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Resumen

RESUMEN

Hoy en dia la obesidad es la mayor amenaza para la salud publica en el mundo
desarrollado. La dieta de cafeteria (CAF) es un modelo dietario experimental para roedores que
refleja con precision la variedad de alimentos de alta palatabilidad y densos en energia que
prevalecen en la sociedad occidental. La ingesta de alimentos es regulada principalmente
mediante dos sistemas: homeostitico y no homeostdtico o hedénico. El primero se relaciona
principalmente con el control hipotalimico de la ingesta, que regula el balance de energia
mediante el aumento de la motivacion para comer tras el agotamiento de las reservas. El control
hedodnico se produce principalmente a través del circuito de recompensa cerebral, y puede anular
la via homeostética durante los periodos de abundancia relativa de energia aumentando el deseo
de consumir alimentos que son muy apetecibles. Ademas, los esteroides también pueden afectar la
ingesta de alimentos. Ha sido reportado que varias enzimas neurosteroidogénicas se expresan en
el hipotdlamo, aunque la relacidon entre sus niveles y el estado metabdlico o dietario de los
animales resulta desconocida. Asi, el objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar como una dieta
CAF administrada a corto, mediano y largo plazo afecta a los mecanismos cerebrales
homeostaticos y heddnicos que regulan la ingesta de alimentos, al igual que su influencia sobre la
neurosteroidogénesis hipotaldmica. Ademds, analizamos si estos cambios podrian ser
transmisibles transgeneracionalmente por mecanismos no gendmicos de naturaleza epigenética.
Para esto ratas Wistar hembra fueron alimentadas con alimento balanceado o dieta CAF desde el
destete y durante 4 (corto plazo), 11 (medio plazo) o 20 (largo plazo) semanas. Los animales
fueron sometidos a tests de saciedad sensorial especifica, de locomocién y de interaccién social.
Luego de 14 semanas, hembras de cada grupo dietario fueron apareadas con machos de fertilidad
comprobada, y mantenidas en sus respectivas dietas durante el embarazo y la lactancia, hasta el
dia embrionario 21 (E21) o el dia postnatal 10 (DPN10) cuando las crias hembra fueron
sacrificadas. Luego de cumplida la intervencion dietaria los animales fueron eutanizados y los
cerebros fueron extraidos. Los niveles de ARNm de los neuropéptidos hipotaldmicos relacionados
con la ingesta y los genes claves de la via de recompensa se analizaron mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR) en nucleos cerebrales discretos, aislados mediante la técnica de
micropuncién. Ademads, la expresion de enzimas neurosteroidogénicas y receptores hormonales
fue evaluada mediante inmunohistoquimica y qPCR en ntdcleos hipotaldmicos discretos. La
técnica de digestién con enzimas de restriccion sensibles a la metilacién seguida de qPCR fue
utilizada para estudios epigenéticos. Las hormonas séricas fueron dosadas mediante

radioinmunoensayo.

A corto plazo, la dieta CAF increment6 el consumo de energia y la adiposidad sin afectar
el peso corporal. El aumento en la ingesta energéticaa corto plazo en los animales CAF se
relaciond con cambios en los mecanismos de recompensa cerebral: se encontrd un incremento en

