidad y la

duracién del estrés materno®>°% 42,

El desarrollo del individuo depende de las condiciones nutritivas que haya tenido
en la vida intrauterina y perinatal, ya que la dieta es elemental para la buena
formacién del sistema nervioso central®®. Actualmente se sabe que la mala
nutricion durante etapas criticas del desarrollo puede tener efectos adversos sobre
el desarrollo del cerebro®*, con mayor susceptibilidad en las neuronas del sistema
limbico implicadas en las conductas afectivas y cognitivas. Por otra parte, se sabe
que el sistema limbico juega un papel importante en la emocién, motivacion y
otras funciones del cerebro como memoria y aprendizaje; dentro de las estructuras
relacionadas con estas actividades tenemos la corteza prefrontal, amigdala,
talamo, hipocampo, nucleo acumbens, hipotdlamo, area tegumental ventral y

nucleo rafé.
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Al parecer la alimentacion materna durante la gestacion y la lactancia es uno de
los factores determinantes en el desarrollo futuro de la progenie®. Es importante
recalcar que existen estudios de la restriccion proteinica y obesidad materna con
respecto a la conducta y aprendizaje de la progenie, sin embargo no de obesidad
materna con intervencion nutricional, motivo por el cual se realizara el presente

trabajo.

Ansiedad relacionada con la conducta

La ansiedad ademas de ser una respuesta emocional al estrés, puede ser una
reaccion emocional de alerta ante una amenaza, se ha relacionado mediante
diversos estudios a la amigdala con la ansiedad. El estado emocional de un
animal se vuelve evaluable a través de una serie de tareas diferentes, podrian
contribuir a aumentar la fiabilidad, rapidez y amplitud en las pruebas de
comportamiento, se requieren varias pruebas para evaluar la conducta emocional
de los roedores. Existen dos pruebas que junto con la determinaciéon de
corticosterona en suero son indicativas de estrés y ansiedad en roedores de
laboratorio, que son la prueba del Laberinto Elevado en Cruz (LEC) y la Prueba de
Campo Abierto (CA)°*°.

En LEC, el laberinto se encuentra elevado desde el suelo y consta de dos brazos
abiertos y dos cerrados frente a frente interconectados por una plataforma central;
las entradas en brazos abiertos se utilizan como indices experimentales de
ansiedad, la reduccion en los manejos exploratorios de los brazos abiertos del
laberinto sirven como medida evaluatoria del incremento en los niveles de
ansiedad. La prueba de Campo Abierto fue concebida en 1934 por Calvin Hall
para proporcionar mediciones objetivas de la emocionalidad en ratas, es un recinto
amplio que por lo general se encuentra muy iluminado, los roedores tienden a

evitar el area no protegida central y concentrar su caminar cerca de las paredes,
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algunos autores han relacionado la ansiedad con el nimero de defecaciones e
inversamente con al actividad exploratoria desplegada dentro del contexto
experimental. Desde el campo de la psicologia experimental, el interés de estas
pruebas se extendié rapidamente entre los neurocientificos, farmacélogos y mas
recientemente en genética molecular, ya que evalian la influencia de diversos

factores en las conductas emocionales®®°,

Efectos del aprendizaje y la motivacion

El aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos el conocimiento, un habito
afectivo o una habilidad intelectual o motora, mientras que la memoria es la
facultad por el que el conocimiento es codificado, almacenado, consolidado, y
posteriormente recuperado. La memoria puede ser dividida en declarativa y no
declarativa, la primera constituye el pensamiento consiente y su accion principal
se localiza en el hipocampo localizado dentro de los I6bulos temporales este tipo
de memoria es importante para el aprendizaje de informacion nueva; mientras que
la segunda es el pensamiento inconsciente y su funcion se encuentra localizada

en el cuerpo estriado, amigdala y ntcleo de accumbens®®.

A finales del siglo XIX Ivan Pavlov “descubrié” el condicionamiento clasico,
posteriormente el condicionamiento instrumental fue acufiado por E. Thorndike
gue es una prueba conductual en el cual los organismos aprenden a emitir
respuestas para obtener o evitar consecuencias importantes, que se rige por la ley
efecto en donde la probabilidad de una respuesta conductual particular aumenta o
disminuye dependiendo de las consecuencias que la siguen. Posteriormente B. F.
Skinner desarroll6 un aparato de aprendizaje automatizado que fue adoptado de
manera general por otros investigadores que lo llamaron “caja de Skinner” en la
que una rata presiona una palanca y a cambio recibe una recompensa, a esto se

le nombra Condicionamiento Operante, y el hecho de que cada respuesta tenga
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una consecuencia que incrementa la probabilidad de que se repita se le llama
Reforzamiento. En el condicionamiento clasico, los animales reciben una
consecuencia, hayan aprendido la respuesta condicionada o no, por el contrario,
en el condicionamiento instrumental la consecuencia solo ocurre si el animal da

una respuesta® °°.

Uno de los programas de reforzamiento se llama reforzamiento continuo, lo que
significa que cada respuesta siempre va seguida de la consecuencia, dentro del
reforzamiento continuo se encuentra el programa de Razén Fija, en donde debe
emitirse un ndmero invariable de respuestas antes de dar el reforzamiento, es
decir, se entrega el reforzamiento después de un numero constante de
respuestas, con ambas pruebas se determina el aprendizaje en los roedores. Los
efectos de la motivacion en el aprendizaje se evaltan con el programa de Razén
Progresiva, en el cual la rata necesita cada vez mayor numero de respuestas que

aumentan progresivamente para recibir el reforzamiento®.

Condicionamiento instrumental en el cerebro

El estimulo activa la corteza sensorial (por ejemplo, la vision de un palanca activa
la corteza visual); la informacion viaja de aqui al sistema motor, incluyendo los
ganglios basales y la corteza motora; las salidas pueden producir una respuesta
conductual, como presionar la palanca. Si la respuesta es reforzada por una
consecuencia, como el alimento, comerlo activa el sistema del gusto, incluyendo
los nucleos gustativos del tallo cerebral. Las salidas del sistema gustativo,
aunadas al hambre (sefialadas por el hipotdlamo), activan un “sistema de
reforzamiento” hipotético. Las salidas del sistema de reforzamiento viajan al
sistema motor, donde fortalecen las asociaciones activas de la corteza visual (y
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otras areas de la corteza sensorial). Lo que hace mas probable que la préxima vez

que encuentre el estimulo se produzca la misma respuesta®.
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Planteamiento del problema

La obesidad y el sobrepeso en la ultima década han alcanzado cifras alarmantes
que incluyen a mujeres en edad reproductiva. Se ha observado un aumento en la
obesidad en México que incluye a mujeres en edad reproductiva, de tal forma que
en mujeres de 20 a 49 afios de edad, la prevalencia de la suma de sobrepeso y
obesidad aument6 de 34.5% en 1988 a 61% en 1999 y a 69.3% en 2006'°. Tras la
concepcion, estas mujeres convertidas en madres obesas se caracterizan por
tener comprometida la salud propia y la del producto. Es sabido que el fenotipo de
un individuo no sélo estd determinado por el genotipo sino también por el
ambiente en el que se desarrolla, de tal forma que las alteraciones nutricionales
durante periodos criticos del desarrollo como gestacion y lactancia pueden
modificar su fisiologia y metabolismo permanentemente Aunque el abordaje
epidemiologico de este fendmeno ha resultado bastante informativo, es necesario
su estudio de manera experimental. En modelos con animales se ha demostrado
que las crias descendientes de madres con obesidad experimental muestran
predisposicion a enfermedades metabdlicas en la edad adulta; sin embargo a la
fecha existe informacion escasa acerca del efecto de la obesidad materna sobre
alteraciones en la conducta afectiva y aprendizaje de la progenie.

Por lo que en el presente proyecto se propone a fin de determinar los efectos de la
obesidad materna en la descendencia y tratar de explorar mas a fondo las
alteraciones en periodos criticos del desarrollo. Con los resultados obtenidos se
podr& tratar de explicar el origen de las alteraciones cognitivos y afectivos en la
descendencia y sobre todo probar experimentalmente alternativas que reviertan
los efectos adversos de la obesidad materna, sentando las bases para su posible

aplicacion en humanos.
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Hipotesis

La alimentacion alta en grasa en las madres producira que se presente un fenotipo
tipico de la obesidad, con base en la teoria de la programacion del desarrollo que
plantea el impacto nutricional materno sobre la progenie, las posibles alteraciones
conductuales y sobre el aprendizaje que puedan existir en las crias causadas por
una dieta alta en grasas podran prevenirse al menos parcialmente después de la

intervencion nutricional previa a la gestacion de la rata o al inicio de ésta.
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Objetivos

General

Provocar experimentalmente el fenotipo de la obesidad en ratas madres
mediante una alimentaciéon alta en grasas, evaluar los efectos de la
intervencidén nutricional materna previo y durante la gestacion sobre la

conducta y aprendizaje en la progenie.

Particulares

Determinar los efectos de una dieta alta en grasas en ratas madres con
respecto a la ganancia de peso corporal.

Medir las concentraciones de corticosterona sérica en las madres de los
diferentes grupos experimentales.

Saber si existe relacion de la obesidad materna con una ganancia de peso
corporal mayor en las crias de estas ratas y si la intervencion nutricional
previa a la gestacion y a su inicio previene esta predisposicion a adquirir el
fenotipo de obesidad.

Determinar las concentraciones de corticosterona sérica en las crias de
ratas de los diferentes grupos experimentales.

Evaluar la conducta y ansiedad en las crias de ratas de los diferentes
grupos experimentales.