la expresion del transportador activo de dopamina (DAT) y una disminucién en ambas isoformas
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de la enzima glutamato descarboxilasa en el drea tegmental ventral (ATV), mientras que en el
nicleo Accumbens (NAc) se observé una disminucién en la expresion del receptor de dopamina
(DRD) 2 en la corteza (NAcSh) y un aumento de los niveles de DRDI1 en el nicleo (NAcC). Los
cambios en el ARNm de DAT se relacionaron con una disminucion en el estado de metilacion de
su regién promotora. Estos cambios podrian estar vinculados a alteraciones en la saciedad
sensorial especifica, el juego social, el comportamiento exploratorio y los niveles de ansiedad. A
mediano plazo, los animales alimentados con CAF mantuvieron la ingesta energética alta e
incrementaron ain mads la adiposidad, lo que llevé a un estado de hiperleptinemia y sobrepeso.
Estose relaciond con una sefial orexigena proveniente del Hipotdlamo Lateral (HL), y de los
nucleos paraventricular (PVN) y ventromediano (VMN) del hipotdlamo, dada principalmente por
el incremento en la expresién de los neuropéptidos orexigenos Orexinas (OX), proteina
relacionada al Agouti (AgRP) y Neuropéptido Y (NPY). Esta accidn fue contrarrestada por un
aumento en los niveles de proopiomelanocortina (POMC) en el nicleo arcuato (ARC) del
hipotdlamo. Ademads, la dieta CAF alter6 la expresion de enzimas neurosteroidogénicas en el
hipotdlamo: en PVN los niveles de Sa-reductasa 1 disminuyeron y aumentaron los de la citocromo
p450Aromatasa (ARO), mientras que en VMN las enzimas 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3p-HSD) y ARO aumentaron su expresion. Todos estos resultados se asociaron con cambios en
los niveles de metilacién delas regiones promotoras de los genes, indicando que mecanismos
epigenéticos podrian estar involucrados. A largo plazo, los cambios observados a nivel
metabdlico y en las vias homeostdtica y neuroesteroidogénica en los animales CAF se
incrementaron, llevando a un estado de obesidad. A esto se suma una alteracion en los niveles de
AgRP: este neuropéptido duplicé su expresiéon en PVN mientras que disminuyé sus niveles en
ARC. Ademds, se encontrd un aumento en la expresion de la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(30-HSD) en VMN. Por otro lado, el estudio de la progeniedemostré que la dieta materna CAF
disminuy6 significativamente el peso corporal de las crias y afecté al sistema homeostético, ya
que la expresiéon de POMC se redujo en E21, cambio que se mantuvo en PND10. La via
dopaminérgica de la progenie también se vio afectada en DPNI10: la dieta materna CAF
disminuy6 la transcripcion de la enzima tiroxina hidroxilasa (TH), DRD2 y DAT en ATV.
Ademds, los cambios en la expresiéon de TH y DRD?2 se relacionaron con el estado de metilacién
de sus regiones promotoras. En NAc, la dieta materna CAF redujo la expresiéon de DRD1 y DRD2

en DPN10, aunque no se detectaron alternancias en sus patrones de metilacion.

Nuestros resultados muestran que una ingesta de una dieta de alta palatabilidaddesde
etapas tempranas de la vida altera de manera diferencial los sistemas cerebrales involucrados en el
control de la ingesta, segtin la duracion de la intervencién dietaria. Una ingesta a corto plazo de
CAF altera al sistema de recompensa cerebral, al menos en parte mediante cambios epigenéticos,
reflejando un estado de hiposensibilidad a la recompensa que podria promover el consumo

excesivo de alimentos de alta palatabilidad para compensarlo. La desregulacién de las vias
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homeostética y neuroesteroidogénicaobservada en los animales CAF juega un papel importante en
el control de la ingesta a mediano plazo, llevando a un estado de sobrepeso. Estos cambios se
exacerban a largo plazo, al manifestarse un estado de obesidad. Los cambios observados a nivel
epigenéticoen los animales alimentados con CAF a mediano y largo plazo nos sugieren que una
ingesta prolongada de esta dieta podria afectar diferencialmente el patrén de metilacion del ADN
de las regiones promotoras de los genes en nicleos hipotaldmicos discretos. Ademads, algunos de
los cambios observados serian transmisibles transgeneracionalmente. Finalmente, resulta esencial
identificar los cambios en la expresion génica al comienzo del desarrollo de la obesidad, para

poder predecir la trayectoria de esta patologia y asi elegir una terapia eficaz.



Abstract

ABSTRACT

Obesity plays a worldwide threat for population health. Cafeteria diet (CAF) is an
experimental rodent diet model that accurately reflects the variety of highly palatable and energy
dense foods prevalent in Western society. Food intake is regulated by two complementary drives:
the homeostatic, which controls energy balance, and reward-based (RW) pathways, activated
during periods of relative energy abundance. Besides, steroids may also affect food intake. It was
reported that several neurosteroidogenic enzymes are expressed in the hypothalamus, although the
relationship between their expression and the metabolic or dietary status of the animals remains
unknown. The aim of the thesis was to evaluate how a CAF diet administered for a short, medium
and long term affects the homeostatic and hedonic brain mechanisms that regulate food intake, as
well as its influence on hypothalamic neurosteroidogenesis. Besides, we want to analyze whether
these changes could be transmissible transgenerationally. Female rats were fed chow or CAF from
weaning and for 4 (short-term), 11 (medium-term) or 20 (long-term) weeks. The animals were
subjected to sensory specific satiety, locomotion, and social interaction tests. After 14 weeks, a
group of females were mated with males and maintained on their respective diets throughout
pregnancy and lactation. Female offspring were sacrificed on embryonic day 21 (E21) or
postnatal day 10 (PND10). Animals were euthanized and brains were removed. The mRNA levels
of feeding related neuropeptides and key genes of the reward pathway were analysed by qPCR in
discrete brain nuclei isolated by micropunching technique. Besides, the expression of
neurosteroidogenic enzymes and hormone receptors was evaluated by immunohistochemistry and
gPCR in discrete hypothalamic nuclei. Thus, specific antibodies were produced. Digestion with
methylation-sensitive restriction enzymes followed by qPCR was used for epigenetic studies.

Serum hormones were assessed by radioimmunoassay.

In the short-term, CAF increased energy intake and adiposity without affecting body
weight. The increase in energy intake was related to RW mechanisms: CAF enhanced dopamine
active transporter (DAT) and decreased both isoforms of glutamate decarboxylase levels in
Ventral Tegmental Area (VTA), while decreased dopamine receptor (DRD) 2 expression in
Nucleus Accumbens (NAc) Shell and increased DRDI1 levels in NAc Core. The changes in DAT
mRNA were related to a decrease in the methylation status of its promoter region. Furthermore,
CAF animals demonstrate impaired sensory-specific satiety, social play, exploratory behavior and
anxiety levels. In the medium-term, CAF animals sustained the hyperenergetic intake and further
increased adiposity, leading to hyperleptinemia and higher body weight. These results were in line
with an orexigenic signal of Lateral Hipothalamus, paraventricular (PVN) and ventromedial
(VMN) nuclei, given principally by upregulation of the orexigenic neuropeptides: Orexin, agouti-
related protein (AgRP) and Neuropeptide Y, which was counteracted by increased
Proopiomelanocortin (POMC) levels in the Arcuate nucleus (ARC). CAF altered the transcription

of neurosteroidogenic enzymes: in PVN 5Sa-Reductase 1 levels decreased, and cytochrome
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p450Aromatase (ARO) increased, while in VMN 3B-hydroxysteroid dehydrogenase and ARO
expression increased. All these results were associated with differential gene promoter
methylation, indicating that epigenetic mechanisms were involved. In the long-term, CAF animals
enhanced the alterations of the homeostatic and neurosteroidogenic pathways observed in the
medium-term. Also changes in AgRP were found: this neuropeptide doubled its expression in
PVN while decrease its levels in ARC. Besides, an increased expression of 3a-hydroxysteroid
dehydrogenase in VMN was found. The study of the offspring showed that maternal CAF
significantly decreased the body weight of pups and affected the homeostatic system as the
expression of POMC was reduced in E21 and remained lower at PND10. The dopaminergic
pathway was also affected in PND10: maternal CAF decreased the transcription of tyroxine
hidroxylase (TH), DRD2, and DAT in VTA. The changes in TH and DRD2 expression were
related to the methylation status of their promoter regions. In NAc, maternal CAF diet reduced
DRD1 and DRD2 expression in the offspring at PND10; although no alternations in their

methylation patterns were detected.

Our results show that the intake of CAF from early-stages of life differentially alters the
brain systems involved in food intake control depending on dietary intervention. A short-term
intake of CAF deregulates the RW, at least in part via epigenetic changes, possibly reflecting a
state of RW hyposensitivity, which might promote the excessive intake of palatable foods to
compensate this status. The deregulation of the homeostatic and neurosteroidogenic pathways
play an important role at a medium-term feeding with CAF, leading to an overweight status, and
is exacerbated in the long-term, when obesity is already manifested. The epigenetic changes
observed in the animals fed with CAF in the medium and long-term suggest that an extended
intake of this diet could differentially affect the DNA methylation pattern of the promoter regions
in discrete hypothalamic nuclei. Furthermore, these changes are transmissible transgenerationally.
Finally, it is essential to identify alterations in gene expression at the very beginning of obesity
development, in order to predict this pathology’s trajectory and be able to choose an effective

therapy.
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1 LA PANDEMIA DE OBESIDAD.