Evaluar el aprendizaje y la motivacion de las crias.
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Disefio experimental

Se emplearon ratas Albinas especie Rattus norvegicus de la cepa Wistar
(obtenidas de Charles River Laboratories, Inc.), provenientes de la colonia
mantenida en el departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del
Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ). Cabe sefalar que todos
los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica e Investigacion en
Animales (CINVA) del mismo instituto. El alimento y el agua se encontraron
disponibles ad libitum durante todo el estudio. Los machos empleados para
aparear a las hembras se alimentaron con dieta control y durante todo el estudio
todas las ratas permanecieron en el area concedida dentro de las instalaciones del
bioterio del DIEB, donde se mantuvieron en ambientes de humedad relativa y
temperatura controladas 75% y 22+2° C, respectivame nte con ciclos de
luz/obscuridad de 12 horas (luz: 07:00-19:00 horas). Los animales fueron alojados
en cajas estandar de acrilico (adecuadas para ratas, conocidas comunmente
como de tamafo jumbo) con una cama de aserrin de madera virgen (Aspen Chip
Laboratory Bedding de Northeastern Products Corp.) cambiada periddicamente.
Se colocaron de 3 a 4 animales por cada caja hasta antes del apareamiento,
periodo a partir del cual s6lo se colocé a una hembra por caja hasta el final del

estudio.
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Criterios

Criterios de inclusion

Se incluyeron en el estudio aquellas ratas que quedaron prefadas.
Se ajustaron las camadas a 10 crias cada una y se incluyeron en el estudio.

La presente tesis solo reporta los resultados de crias machos.

Criterios de exclusion.

Se descartaron a las ratas que no quedaron prefiadas.
Fueron excluidas las ratas madres que se hayan comido a sus crias.

Se excluyeron las camadas con menos de 10 crias 0 mas de 14 cada una.

Variables

Dependientes

Dieta control y alta en grasas.

Intervencion nutricional previa a la gestacion y durante la gestacion.

Independientes

Peso corporal de las ratas madres.
Peso corporal al nacimiento de las crias.
Peso corporal de las crias.

Concentraciones de corticosterona sérica en las ratas madres y crias.
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Ansiedad, aprendizaje y conducta motivacional de las crias determinadas a
través del Laberinto Elevado en Cruz LEC, prueba de Campo Abierto CA junto

con las concentraciones de corticosterona.
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Material y métodos

Animales Experimentales

Madres

Las ratas se dividieron en cuatro grupos experimentales de acuerdo al tipo de

dieta que recibieron desde el destete.

Grupo Control (C): Recibieron dieta Control desde el destete hasta el final de la
lactancia de las crias (De los 21d hasta los 165d, llevandose a cabo el

apareamiento a los 120d en todos los grupos experimentales)

Grupo de Obesidad Materna (OM): Fueron alimentadas con dieta alta en Grasa de
manteca desde el destete hasta el final de la lactancia de las crias (De los 21d
hasta los 165d)

Grupo de Intervencion Previa a la Gestacion (IPG): Se le dio dieta alta en Grasa
de manteca desde el destete hasta un mes previo a la gestacion (De los 21d hasta
los 90d), y se cambioé la dieta a Control a partir de los 90d de edad hasta el final de
la lactancia de las crias (165d de edad).

Grupo de Intervencion en la Gestacion (IG): Fueron alimentadas con dieta alta en
Grasa de manteca desde el destete hasta una vez iniciada la gestacion (De los
21d hasta los -120d) y se cambi6 dieta a Control al inicio de la gestacion y la

lactancia de las crias (hasta los -165d de edad)
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Grupos Dieta Materna
21-90d 90-120d Gestacion Lactancia
Control
(©) Control Control Control Control
Obesidad Materna
(OM) Grasa Grasa Grasa Grasa
Intervencion Previa a
la Gestacion Grasa Control Control Control
(1PG)
Intervencion en la
Gestacion Grasa Grasa Control Control
(1G)

Dietas

La dieta Control consistié en: alimento comercial para roedor Rodent RQ 22-5 de
Zeigler®, formulada para mantenimiento, crecimiento, reproduccion y lactancia de
ratas y ratones convencionales conteniendo 5% (p/p) de grasa y un contenido
energético de 4 Kcal/g. Mientas que la dieta Alta en Grasa fue elaborada en la
planta piloto del Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (DCyTA)
del INNSZ, cuyo contenido de grasa fue del 25%(p/p), y el energético de 5 Kcal/g,
con una formulacion disefiada con base a la recomendacion AIN-93 del American
Institute of Nutrition® asi como modificaciones hechas a esta, por la Dra. Elena
Zambrano y colaboradores'®. Para su elaboracién se utilizd una mezcladora de
paletas Hobart modelo A-200 de 20 L de capacidad, potencia de 1/3 HP y 1425

rpm.
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(% (o)
Nutriente Dieta control || Dieta Alta en Grasa
Proteina 22.0 23.4
Grasa 5.0 25.0
Polisacéridos 31.0 21.05
Azlcares simples 31.0 21.05
Fibra dietética 4.0 5.0
Minerales 6.0 3.5
Vitaminas 1.0 1.0
Contenido Energético 4 Kcallg 5 Kcallg

Composicion Nutricional de las Dietas.

Componente Concentracion (g/100g de Dieta)
Caseina 11.6
Caseinato de Calcio 11.6
L-Cistina, Diclorhidrato 0.3
Mezcla de Minerales AIN-76 5.0
Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX 1.0
Colina, Clorhidrato 0.17
A-Celulosa 5.0
Almidon de Maiz 20.59
Glucosa Anhidra 20.59
Aceite de Soya 5.0
Manteca de Cerdo 20.0

Formulacién de la Dieta Alta en Grasa.

Los reactivos que se utilizaron para la elaboracién de las dietas se enlistan a

continuacion:

Caseina libre de vitaminas, de HarlanTeklad
L-Cistina Diclorhidrato, de Sigma Aldrich
Mezcla de Minerales AIN-76, de Harlan México S.A. de C.V.
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Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX, de Harlan México S.A. de C.V.

Colina, Clorhidrato de Sigma Aldrich

a-Celulosa de Sigma Aldrich

Almidon de maiz de Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.

Glucosa Anhidra de Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.

Aceite Comestible Puro de Soya Nutrioli® de Ragasa Industrias S.A. de
C.V.

Manteca de Cerdo de JC Fortes®

La dieta se elaboro de la siguiente manera.

Se peso6 segun la formulacion mencionada arriba en el texto la cantidad
correspondiente de cada componente por separado usando la balanza
analitica Sartorius® ED623SCW asi como la bascula EURA® 2000/100

(cap. max.=100 Kg y d=509), segun la sensibilidad requerida en cada caso.

Se adicion6é primero la cantidad requerida de manteca de cerdo en la
mezcladora de paletas y se accioné en velocidad intermedia durante 5
minutos o bien hasta que la manteca se distribuy6é uniformemente en el

fondo.

Se mezclaron todos los componentes sdlidos durante 5 minutos en
velocidad baja en la mezcladora (siendo las mezclas: de vitaminas AIN-76 y
de minerales AIN-93VX las ultimas en incorporarse).

Después, sin detener el mezclado se agrego la cantidad correspondiente

del aceite de soya.

A velocidad intermedia se mezcld6 por 5 minutos mas o hasta haber
obtenido una masa homogénea de consistencia adecuada para ser roida

por los animales y a la vez ser moldeada con las manos.
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La dieta se almacendé en bolsas de polietileno opacas, por lapsos no

mayores a un mes en un cuarto frio de 4°C.

Medicion de peso corporal e ingesta

A partir de los 21 dias de edad de las madres, se midi6 y registro el peso corporal
de cada una semanalmente; del dia 90 al 105 se midié su ingesta y de manera
diaria durante la gestacion y la lactancia, dicha determinaciéon se realizd,
colocando 3 o 4 animales del mismo grupo en una misma caja y pesando la
cantidad de alimento presente en el comedero cada dia a las 10:00 horas,
reponiéndolo de tal manera que la cantidad de este no sea inferior a 50 g. Los
calculos se realizaron de acuerdo a la Ec. 2, las pesadas se realizaron en una
balanza analitica ADAM® modelo PGW 1502e, (capacidad=1500g, d=0.019),

usandola en la funcion de pesaje de animales para el caso del peso corporal.

Ai — Af

Ingesta individual =

Ec. 2. Donde:

Ai= alimento inicial (g de alimento en el comedero el dia anterior a la determinacion)
Af= alimento final (g de alimento en el comedero el dia de la determinacion)

n= animales en la caja durante la determinacion

Apareamiento y determinacion de la prefiez

Una vez que las hembras alcanzaron la edad de 120 d, se ubicaron en cajas
separadas de manera individual, en la misma caja se colocé un macho de edad

adulta de fertilidad probada a fin de que se efectuara el apareamiento.

Para comprobar que se realizd el apareamiento posterior a la colocacion del
macho, se llevd a cabo un frotis vaginal cada 24 horas (a las 08:00 hrs). La

observacion de espermatozoides se consider6 como resultado positivo para el
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apareamiento (tomando el dia del hallazgo como el dia cero de gestacion),
momento en el cual el macho fue retirado de la caja de la hembra. Los frotis se
tefiiran con solucién de Lugol (obtenida de la Farmacia del Area de Hospitalizacion
del INNSZ) y observados a 100x con un microscopio fotonico (Axiostar Plus de
Carl Zeiss®). Al mismo tiempo las madres fueron pesadas diariamente, y un

aumento de peso al transcurrir los dias se considero como positivo de gestacion.

Crias. Medidas al nacimiento

Al nacer las crias fueron pesadas y se determind la talla de las crias de los
diferentes grupos experimentales por medio de un calibrador con vernier (de
Scala®, d=0.1mm) para esto la medicion se realiz0 desde la punta de la nariz
hasta la base de la cola. Cabe aclarar que las crias se les asign6 el mismo grupo
experimental al que pertenecieron las madres, desde el nacimiento hasta los 21 d
fueron alimentadas por sus madres (lactancia) y al fin de este periodo hasta el fin

del proyecto se le dio dieta Control a todas ellas.

Pruebas conductuales

Dos semanas antes iniciar todas las pruebas de conducta el ciclo de luz se invirtié
(luces apagadas de 7 a.m. a 7 p.m.) efectuando las pruebas durante la fase
oscura. Las pruebas se realizaron los 7 dias a la semana durante la fase del ciclo
oscuro entre las 8 a.m. y 2 p.m. La prueba de Laberinto Elevado en Cruz LEC se
inicié a los 75 dias de edad de las crias machos, al término de esta prueba se
continué con la prueba de Campo Abierto CA. Posteriormente a los 80 dias de
edad de las crias machos se empezo la prueba de Condicionamiento Operante,

una vez terminada estas pruebas se prosiguio con la Prueba de Razon Progresiva.
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Laberinto Elevado en Cruz (LEC)

El LEC fue montado en plastico de color gris oscuro situado a 64 cm por encima
del suelo. Se compone de dos brazos con proteccion (brazos abiertos) uno frente
al otro, y dos brazos protegidos por altas paredes grises (brazos cerrados). Los
cuatro brazos (45 cm x 10 cm cada uno) se extiende desde una plataforma central

comun (10 cm x 10 cm).

El nivel de luz fue de 30 lux en los brazos abiertos y 6 lux en los brazos cerrados.
La posicion de la rata en el laberinto se monitoreé con ayuda de una camara de
video, la cual fue colocada en el techo centrada al laberinto y se conecto al
sistema de video de seguimiento de analisis de movimiento, que se ejecuta en una

computadora personal.

Para iniciar la sesion, cada rata se colocé individualmente en el centro del
laberinto frente a un brazo abierto. Después de 10 min de exploracion en el
Laberinto Elevado en Cruz, la rata se devolvié a su jaula hogar y se limpié el
Laberinto con etanol al 70%. De forma manual se anotaron el nUmero de entradas
falsas en las que sélo se asomaba la rata, estas se descartaban al momento de

realizar el conteo final.

En la prueba de LEC se consideraron cuatro parametros de valoracién que son: A.
el Numero de Entradas a los brazos abiertos, B. el Tiempo en segundos que las
ratas crias permanecian en los brazos abiertos, C. la Distancia expresada en
metros que las crias recorrian cada vez que ingresaban a los brazos abiertos y D.
la Distancia Total expresada en metros que recorrieron las crias en los brazos

abiertos y cerrados. Se conté con una n=6 de cada grupo experimental.
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Campo Abierto

Los mismos animales estudiados para Laberinto Elevado en Cruz se evaluaron al
dia siguiente en una prueba de Campo Abierto durante 10 min. EI campo abierto
esta hecho de plexiglas grises oscuros, consiste en un campo cuadrado (101 cm x
101 cm y 34 cm de alto) el cual se colocé en un cuarto de experimentacion
iluminado por una luz baja (12 lux). Una camara de video fue colocada en el techo
centrada al campo conectado a un monitor y un sistema de video de analisis de
movimiento para registrar la actividad locomotora. En el campo abierto hay un
cuadrado virtual que dentro de esta zona se midio la actividad locomotora de las
ratas. Cada rata fue colocada individualmente en el centro del campo abierto,
donde se evaluaron. Después de cada periodo de sesiones la zona se limpi6 con
etanol al 70%.
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101 cm

101 cm

34 cm:I; A7

Zona centro

Zona exterior

Condicionamiento Operante y Prueba de Razén Progresiva

Dos semanas antes del inicio del entrenamiento operante los animales fueron
colocados en privacion de agua durante 23 horas al dia con una hora de acceso
libre; esto se realizdé durante los dias que duraron las pruebas y con 1 hora de
acceso libre inmediatamente después de las sesiones de conducta. A los 80 dias
después del dia de nacimiento seis crias machos de diferentes camadas por grupo
(mismas ratas ocupadas para las pruebas conductuales anteriores) fueron
probadas en camaras operantes (E10-10TC, Coulbourn-Instruments, PA, EE.UU.)
cuentan con ventilacién, paredes de atenuacién del sonido (E10-20, Coulbourn-
Instruments, PA, EE.UU.) y equipado con una palanca extraible de respuesta y un
recipiente para contener liquido (E14-05, Coulbourn-Instruments, PA, EE.UU.)
Estas cajas tienen dos paredes laterales de aluminio y una pared posterior y
frontal de plexiglas claro. Cada una de las cajas contiene un suelo de rejilla y
durante las sesiones de pruebas se iluminaron con luz difusa. La palanca de
respuesta y el compartimento de la recompensa se encuentran en la pared lateral

derecha.

35



Para cada ensayo la palanca se extendidé para ser presionada, después se le
permiti6 al animal acercarse al compartimento donde recibié la recompensa al
presionar la palanca cada 120 s. Donde se registré gracias a los receptores de
foto células, se encendio una luz y el animal obtuvo su recompensa, una gota de
solucion de sacarosa (0,01mL, 7%) desde un deposité de recompensa hasta un

recipiente donde cayo la gota.

AN\
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Procedimiento de las pruebas conductuales

Reforzamiento libre.- Antes del entrenamiento los animales se colocaron por

primera vez en la camara, por 10 minutos, en donde automaticamente el equipo
dio acceso libre a la solucién de sacarosa al 7%. Esta prueba permitié que el

animal reconociera y se adaptara al area.

Adquisicion del aprendizaje.- Subsecuentemente al primer dia del entrenamiento,

se les ensefid a los animales a asociar la presion de la palanca (estimulo
condicionado) con la obtencidon de la recompensa FR-1 Reforzamiento de Razén
Fija 1 (Fixed Ratio 1), en esta prueba los animales presionaban la palanca una vez
para recibir la recompensa. El registro del aprovechamiento por los fotoreceptores
se inicio una vez que el animal consumiera su recompensa. El entrenamiento FR-1

fue finalizado cuando el animal hizo mas de 20 respuestas durante la sesion de 15
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min. Esta prueba fue de utilidad para determinar el tiempo que tardé el animal en

adquirir el aprendizaje.

Reforzamiento y almacenamiento.- Después de haber completado la prueba del

FR-1, los animales fueron introducidos a la prueba de FR-5 Reforzamiento de
Razon Fija 5, con los criterios de funcionamiento idéntico al FR-1, sélo que esta

vez el animal tuvo que presionar 5 veces la palanca para obtener la recompensa.

Evento Progresivo.- Después de las sesiones de entrenamiento los animales

fueron colocados en la Prueba Progresiva (PR) por diez dias. En la prueba de PR,
la respuesta incrementa al doble cada 8 reforzamientos y por ello el nUmero de
presiones sucesivas de la palanca para obtener la recompensa fue de la siguiente
maneraPR+1=1,2,...,8,PR+2=10,12,...,24;PR+4 =28, 32, ..., 56; PR +
8 =64, 72, ..., 120; PR + 16 = 136, 152, ....etc. Cada sesion de PR duro 30

minutos, esta prueba permitié evaluar la motivacion del animal.

Consumo libre de sacarosa

Un dia después de la ultima sesion prueba de Razdn Progresiva, se les dio a los
animales acceso directo a la solucién de sacarosa en una botella (0,01 mL, 7%)
durante 30 minutos. Para esta evaluacion se colocaron los animales en cajas
individuales tamafio jumbo y la cantidad de consumo de sacarosa se calculd
mediante la sustraccion del peso de la botella después del periodo de consumo
del peso inicial. Este procedimiento se realizd en tres dias consecutivos con el fin

de evaluar la conducta apetitiva y consumatoria.

37



Mediciones de corticosterona

Se determiné la concentracion de costicosterona por Radio-Inmuno Ensayo (RIA
por sus siglas en inglés), la cual resulta una técnica altamente sensible y
especifica. En dicha técnica, una concentracion establecida de antigeno marcado
(radiactivamente) mezclada con una concentracion desconocida de antigeno
considerado como el analito (de la muestra) es incubada con una dilucién
constante de antisuero de tal forma que la concentracién de sitios de union al
antigeno en los anticuerpos es limitada, (por ejemplo, cuando sélo el 50% del
antigeno puede ser unido al anticuerpo). De tal forma que en este sistema habra
una competencia entre los antigenos marcados y no marcados (provenientes de la
muestra), por el numero limitado y constante de los sitios de unién disponibles en
el antisuero. Asi, la cantidad de antigeno marcado unido al anticuerpo disminuira a
medida que la concentracién de antigeno no marcado aumente. Esto puede ser
medido después de separar el complejo antigeno-anticuerpo formado del antigeno
marcado libre (por inmunoprecipitacion por ejemplo), midiendo la radiactividad ya
sea de una u otra fraccion o bien de ambas, pudiéndose establecer una curva
patron con una serie de estdndares que incrementen su concentracion de
antigeno no marcado y a partir de ésta curva, la cantidad desconocida de antigeno

en la muestras puede ser calculada (Lehninger et al., 2008).

A los 19 dias de gestacion de las madres de los diferentes grupos experimentales
y crias de 110 dias después del nacimiento se realiz0 eutanasia por decapitacion
obteniendo muestras de sangre del cuello de las ratas para determinar las
concentraciones de corticosterona sérica. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 4° C por 15 minutos a 3500 rpm para remover las células
sanguineas y almacenar el suero a -20°C hasta su a nalisis. Las concentraciones
de corticosterona en suero se determinaron por radioinmunoanalisis usando un
estuche comercial para ratas, DPC Coat-a-count (TKRC1) de Diagnostic Products
(Los Angeles, CA, EE.UU).
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Previamente al dia del sacrificio se retird el alimento por 4 horas a las ratas
dejandoles solo acceso al agua ad libitum. Se realizaron extracciones sanguineas
a las madres de la cuenca ocular por rasgadura leve de la glandula lagrimal (para
evitar al maximo la hemdlisis de la muestra y traumatismo en el animal), para ello
los animales fueron anestesiadas colocandolas dentro de una camara de vidrio
conteniendo un pafio empapado con éter etilico (Analyzed ACS Reagent de J.T.
Baker®), una vez anestesiado el animal, por medio de un tubo capilar para
microhematocrito heparinizado, se realizo la extraccion de aproximadamente 750

uL de sangre.