El sobrepeso y la obesidad son trastornos cronicos multifactoriales definidos por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
que supone un riesgo para la salud [1] y que se dan como resultado de las interacciones entre el
estilo de vida, diversos factores neuroendocrinos y de la predisposicién genética [2]. Implican un
incremento de las reservas energéticas del organismo en forma de grasa, que se acompafia por un
aumento en la masa corporal total, como consecuencia de un balance energético positivo
mantenido en el tiempo [3]. De esta manera, es probable que su causa mds importante sea el
exceso en la ingesta, el cual se encuentra estimulado por la gran disponibilidad de alimentos ricos
en grasas y azucares, junto con la inactividad fisica. Estos trastornos constituyen factores de
riesgo para numerosas enfermedades crénicas no transmisibles, entre las que se incluyen la
diabetes, las enfermedades cardiovasculares, la hipertension, hiperlipidemia, complicaciones
respiratorias e irregularidades reproductivas y una mayor incidencia de ciertas formas de cdncer
[4,5].

Alguna vez considerados problemas de paises desarrollados, tanto el sobrepeso como la
obesidad estdn en aumento en los paises en vias de desarrollo, especialmente en las dreas urbanas,
presentando una gran amenaza para la salud publica en el mundo y una preocupacién creciente
para los organismos de salud, dado que afectan a un gran porcentaje de la poblacién, sin
discriminar edad, sexo, o condicién social [3]. Segin la OMS es posible estimar que cada afio
fallecen alrededor de 3,4 millones de personas adultas en el mundo como consecuencia del exceso
de peso y la obesidad. En el afio 2016, el 39% de las personas adultas tenian sobrepeso, y el 13%
eran obesas (OMS, 2018). En Argentina la 3° Encuesta Nacional de Factores de Riesgo de
enfermedades no transmisibles realizada en 2013 revelé que aproximadamente 4 de cada 10

personas mayores de 18 afios tenian sobrepeso y 2 de cada 10 presentaron obesidad [6,7].

La obesidad en el embarazo trae consecuencias adversas muy marcadas [8-10]. Las
mujeres que tienen sobrepeso u obesidad en la concepcién tienen mayor probabilidad de
desarrollar complicaciones hipertensivas, diabéticas o preeclampsia, entre otras [11]. Sin
embargo, las evidencias relacionadas con las consecuencias de la obesidad materna sobre la salud
de la descendencia son menos claras. En este contexto, una serie de estudios epidemioldgicos y
experimentales a nivel mundial ha demostrado que la susceptibilidad de un individuo a la
obesidad puede tener sus origenes en una etapa temprana de la vida y puede verse influenciada
por la experiencia nutricional durante periodos criticos del desarrollo fetal y postnatal temprano
[12]. Existe una buena evidencia clinica y experimental de que las personas expuestas a un
suministro elevado de nutrientes en el utero como consecuencia de la sobrealimentacién, la

diabetes materna, o la obesidad materna tienen un mayor riesgo de padecer obesidad a lo largo de
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su vida [8]. Esto es particularmente relevante ya que ha sido reportado que hasta un 30% de los
embarazos en los paises desarrollados sufrieron complicaciones como consecuencia de la
obesidad materna [13]. El papel del desarrollo en estadios tempranos de vida sobre la salud
posterior se ha denominado “programacion fetal” y se define como el proceso por el cual un
estimulo durante un periodo critico de desarrollo da lugar a consecuencias fisioldgicas en el largo
plazo [14]. De acuerdo a este paradigma, la variacién de la nutricién materna en un periodo critico
podria alterar el consumo de energia en la descendencia a través de cambios en la expresion y
accion de moléculas implicadas en la regulacion del apetito [15,5,16]. Estudios en roedores
muestran que la descendencia de madres alimentadas con una dieta obesogénica presentan
alteraciones en la homeostasis del metabolismo de la glucosa y los lipidos, como asi también
mayor adiposidad [17,18]. De esta manera, la alimentacién con dietas hiperenergéticas y la
consecuente obesidad durante la prefiez pueden conducir a alteraciones permanentes en la funcién

fisioldgica postnatal de la progenie, promoviendo la adiposidad.