En las crias y madres después del destete se recolectd la sangre obtenida de la
region cervical, al momento de realizar la eutanasia por decapitacion rapida, con
una guillotina para roedor (Thomas Scientific), al final de la lactancia en las

madres ~163 dias, asi como de las crias seleccionadas a los 110 dias.

Las muestras sanguineas fueron recolectadas en tubos de polipropileno para
microcentrifuga de 1.5 mL, se dej6 formar el coagulo, Posteriormente se
centrifugaron las muestras en una microcentrifuga 5415C Eppendorf® a 10000
rpm (8154xg) durante 10 minutos, y después se separo el suero el cual se congel6
inmediatamente a -20C, hasta su procesamiento.

Analisis estadistico

Todos los animales se seleccionaron al azar para formar las muestras
consideradas para diversas mediciones que se realizaron en este estudio, los
datos se expresaron como la media aritmética + el error estandar (EE). La n
ademas del numero de animales experimentales de la muestra en cuestion,
también puede referirse al nimero de cajas empleadas para las determinaciones

de la ingesta alimentaria, (alojando de 3 a 4 animales como maximo para evitar
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competencia por la comida), asimismo también puede referirse al niamero de

camadas, en cada caso se realizara la indicacién pertinente.

El efecto del patron de alimentacion materno entre los grupos experimentales
tanto en crias como en las mismas madres fue analizado en los diversos
parametros considerados en este estudio por medio del andlisis de varianza de
una via (ANOVA por sus siglas en inglés) y las diferencias entre medias se
determinaron con la prueba de Tukey post hoc. Un valor de P < 0.05 se consideré

como significativo.

Los criterios de valoracién de la conducta y los niveles de corticosterona fueron
analizados por ANOVA de una via con los andlisis post hoc utilizando Tukey
(SigmaStat 3,5).
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Resultados

Madres Experimentales

Parametros Obtenidos Antes de la Gestacion

Peso Corporal

Los valores promedios muestran que la ganancia de peso corporal de las hembras
alimentadas con dieta alta en grasas (Obesidad Materna) OM fue mayor y
muestran diferencias significativas con respecto a las alimentadas con dieta
Control C a partir del dia 50 hasta los 119d; el grupo intervenido (Intervencién
Previa a la Gestacion) IPG muestra dichas diferencias con respecto al grupo C a
partir de los 70d hasta los 106d, disminuyendo posteriormente la ganancia de
peso, mostrandose el efecto de la intervencion nutricional llevada acabo a partir
del 90d de este grupo, por lo que a partir de los 106d hasta los 119d muestra

diferencias significativas con respecto al grupo OM. Figura 1.
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Peso Corporal Materno Antes de la Gestacion
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Figura 1. Peso Corporal Materno antes de la Gestacion. Los datos se expresan como la Media + EE, los
simbolos denotan diferencias significativas (P<0.05), “*” para OM vs C, “x” para IPG vs C y “+" para OM vs
IPG. Donde Control n=13 (C), Obesidad Materna n=22 (OM), Intervencion Previa a la Gestacion n=9 (IPG). La
flecha indica el dia de la intervencion nutricional en la IPG a las 90 d.

Ingesta de alimento

La ingesta promedio de alimento de las hembras de los 90-104 d (después de la
intervencion en el grupo de Intervencion Previa a la Gestacion IPG) evidencia que
el grupo de Obesidad Materna OM consumié una menor cantidad de alimento de
manera individual (10.3+0.1g ratad™?) que los grupos que consumian dieta
Control C en ese periodo: IPG (12.5+0.3 g rata™ d!) y C (13.7+0.2 g rata™ d), de
tal forma que los valores entre cada uno de los grupos fueron estadisticamente

diferentes. Figura 2.
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Figura 2. Ingesta diaria de las hembras antes de la gestacién (promedio 90d-104d). Ingesta de la
cantidad de alimento. Donde Control n=13 (C), Obesidad Materna n=22 (OM), Intervenciéon Previa a la
Gestacion n=9 (IPG). Los datos estan expresados como la Media + EE, grupos que no comparten
la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Pardametros Maternos Durante la Gestacion y Lactancia

Ingesta de Alimento

La cantidad promedio ingerida de alimento por rata a lo largo de la gestacion y la
lactancia en general es menor en el grupo Obesidad Materna OM respecto a los
demas grupos estudiados, en particular del grupo Control C aunque soélo hay
diferencias significativas en algunos dias; asimismo la ingesta del grupo OM fue
significativamente diferente del grupo de Intervencion Previa a la Gestacion IPG

principalmente al final de la gestacién y a lo largo de la lactancia. Figura 3.
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Ingesta durante gestacion y lactancia.
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Figura 3. Ingesta de alimento de las madres durante la gestacién y lactancia. Los datos se
muestran como la Media + EE. Donde Control n= 8 (C), Obesidad Materna n=5 (OM), Intervencion
Previa a la Gestacion n= 8 (IPG), Intervencion en la Gestacion n= 4 (IG). Los simbolos denotan
diferencias significativas (p<0.05) en el dia indicado: * (OM vs C) + (OM vs IPG).

Peso Corporal

El inicio de la gestacion determinado por frotis vaginal ocurrié en un rango de 120
+ 2 d de edad de las ratas experimentales de todos los grupos. El registro diario
del peso corporal durante la gestacion y la lactancia mostré que el promedio mas
alto obtenido durante estos periodos correspondio al grupo de Obesidad Materna
OM, para el cual se observaron diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo Control C desde el primer dia de gestacion hasta el final de la
lactancia; asimismo, se observaron diferencias respecto al grupo de Intervencion
Previa a la Gestacion IPG, principalmente en la gestacion y respecto al grupo
Intervencion en la Gestacién IG durante la gestacion y la lactancia. Sin embargo,

los grupos IPG e IG no mostraron diferencias significativas entre ellos ni respecto
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al C, aunque llama la atencion que el peso corporal materno en IG durante la

lactancia es menor que el control. Figura 4.

Peso Corporal durante gestacion y lactancia.
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Figura 4. Peso Corporal de las Madres Durante la Gestacion y Lactancia Los datos se muestran
como la Media * EE. Los simbolos denotan diferencias significativas en el dia indicado: * (OM vs C),
+ (OM vs IPG) y ° (OM vs IG). ). Donde n= 10 Control C, n= 5 Obesidad Materna OM, n= 8
Intervencion Previa a la Gestacion IPG y n= 4 Intervencidén en la Gestacion I1G.

Corticosterona Materna

Con respecto a las concentraciones de corticosterona en suero al dia 19 de
gestacion, se observé un incremento en el grupo de Obesidad Materna OM contra
el grupo control C mostrando diferencias estadisticamente significativas, y los
grupos con intervencion nutricional IPG e IG mostraron concentraciones

intermedias en comparacién con C y OM. Figura 5.
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Figura 5. Concentraciones de corticosterona materna en suero a los 19 dias de Gestacion. Donde
n= 6 Control C, n= 6 Obesidad Materna OM, n= 6 Intervencion Previa a la Gestacion IPG y n= 6
Intervencion en la Gestacion IG. Los datos se expresan como la Media + EE. Los datos que no
comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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Crias Experimentales

Parametros Obtenidos en las crias al destete (21 dias de Lactancia)

Peso Corporal y Talla al Nacimiento

Los datos registrados, muestran que no existen diferencias significativas entre

grupos en cuanto al peso y talla corporal. Tabla 1.

Grupo C oM IPG IG
Machos al nacimiento
n(ll /camada) 4+0.6 5+0.8 3+0.5 5+1.5
Peso (g) 6.7+0.19 6.410.18 6.7 £0.23 6.5+0.39
Talla(cm) 5.2+0.06 5.310.06 5.2+0.06 5.1+0.11

Tabla 1. Peso y Talla al nacimiento de las crias machos. Camadas n= 13 Control C, n= 7 Obesidad
Materna OM, n= 10 Intervencion Previa a la Gestacion IPG, n= 4 Intervencion en la Gestacion IG.
Los datos se expresan como Media + EE.

Peso Corporal Durante la Lactancia

De acuerdo a los registros obtenidos del peso corporal de las crias durante el
periodo de lactancia, el grupo de Obesidad Materna OM presenta los valores mas
bajos durante los primeros 5 dias respecto a los demas grupos control C,
Intervencion Previa a la Gestacion IPG y el de Intervencion en la Gestacion IG, sin
mostrar diferencias estadisticamente significativas respecto a ellos. Alrededor del
dia 11 se observa un incremento en el peso corporal de las crias del grupo OM
comparado con los grupos restantes, detectando diferencias significativas en este
grupo respecto a IPG y al IG respecto al C. El grupo IG, fue inferior respecto al C
presentando diferencias significativas a partir del dia 11 hasta al 13 de lactancia
Figura 6.
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Figura 6. Peso Corporal de las Crias Durante Lactancia de las crias Machos. Los datos se
muestran como la Media + EE. . Donde n=49 Control C, n= 26 Obesidad Materna OM, n= 35
Intervencion Previa a la Gestacion IPG y n= 10 Intervencion en la Gestacion 1G. Los simbolos
denotan diferencias estadisticamente significativas: x (IG vs C) 3 (OM vs C, IPG e IG), p<0.05.
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Pardametros Obtenidos Después del Destete (21 Dias de Edad)

Peso Corporal de los 21 a 72 dias de edad

El peso corporal promedio después del destete de las crias indica que en los

machos a lo largo de su crecimiento no se presentan diferencias significativas

entre grupos experimentales. Figura 7.
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Figura 7. Peso Corporal de las crias Machos después del destete (21-72 d). . Donde n= 30 Control
C, n= 21 Obesidad Materna OM, n= 33 Intervencion Previa a la Gestacién IPG y n= 14 Intervencion
en la Gestacion IG. Los datos se muestran como la Media + EE. p<0.05.
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Parametros a los 70 dias de Edad

Ingesta y Peso Corporal

Los registros del peso corporal e ingesta de las crias fueron tomados a partir de
los 70 d durante 4 dias consecutivos, se puede observar que el promedio de
consumo diario de alimento en los machos no es estadisticamente diferente entre
grupos: C (n=8 cajas), OM (n=6 cajas) IPG (n=6 cajas) e IG (n=4 cajas). Ni en el
peso corporal promedio a estos, durante este periodo, aunque es posible observar
que el menor peso en las mediciones corresponde al C (n=22) respecto a los
grupos OM (n=22), IPG (n=25) e IG (n=14). Figura 9.
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Figura 8. Ingesta y Peso Corporal de las Crias de los 71 a los 75 d. A. Ingesta, donde C (n=8
cajas), OM (n=6 cajas) IPG (n=6 cajas) e IG (n=4 cajas). B. Peso Corporal, donde C (n=22)
respecto a los grupos OM (n=22), IPG (n=25) e IG (n=14). Los datos se muestran como Media *
EE.
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Pardametros a partir de los 75 dias de Edad. Pruebas Conductuales

Laberinto Elevado en Cruz (LEC)

En ninguno de los cuatro pardmetros de evaluacion (nimero de entradas, tiempo
promedio, distancia promedio recorrida en los brazos abiertos y distancia total
recorrida) se observo una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
experimentales Control C, Obesidad Materna OM, Intervencion Previa a la
gestacion IPG e Intervencion en la Gestacion IG; aunque el nUmero de entradas a
los brazos abiertos fue mayor en las crias de los grupos experimentales OM, IPG
e IG de con respecto al grupo control C, siendo mas visibles en los grupos OM e
IG. Figura 9.
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Figura 9. Criterio de valoracion de la prueba del Laberinto Elevado en Cruz (LEC) en las Crias
Machos. A. Niumero de entradas en los brazos abiertos. B. Tiempo (segundos) de permanencia en
los brazos abiertos. C. Distancia (m) recorrida en los brazos abiertos. D. Distancia (m) total
recorrida en los brazos abiertos. Donde n=6 en los grupos experimentales Control C, Obesidad
Materna OM, Intervencion Previa a la Gestacion IPG e Intervencion en la Gestacion. Los datos se
muestran como Media * EE.
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Prueba de Campo Abierto

Los criterios de valoracion de la conducta en la prueba de Campo Abierto
revelaron diferencias en las crias experimentales. El grupo de Obesidad Materna
OM e Intervencion en la Gestacién IG ha aumentado las entradas en la zona
fronteriza en comparacion con las crias Control C. La descendencia IG ha
incrementado las entradas de la zona centro frente a C y el aumento de la
distancia recorrida en la zona fronteriza, la distancia en la zona fronteriza y el

tiempo en la zona centro. Tabla 2. y Figura 10.

Grupo Distancia # Entradas Tiempo en Distancia

Total en la Zona la Zona en la
(cm) Fronteriza  Fronteriza  Zona
(segundos) Fronteriza
(cm)
C 44.3+4.8 12.3t1.7a 569.1+9.78 39.1+4.2

OM 56.6£10.8 22.3+2.9b  539+6.0a 48.7+£10.2

IPG 50.5£5.0 16.3x2.4ab 547+9.3ab 43.8%¥4.1

IG 485+45 25+6.2b 461+17.4b  36.5+3.2

Tabla 2. Criterios de valoracion para la prueba de Campo Abierto. Donde n=8 en los grupos
experimentales Control C, Obesidad Materna OM, Intervencion Previa a la Gestacion IPG e
Intervencion en la Gestacion. Los datos se muestran como Media + EE. Los datos que no
comparten letra son estadisticamente diferentes p<0.05.
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Entradas en zona centro Tiempo en zona centro
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Figura 10. Criterios de valoracion para la prueba de Campo Abierto. Donde n=8 en los grupos
experimentales Control C, Obesidad Materna OM, Intervencion Previa a la Gestacion IPG e
Intervencion en la Gestacion. Los datos se muestran como Media + EE. Los datos que no
comparten letra son estadisticamente diferentes p<0.05.
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Condicionamiento Operante y prueba de Razén Progresiva

La exposicion inicial a la camara operante revela diferencias en el numero de
sesiones requeridas para aprender a relacionar la presién de la palanca con la
obtencion de una recompensa por primera vez, donde los grupos de Obesidad
Materna OM, Intervencion Previa a la Gestacion IPG e Intervencién en la
Gestacion 1G requieren mas sesiones para responder en comparacion al grupo
Control C, sin embargo, el grupo IG mostré necesitar un menor numero de
sesiones respecto a los grupos OM e IPG, pero mayores que el grupo C. Para la
prueba de Razon Fija FR-1 las diferencias entre grupos fueron determinadas por
el nimero de sesiones requeridas para que las crias alcanzaran los criterios
establecidos para esta prueba, de presionar la palanca una vez para recibir un
recompensa, donde se da la adquisicién del aprendizaje, los grupos OM, IPG e IG
necesitaron mas numeros de sesiones para lograr alcanzar el desempefio
adecuado, las crias del grupo OM fue el que necesitd mas numero de sesiones,
los grupos IPG e IG muestran valores menores que el grupo OM pero mayores al
grupo C. En el programa de Razén Fija 5 FR-5, donde se da el reforzamiento y
almacenamiento del aprendizaje, muestra a las crias OM, IPG e IG que necesita
mas numero de sesiones en comparacion con las crias del grupo C para alcanzar
los criterios establecidos de la prueba, de presionar la palanca 5 veces para recibir
una recompensa. En las pruebas de Razon Progresiva se evallan los efectos de
la motivacién, los resultados muestran mayor respuesta en la descendencia OM,
obteniendo un mayor niumero de recompensas en comparacion con los grupos C,
IPG e IG. Figura 11.

55



A b b 10 -
b
4 C 8
c
w g c
©
c 3 S 6 -
o a 2 a
P 7]
o, | Q 4
N w
I+ H*H
1 2 1
0 0
C oM PG IG C oM IPG IG
C D.
4 - 30 |
b b b b
m25- a a
t.‘,in— g a
o c 20
c ®
pe) Q
0 2 £15
@ a (=]
e & 10
4:!:1_ x
H* 5
0- 0
C oM PG IG C OM IPG G

Figura 11. Condicionamiento Operante y Prueba de Razén Progresiva. A. Nimero de sesiones que
requieren las crias para el reforzamiento libre donde presionan por primera vez la palanca para
obtener una recompensa. B. FR-1. C. FR-5. D. Numero de recompensas recibidas durate las
sesiones de razon progresiva. Donde n=6 en los grupos experimentales Control C, Obesidad
Materna OM, Intervencion Previa a la Gestacion IPG e Intervencion en la Gestacion. Los datos se
muestran como Media £+ EE. Los datos que no comparten letra son estadisticamente diferentes
p<0.05.
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Consumo Libre de Sacarosa

Posterior a las pruebas conductuales se les dio libre acceso a las crias de solucion
Sacarosa al 7%, no mostrando diferencias estadisticamente significativas entre

grupos. Tabla 3.

C OoM IPG IG

Machos (ml) | 18.4+0.3 | 17.3+£0.3 | 185+0.3 | 18.0+0.3

Tabla 3. Consumo promedio de sacarosa al 7% de Machos durante tres sesiones de 30 minutos.
Donde n=6 en los grupos experimentales Control C, Obesidad Materna OM, Intervenciéon Previa a
la Gestacion IPG e Intervencion en la Gestacion. Los datos se muestran como Media + EE. p<0.05.

Mediciones de Corticosterona

Los niveles de corticosterona sérica se midieron en las crias a los 110d. mostro
que el grupo OM tiene valores promedios menores en comparaciéon con la
descendencia IPG vy el IG, pero no contra las crias del grupo C que muestra

valores intermedios. Figura 12.
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Figura 12. Concentracién sérica de corticosterona en crias machos. Donde n=6 en los grupos
experimentales Control C, Obesidad Materna OM, Intervencion Previa a la Gestacion IPG e
Intervencion en la Gestacion. Los datos se muestran como Media + EE. Los datos que no
comparten letra son estadisticamente diferentes p<0.05.
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Discusion

La obesidad es el resultado del desequilibro entre la ingesta y el gasto energético,
por lo que alimentos ricos en energia provocaran un fenotipo de obesidad; de esta
forma la dieta alta en grasa administrada ad libitum provocé que las madres
experimentales del grupo de obesidad materna OM ganaran mayor peso, en
comparacién con el grupo Control C. La intervencién nutricional previa a la
gestacion IPG y durante la gestacion IG redujo significativamente el peso corporal
materno, esto indica que un cambio en los héabitos alimenticios reduciendo la
cantidad de grasa ingerida previene el sobrepeso durante etapas criticas como lo

son gestacion y lactancia.

La obesidad experimental inducida por dieta, usualmente es asociada con la
sobrealimentacién. Sin embargo, se observé que en las ratas madres alimentadas
con dieta alta en grasa OM su consumo de alimento fue menor en comparacién
con las ratas del grupo control C y del grupo con intervencion, antes y durante
gestacion (IPG e IG), asi como en lactancia. La dieta alta en grasa contiene como
Gnica fuente de azucares simples la glucosa, es sabido que la rata tiene una
preferencia innata por el sabor dulce®® y puede asociar el sabor con los efectos
metabdlicos y gastrointestinales de la comida, es decir, que el fendmeno
observado se le puede atribuir a la falta de predileccion ya que este tipo de dieta
contiene menor cantidad de azucares. Sin embargo, la prueba de consumo libre
de sacarosa, nos indicé que no tienen una predileccién real por el carbohidrato,
por lo que podemos decir que la rata consume el alimento que necesita y la
ganancia de peso no es por la cantidad de alimento ingerido sino por el tipo de

dieta que se consume.
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Al nacimiento, las crias de los diferentes grupos experimentales no mostraron
diferencias en el peso corporal ni en talla. Sin embargo, a partir de los 11 dias de
edad y hasta el fin de la lactancia las crias de madres obesas OM mostraron
mayor ganancia de peso. Es posible que este efecto se deba a que la leche de las
madres obesas presenta un contenido de lipidos mayor y menor cantidad de
agua®®. Asimismo, se ha reportado en ratones que la exposicién a una dieta alta
en grasa desde edades tempranas (de 3 a 4 semanas) incrementa la atraccion por
dietas densamente caldricas en la edad adulta implicando la modificacion de

algunos mecanismos neurolégicos centrales’.

Los efectos observados después del destete en el peso corporal no se pueden
considerar como consecuencias directas de la lactancia y el contenido lipidico de
la leche materna, sino que mas bien son atribuibles a la programacion del
desarrollo. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales, tanto la ingesta como el peso corporal por lo que podemos decir
que la obesidad no depende solo de la alimentacion de la madre durante etapas
criticas como son gestacion y lactancia si no también del tipo de dieta que se
ingiere, cabe recordar que después del destete todas las crias de los diferentes

grupos fueron alimentadas con dieta control.

Las concentraciones de corticosterona son aceptadas como parametros de estrés,
en el caso de las madres las ratas del grupo de obesidad materna OM muestra los
valores promedios mayores y los grupos de intervencion nutricional previo IPG y
durante la gestacion IG valores intermedios, lo que indica que la intervencion
reduce el estrés producido por el consumo de dieta alta en grasa sin llegar a la

recuperacion.
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En el caso de las crias, las provenientes de madres obesas muestran valores
menores de corticosterona en comparaciéon con el grupo control. Estudios
experimentales indican que la exposicion a glucocorticoides durante la vida fetal
reduce en el hipotalamo la expresion del receptor de glucocorticoides, que a su
vez regulan por inhibicion la actividad del eje hipotalamo — hipdfisis - adrenal
(HPA). El estrés se define como una respuesta de una sefial de alarma, es un
mecanismo de defensa, pero si el estimulo perdura el organismo entra en una
etapa de resistencia, es necesario un nivel adecuado de la hormona corticosterona
para producir dicha respuesta, en las crias de madres alimentadas con una dieta
alta en grasa los valores son inferiores al control, que bien podria traducirse en

una inadecuada respuesta de la hormona, % 3 3°,

Es sabido que para evaluar la ansiedad de un animal se requieren de varias
pruebas conductuales, como lo son Laberinto Elevado en Cruz LEC y la prueba de
Campo Abierto CA, cuya finalidad de cada una de estas pruebas es determinar los
niveles de ansiedad mediante la reduccion en los manejos exploratorios de los
brazos abiertos del LEC y las areas centrales de CA. En el presente estudio se
realizd la prueba del Laberinto Elevado en Cruz sin encontrase diferencias
significativas, sin embargo, la prueba de Campo Abierto nos indica que no hay
cambios en la ansiedad en las crias de ratas con Obesidad Materna OM y en el

caso del grupo de Intervencion en la Gestacion IG se muestra mas exploratorio.

Mediante la “caja de Skinner” se realizaron las pruebas de aprendizaje, mediante
el Condicionamiento Operante donde la rata recibe una recompensa como
respuesta a un accion en particular, primero se le dio acceso libre para que el
animal relacione la palanca con la recompensa observandose que la crias de
madres OM e IPG necesitan mayor numero de sesiones para que esto ocurra, de
igual manera, donde el programa FR-1 y FR-5 requieren una o cinco veces

respectivamente que se presione la palanca las crias OM y con intervencion
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necesitan un mayor numero de sesiones, por lo que la obesidad materna trae
consigo problemas sobre el aprendizaje de las crias, en algunos casos los grupos
intervenidos muestran reduccién en el nimero de sesiones que requieren para
alcanzar los criterios establecidos para la prueba correspondiente en comparacion
con el grupo de obesidad materna, sin embargo, no es suficiente para poder decir
que la intervencién nutricional previene los efectos sobre los problemas de

aprendizaje.

Estudios previos reportan que el factor neurotrofico derivado del cerebro del
hipocampo disminuye junto con la neurogénesis del hipocampo con deterioro en el
aprendizaje espacial en crias de ratones expuestos a una dieta alta en grasas

71, 72

durante gestacion y lactancia Hay abundantes pruebas de que las altas

concentraciones de glucocorticoides en el utero perjudican el desarrollo del

73, 74
)

cerebro y el comportamiento posterior en humanos y modelos animales que

podrian explicar los déficits cognitivos demostrados en este estudio.

Las crias machos no se ven afectadas motivacionalmente, la descendencia OM es
mayor en comparacion con los demas grupos experimentales ya que el nimero
de recompensas recibidas no es alterado por la intervencion dietética aunque si

por la dieta alta en grasas

Se ha sefalado que las crias de madres alimentadas con una dieta alta en grasas
durante la gestacion y la lactancia desarrollan hiperfagia y una preferencia por los
alimentos grasos, azucarados y salados, en el presente estudio las crias machos
no muestran efecto alguno sobre el consumo de sacarosa, por o que no puede
atribuirsele a una preferencia de la solucién sobre las pruebas de aprendizaje y la

motivacion.
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Conclusiones

La dieta alta en grasa produce que las ratas madres aumenten de peso y
adquieran algunos de los fenotipos de la obesidad, elevandose las
concentraciones de corticosterona lo que podria afectar el aprendizaje de las crias
machos, sin embargo, la intervencion materna antes y durante la gestacion es
capaz prevenir el aumento acelerado de peso corporal, lo que indica que un
cambio en la alimentacién en estas etapas criticas es benéfica, también previene
al menos parcialmente los problemas de aprendizaje y motivacion en las crias
disminuyendo estos efectos desfavorables de la obesidad materna. El presente
estudio muestra la importancia de optimizar la dieta materna para evitar las

complicaciones que conlleva una dieta alta en grasas.
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We studied the effects of maternal high fat diet (HFD, 25% calories from fat administered before and
during pregnancy and lactation) and dietary intervention {switching dams from HFD to control diet) at
different periconceptional periods on male offspring anxiety related behavior, exploration, learning, and
motivation. From weaning at postnatal day (PND) 21, female subjects produced to be the mothers in
the study received either control diet (CTR - 5% calories from fat), HFD through pregnancy and lactation
(MO, HFD during PNDs 21-90 followed by CTR diet (pre-gestation (PG} intervention) or HFD from PND

Pigmrg:ﬁemal programming 21 o 120 folipwed by CTR diet [gesta!:ion and lactatii_:n (G) intgwentionj and bred at PND 120. At 19
Cognition days of gestation maternal serum corticosterone was increased in MO and the PG and G dams showed
Stress response partial recovery with intermediate levels. In offspring, no effects were found in the elevated plus maze
Consummatory behavior test. In the open field test, MO and G offspring showed increase zone entries, displaying less thigmotaxis;
Corticosterone PG offspring showed partizal recuperation of this behavior. During initial operant conditioning MO, PG

and G offspring displaved decreased approach behavior with subsequent learning impairment during
the acquisition of FR-1 and FR-5 operant conditioning for sucrose reinforcement. Motivation during the
progressive ratio test increased in MO offspring; PG and G intervention recuperated this behavior. We
conclude that dietary intervention can reverse negative effects of maternal HFD and offspring outcomes
are potentially due to elevated maternal corticosterone.

@ 2012 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction 2010; Tozuka et al., 2010; Vucetic et al., 2010; Walker et al., 2008;
Wright et al., 2011). Since controlled, experimental dietary manip-

Maternal obesity negatively influences maternal, fetal and off- ulation combined with the required intensive behavioral testing

spring life-time phenotype including unwanted effects on offspring
brain development, behavior, affect and cognition [for review see
(Sullivan et al., 2011; Tsoi et al., 2010)]. One prospective clini-
cal study of maternal obesity outcomes reported high inattention
scores and a two-fold increase in risk of difficulties with emotional
regulation in 5-year-old children (Rodriguez. 2010). In animal mod-
els, maternal obesity causes brain developmental abnormalities in
offspring hypothalamic and hippocampal areas, and in the seroto-
nergic, dopaminergic and opioid systems which result in increased
anxiety, impairment in spatial learning and memory and desensiti-
zation of the reward system (Bilbo and Tsang, 2010; Bouret, 2010b;
Maef et al., 2008, 2011; Naef and Woodside, 2007; Sullivan et al.,

* Corresponding author. Tel.; +52 55 5487 0900x2417; fax: +52 55 5655 9850,
E-motl address: zamgon@unam.my (E. Zambrano),

0736-5748/536.00 © 2012 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 101016/ pdevnen2011.12.012

of offspring is not possible in humans, it is necessary to use ani-
mal models to examine the effects of specific models of maternal
over nutrition with and without dietary intervention on offspring
development and behavior.

Human epidemiological (Dabelea, 2007; Solomons, 2009;
Wadhwa et al., 2009) and animal studies (Bautista et al., 2008;
Bouret, 2010a; Han et al, 2004; Nijland et al., 2008; Muyt and
Alexander, 2009; Symonds et al., 2009; Taylor and Poston, 2007;
Warner and Ozanne, 2010) demonstrate that the periconceptional,
fetal and early post-natal nutritional environments modify the
development of offspring physiclogical systems including cardio-
vascular, metabolic and endocrine function. These observations
have led to the concept of a nutritional basis for the develop-
mental origins of adult disease (Armitage et al., 2004; Warner and
Ozanne, 2010). Developmental programming of offspring resulting
in metabolic disorders or obesity can occur following either mater-
nal under-nutrition (da Silva et al., 2011; Desai et al., 2007; Hyatt
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et al., 2011; Sebert et al., 2010; Zambrano et al., 2006} or over-
nutrition (Bayol et al, 2010; Wright et al., 2011; Zambrano et al.,
2010). We have recently reported developmental programming
effects of pre and/or postnatal protein restriction in rat offspring
showing reduced motivation, impaired learning and decreased
thigmotaxis at adult age (Reyes-Castro et al., 201 1a,b; Torreset al.,
2010). However, there a few data on the developmental program-
ming effects of maternal obesity and accompanying excess nutrient
intake which are becoming major concerns since more than 60%
of childbearing age women in developed countries are overweight
(King, 2006).

We recently reported on the potential of dietary intervention
to modify offspring metabolic outcomes resulting from maternal
obesity and HFD prior to pregnancy (Zambrano et al., 2010). In the
present study we wished to determine if dietary intervention, Le.
returning the dam from a HFD to a normal diet, at different peri-
conceptional periods would influence offspring behavioral effects.
We hypothesized that in male offspring (1) maternal HFD would
negatively impact aspects of anxiety related behavior, exploration,
learning and motivation behaviors and (2) dietary intervention
would ameliorate some of these negative outcomes in a manner
dependent on the timing of the dietary recuperation. Four groups
of weanling female rats were administered either control diet {CTR
— 5% calories from fat), a high fat diet (HFD - 25% calories from
fat) from postnatal day (PND} 21 through pregnancy and lacta-
tion (MO group), the HFD during PND's 21-90 followed by CTR diet
during pregnancy and lactation (pre-gestation (PG) dietary inter-
vention group) and the HFD from PND 21 to 120 followed by CTR
diet during pregnancy and lactation (gestation (G) dietary inter-
vention group ). Male offspring behavior was assessed to determine
HFD effects on anxiety, exploration, learning, and motivation and
offspring improvement by maternal dietary intervention.

2. Methods
2.1. Animal care and use

2.1.1, Subjects used fo produce the dams for the pregnancies studied

Female albino Wistar rats were bomn and maintained in the colony of the Insti-
tuto Nacional de Ciencias Médicas v Nutriciom Salvador Zubiran (INNSZ ), Mexico
City, Mexico: an Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Ani-
mal Care (AAALAC) International accredited facility. All procedures were approved
by the Animal Experimentation Ethics Committee of the INNSZ, Mexico City, Mexico.
Subjects were housed in a light-controlled environment (lights on from 07:00 to
19:00 h at 22-23 =C) and fed normal laboratory chow (Zeigler Rodent RO 22-5 USA)
containing 22.0% protein, 5.0% fat, 31.0% pelysaccharide, 31.0% simple sugars, 4.0%
fiber, 6.0% minerals and 1,0% vitamins (w/w}, energy 40 kcalg-! {02 kealg-! from
fat), Between 14 and 16 weeks of age (average weight 220+ 20g). females were
bred with a non-litter mate proven male breeder. Dams delivered naturally at term
and on postnatal day 2 litters were culled to 10 pups maintaining as near a 1:1 ratio
of males and females.

2.2, Experimental dams

At weaning (PND21), the prospective maothers were randomly assigned to either
a control (CTR: n =12} diet that received laboratory chow or a maternal obesity diet
(MO; m=-36) - a high fat diet containing 23.5% protein, 20.0% animal lard, 5.0% fat,
20.2% polysaccharide, 20:2% simple sugars, 5.0% fiber, 5.0% mineral mix, 1.0% vita-
min mix (w/w), energy 49kealg-' (1.23kcalg~" from animal lard and fat), Only
one female from any one litter was assigned to a group. At PND 90, 1 month before
breeding, 12 MO females were assigned at random to the dietary intervention {DINT)
pre-gestation group and placed back on CTR diet for the rest of the study, Le. before
and during pregnancy and lactation. At PND 120 all groups were bred and the day
Spermatozoa were present in 2 vaginal smear designated as day of conception. At this
time 12 MO females were assigned at random to the DINT group during gestation
(G) and switched to CTR diet for the rest of the study, Le. pregnancy and lactation.
The other 3 groups were fed their pre-pregnancy diet throughout pregnancy and
lactation {see Table 1 for groups). At 19 days of gestation & dams from each of the
4 groups were euthanized to collect serum for corticosterone measurements, All
remaining dams (6 per group) delivered spontaneously. The day of delivery was
considered as PND 0, Food and water were available ad ibiarm. Pregnant and lactat-
ing rats were weighed every day through pregnancy and until pups were removed at
weaning.

23, Maintenance of ofspring

Litter size and pup weight were recorded at birth. Ano-gemital distance,
anterior-posterior abdominal distance and head diameter were measured with
calipers. Our published data indicate that ano-genital distance is 1.67 =0.13mm
(=201 pups from 42 Litters: mean +5EM) in female pups and 226+ 022mm
(=252 pups from 43 litters) in males at birth (Zambrano et al, 20052), Since a
value of 2.5 mm is more than 2 SDs from the mean of either group, sex was judged
according to whether the ano-genital distance was =2.5 mm for males. To ensure
homogeneity of offspring evaluated, all litters studied were adjusted to 10 pups per
dam. The sex ratio was maintained as close to 1:1 as possible, Pups continued to be
weighed every week,

24 Hevoted plus maze (EPM Yopen field

Two weeks prior to all behavioral testing, a reverse light cycle was implemented
(lights off at 7 a.m_ and on at 7 pm.) with testing occurring during the dark phase.
Subjects were assessed 7 days a week at the same time of the dark cycle for each
subject between 8 am. and 4 p.m. At PND 75 six male unrelated naive subjects per
treatment group were tested, The specifications of data coliection, the EPM and the
open field apparatus have been described in detail (Reyes-Castro et al,, 2011a),

25, Operant conditioning

On PND B0 six unrefated male offspring from different litters per diet group
were tested in operant chambers (E10-107TC, Coulbourn-Instruments, PA, USA) as
previously described (Reyes-Castro etal, 201 1b). Two weeks prior to onset of oper-
ant training offspring were placed on water deprivation for 23 hjday with Th of free
access. This continued throughout training and testing with the 1 h of free access
immediately following behavioral sessions. For each trial the lever was extended
until pressed, after which the subject was allowed 1205 to approach the reward
magazine and respond with a nose poke. The registration of the nose poke into the
reward magazine by the photocell receptors started the feeding for 105, Each trial
was followed by an inter-trial interval of 5 s during which the lever was retracted,
FR-1 conditioning was complete when subjects eamed 20 reinforcements during a
15-min session. After all subjects reached this criterion, they were introduced toa
FR-5 schedule with the identical performance criteria as for the FR-1 schedule albeit
with 5 responses required per trial.

2.6. Progressiveratio testing

Following operant conditioning, each subject commenced progressive ratio test-
ing for 10 days. In the progressive ratio schedule, an additional lever press is required
for all subsequent reinforcements for the first eight reinforcements | progressive
ratio = 1), For instance, one press for the first reinforcement and four presses for the
fourth reinforcement. Following every eighth reinforcement, the response incre-
ment doubles and hence the number of lever presses required to obtain successive
sucrose reinforcements was as followed: progressive ratio+1=1, 2, ..., 8; pro-
gressive ratin+2=10, 12, ..., 24: progressive ratio +4 =28, 32, __ ., 567 progressive
ratio= 8- G64,72, ..., 120; progressive ratio + 18- 136, 152, . .. etc. Progressive ratio
sessions were 30 minin length,

2.7. Free surose consumption

To assess sucrose consumption behavior, subjects were given direct access to
bottled sucrose solution (7%} for 30min in the familiar colony room | day after
the last progressive ratio session, For this evaluation subjects were single caged and
sucrose consumption was calculated by subtraction of the bottle weight at the end of
the session from the initial weight. This procedure was performed on 3 consecutive
days.

2.8 Corticosterong megsuremenis

In dams at 19 days of gestation and in the male offspring on PND 110, subjects
were sacrificed by decapitation and blood samiples taken from the neck to determine
corticosterone serum levels, Blood samples were centrifuged at 4°C for 15 min at
3500 rpm to remove red blood cells and serum stored at —20+=C until all samples
were analyzed. Corticosterone serum levels were determinate by radicimmunoas-
say using a commercial rat kit, DPC Coat-a-count {TKRC1 ) from Diagnostic Products
[Los Angeles, CA, USA). Intra- and inter-assay variability was <6 and <7% The kit was
used in accordance with manufacturer's instructions and samples were measured
in duplicate.

28 Stotstical anolyses

All data are presented as Mean +5EM, alpha level was set at 0,05, Behavioral
endpoints and corticosterone levels were analyzed by ANOVA with between-subject
factor of early life manipulation (maternal diet during the different periods). Post
hoc analyses were performed by Tukey test using Sigma Stat 15,
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Table 1
Experimental groups.

Groups Maternal diet Offspring diet
PND 21-00 PNDB0-120 Pregnancy Lactation
Control (CTR) Contral Control Control Contral Contral
Maternal obesity (MO} High fat High fat High fat High fat Control
Pre-gestational dietary intervention {PG) High fat Control Control Control Control
Cestational dietary intervention (G) High fat High fat Control Control Control
= 3.2. Elevated plus maze
E 12004 3
=]
& 1000 ab On PND 75 male offspring were administered the EPM to mea-
2 ab sure anxiety related behaviors. Offspring displayed no differences
g 800 a inthe number of entries, time spent or distance traveled in the open
= arms, or total distance traveled (Fig. 2A-D).
8 600
& 3.3. Open field
L 4004
E Analyses of behavioral endpoints in the open field test revealed
% 2004 differences in experimental offspring. The MO and G offspring had
= increased border zone entries compared to CTR offspring (Table 2,

CTR MO PG G

Fig. 1. Maternal serum corticosterone levels at 19 days gestation, Mean £ SEM, n-G
dams, Data not sharing a letter are statistically different, p<0.05.

3. Results
3.1. Maternal corticosterone
Maternal corticosterone was higher at 19 days gestation in MO

than CTR dams (Fig. 1, p<0.05) with intermediate levels in the PG
and G which did not reach significance.

# Entries
o

g4
5
4
3 4
7

Distance (m)

CTR MO PG G

p<0.05). The G offspring had increased center zone entries versus
CTR and increased center zone distance traveled compared to CTR
and PG offspring (Table 2, p<0.05). No differences were found for
total distance, border zone time, border zone distance, and center
zone time (Table 2).

3.4. Operant conditioning and progressive ratio

In offspring initial exposure to the operant chamber revealed
differences in the number of sessions before approach and response
to the reinforcement contingent lever. The MO, PG and G offspring
required more sessions to respond versus the CTR offspring (Fig. 34,
p<0.05). For fixed ratio 1 schedule of reinforcement (FR-1), group
differences were determined for the number of sessions before

250
200

150

Time (sec)

100

30

o

25
20
15
10

Total distance (m)

CTR MO PG G

Fig. 2. Elevated plus maze endpoints, {A) Open arm entries, (B} open arm time (s), (C) open arm distance traveled (m), {D) total distance traveled (m ). Mean + 5EM, n=6 from

different litter. Data not shaning a letter are statistically different, p<0.05.
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Table 2
Open field.
Croup Total distance Border zone entries Border zone time Border zone distance Center zone entries Center zone Lime Center zone distance
CTR 443 + 48 123+ 17 510 + 457 301 +42 1Me+=188 B1+ 457 52+ 0902
MO 5646 + 108 23+200 530 + GO 487 + 102 213+ 20" 61 +59 7.0+ pgb
PG 505+ 50 163 + 2.4: 547 £ 83 438 + 41 158 = 25+ 53+93 66+ 129
G 48545 562 461 = 174 I65+32 253 + 260 130+ 174 12,0 + 168
A B C
5 b b 10 4
b b b
Cc
olg 4 8 c 3
k=l c
[ 6
g‘g a a 2
2 4 a
| 2 !
CTR MO PG G CTR MO PG G CTR MO PG <3

Fig. 3. (A) Number of sessions required for offspring to press the operant lever for initial positive reinforcement. (B) Number of sessions required for offspring to attain FR-1
performance criterion. (C) Mumber of sessions required for offspring to attain FR-5 performance criterion. Mean £ 5EM, n-6 pups. Data not sharing a letter are statistically

different, p<0.05,

30
25 a a
20

15

# Rewards

10

CTR MO PG G

Fig. 4. Number of rewards received during progressive ratio sessions. Mean +5EM,
n=6 pups. Data not sharing a letter are statistically different, p<0.05.

offspring attained criterion. The MO, PG and G offspring all required
more sessions to attain performance criterion with the MO group
requiring the most sessions (Fig. 3B, p< 0.05). Fixed ratio 5 schedule
of reinforcement (FR-5) shows MO, PG and G offspring all required
more session to reach performance criterion versus CTR offspring
(Fig. 3C, p<0.05). Effects on motivation as assessed by progressive
ratio tasks show increased responding in MO offspring compared
to CTR, PG and G groups (Fig. 4, p<0.05).

3.5. Free sucrose consumption

No overall treatment effect was determined for free access to 7%
sucrose during three 30 min sessions (Table 3).

3.6. Offspring corticosterone

Corticosterone male serum levels were measured on PND 110.
The MO offspring show decreased corticosterone levels compared

Table 3
7% sucrose consumption during 30 min {average of 3 days).
CTR MO PG G ANOVA
(ml) 18403 17303 185=03 180+£03 P-0.051

to the PG and G offspring but not versus CTR offspring (Fig. 5,
p<0.05).

4. Discussion

Developmental exposure to environmental challenges in off-
spring can influence various aspects of behavior. In a model of
maternal obesity in the rat (Zambrano et al., 2010), we sought to
determine the behavioral effects in male offspring born to dams
administered a HFD from PND 21 through pregnancy and lacta-
tion {maternal obesity, MO group), HFD from PND 21 to 90 and
switched to control diet 1 month before mating and during preg-
nancy and lactation (pre-gestation dietary intervention, PG group)
and from PND 21 to 120 but not during pregnancy and lactation
(gestational dietary intervention, G group). The different windows
of HFD regimens administrated produced physiological differences
in the mothers (Zambrano et al., 2010), of particular importance,
maternal corticosterone serum levels at 19 days of gestation were
increased in the MO group but to a lesser degree in the PG or G
groups. Increased maternal corticosterone has been demonstrated
in many situations that result in developmental programming of
offspring by altered maternal nutrition and may constitute a com-
mon feature that explains some of the similarities inoutcomes from

500
400 b
ab

300
200 a

100

Offspring corticosterone (ng/ml)

CTR MO PG G

Fig.5. Offspring corticosterone serum levels, Mean + SEM, n = G from different litter.
Data not sharing a letter are statistically different, p<0.05.
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different challenges (Cottrell and Seckl, 2009; Langley-Evans, 2009;
Zambrano et al., 2005b; Guzman et al., 2008).

4.1. Anxiety related behavior and exploratory effects

Consistent with our findings here, anxiolytic effects in offspring
following early postnatal overfeeding in male and female offspring
(Spencer and Tilbrook, 2009) and following maternal HFD during
lactation in male offspring have previously been reported (Wright
et al., 2011}, Those studies demonstrated that raising rats in small
litters{Spencer and Tilbrook, 2009) or dams fed a cafeteriadiet dur-
ing pre-gestation, gestation and/or lactation (Wright et al., 2011)
induces obesity in offspring and reduces anxiety in the EFM and
the open field. Additionally, chronic consumption of a HFD during
pregnancy causes perturbations in the serotonergic system, such as
increased expression of tryptophan hydroxylase 2 and serotonin 1
A receptor in the rostral raphe nucleus, and increases anxiety-like
behavior in rhesus monkey offspring (Sullivan et al., 2010).

In this study the anxiolytic effects were not apparent in the
experimental offspring during EPM but were observed during the
open field test. These inconsistent behavioral responses in the
EPM and open field tests are not surprising since studies indicate
that behavioral tests that rely on unconditioned responses assess
different aspects of affect and that emotional reactivity is multidi-
mensional (Ramos, 2008; Ramos et al., 2008; Trullas and Skolnick,
1993; Vendruscolo et al., 2003). A current review contends thar
the EPM, open field apparatus and the light/dark box tests should
be administered concomitantly to more adequately assess affect
since time and/or sequence of test administration can influence
outcomes (Ramos, 2008). One potential effect of testing sequen-
tially across days is that effects are reduced as testing progresses
(Ramos, 2008). However, here we report negative resuits in the
first task administered (EPM) and positive results in the subse-
quent task (open field) which makes the preceding argument less
likely. Alternatively, inconsistent results obtained across tests may
be due to construct differences between tests or to uncontrolled,
intra-individual fluctuations in behavior (Ramos, 2008 ).

4.2, Learning effects

During FR-1 and FR-5 operant conditioning MO, PG and G off-
spring displayed impaired learning. So in experimental offspring,
maternal dietary intervention did not prevent these particular cog-
nitive deficiencies. In support of our findings in the MO group,
previous studies report hippocampal brain derived neurotropic
factor is decreased along with hippocampal neurogenesis and
impairment in spatial learning in mice offspring exposed to a HFD
during pregnancy and lactation (Tozuka et al., 2009, 2010). 1t should
be noted that maternal dietary intervention at either period, 1
month before pregnancy or at the beginning of pregnancy, did not
prevent learning impairment suggesting that maternal diet long-
term prior to conception is critical for male development.

We have previously measured elevated corticosterone, estra-
diol, testosterone (Zambramo et al, 2005b) and progesterone
(Guzman et al., 2006), concentrations near term {19 days ges-
tation) in prenatal protein restricted rat dams with subsequent
cognitive impairment in offspring (Reyes-Castro et al., 2011b,
20112). In the present study maternal corticosterone levels were
increased in MO dams and marginally, though not significantly,
increased in the PG and G dams. Maternal steroids can cross the
placenta, and such exposure to transplacentally acquired andro-
gens and glucocorticoids in fetal life can result in developmental
perturbations which could have a role in the current behavioral
findings since human studies report impairment of spatial learn-
ing ability in males exposed to excess levels of androgens in utero
(Meyer-Bahlburg, 2011; Puts et al., 2008). There is also abundant

evidence of excess levels of glucocorticoids in utero impairing
brain development and later behavior in humans and animal mod-
els (Antonow-Schlorke et al., 2001, 2003; French et al, 2004;
Johnson et al.,, 1981; Karemaker et al., 2006, 2008; Matthews, 2001;
Rodriguez et al., 2011; Seckl, 2008; Szuran et al., 2000; Uno et al,,
1990, 1994; Weinstock, 2008) which could explain the cognitive
deficits demonstrated in this study.

4.3. Motivation effects

During motivation assessment, MO offspring display increased
motivation. In this context, dietary intervention normalized moti-
vation in male PG and G offspring. The increased motivation
displayed by the MO offspring is consistent with models showing
increased appetitive and/or consummatory drive following mater-
nal or early life over nutrition (Chang et al., 2008; Desai et al., 2007;
Sebert et al., 2009). Similar to the MO offspring outcomes in this
study, rats born to dams fed a junk food diet during gestation and
lactation develop hyperphagia and a preference for fatty, sugary
and salty foods over protein-rich foods compared to offspring fed
a balanced chow diet prior to weaning or during lactation alone
(Bayol et al., 2008). In the present study, effects of maternal HFD
on offspring sucrose consumption behavior were measured there
was no overall effect of perinatal diet, so the influence of consum-
matory behavior on progressive ratio (motivation) behavior is not
applicable.

5. Conclusions

Maternal HFD administration produces an altered behavioral
phenotype in male offspring. Dietary intervention recuperated or
ameliorated certain indices in dams and offspring. In dams, corti-
costerone levels were reduced in the PG and G groups to between
CTR and MO levels. However effects on offspring learning could
still have been affected by the increased levels of maternal prena-
tal corticosterone as all experimental offspring displayed learning
impairment. Prenatal exposure to increased levels of glucocorti-
coids changes hypothalamic pituitary adrenal axis function as well
as associated receptors expression levels [for review see (Kapoor
etal,, 2008)]. Normal levels of motivation were restored by PGand G
intervention. Additionally during exploratory behaviors, PG inter-
vention prevented the increased exploration behavior displayed by
the MO and G offspring in the open field. These findings show the
importance of optimizing maternal diet and avoiding the compli-
cation of obesity. It also holds out the hope that recuperation of the
diet prior to pregnancy can have beneficial long-term effects.
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