Por todo lo anteriormente expuesto el estudio de los mecanismos que regulan el balance

energético es esencial para el entendimiento, la prevencion y el tratamiento de la obesidad.

1.2 REGULACION DE LA INGESTA DE ALIMENTOS Y DEL BALANCE
ENERGETICO.

Todo organismo vivo precisa un aporte de nutrientes para el adecuado crecimiento,
desarrollo y mantenimiento de sus tejidos, que es obtenido gracias a la ingesta alimentaria. Esta
depende no sélo de distintas sefiales hormonales, neurales y metabdlicas, sino también de otros
factores - como la apariencia de la comida, el sabor, la disponibilidad y los aspectos
socioculturales y econémicos - que la rigen y regulan. El mantenimiento del peso corporal
requiere que la cantidad de energia ingerida se ajuste de forma precisa a la cantidad de energia
consumida. Aunque el complejo mecanismo que lo regula se ve influenciado por factores
medioambientales que hacen la cantidad de energia ingerida no se correlacione en muchas
ocasiones con el gasto energético diario, la mayoria de las personas ajustan la ingesta energética y
el gasto con gran precision [19]. Este fendmeno refleja la existencia de un proceso de regulacién
activo, denominado homeostasis de energia, que involucra sefiales tanto periféricas como
centrales y que promueve la estabilidad en la cantidad de energia corporal almacenada en forma
de grasa. Un hecho relevante en la regulaciéon del metabolismo y del balance energético es la
existencia de una interaccion multifactorial entre estimulos aferentes nutricionales, endocrinos y
metabdlicos, provenientes del sistema gastrointestinal, y eferentes, producidos por el Sistema
Nervioso Central (SNC) en respuesta a las sefiales periféricas, que establecen un equilibrio entre
el apetito y la saciedad y que contribuyen a ajustar el gasto energético [20]. El sistema
gastrointestinal y el SNC se comunican mediante multiples conexiones neuronales y enddcrinas,
tanto a nivel central como periférico, para regular no sélo las sefiales de hambre y saciedad, sino

también el tamafio de la comida y la cantidad de energia ingerida y acumulada [20].
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Por otro lado, es ampliamente reconocido que el consumo de comida “chatarra” tiene una
base bioldgica y es estimulado tanto por factores ambientales como por el estado emocional
interno del individuo. Se ha demostrado que dichos alimentos, pobres en nutrientes y de elevado
contenido energético y palatabilidad, tienen la capacidad de activar el sistema de recompensa
cerebral, asociado al placer, de una manera similar al alcohol y a las drogas de abuso, provocando
un incremento en la ingesta de los mismos [21]. De este modo, la regulacion del apetito y la
comprension de los efectos de recompensa que genera la ingesta de alimentos ricos en energia,
grasas y azucares, constituye un campo de intensa actividad cientifica. Todo esto permite que la
regulacién de la ingesta por el cerebro pueda ser vista en funcién de dos sistemas: homeostatico y
no homeostético o hedénico. El primero se relaciona principalmente con el control hipotaldmico
de la ingesta, regulando el balance de energia mediante el aumento de la motivacién para comer
tras el agotamiento de las reservas energéticas. El control hedénico de la ingesta se produce
principalmente a través del sistema de recompensa mesolimbico e involucra el consumo de
alimentos teniendo en cuenta su palatabilidad, pudiendo incluso anular la via homeostatica

durante los periodos de abundancia relativa de energia [22].
1.2.1 Regulacion periférica de la ingesta.

Dentro de los sistemas periféricos que informan de manera relevante al SNC sobre la
situacién nutricional y metabdlica del individuo se encuentran el tracto gastrointestinal y el tejido
adiposo [22]. Estos se comunican con el SNC tanto mediante sefiales nerviosas de distencién
gastrica como por medio de la secrecion de distintas hormonas y péptidos (llamadas “sefiales de
apetito y saciedad”) [23]. Por otro lado, en las sefiales provenientes del tejido adiposo participan
hormonas secretadas al sistema circulatorio en proporcién directa a la cantidad de grasa
almacenada, conocidas como “sefiales de adiposidad” [24]. Las hormonas y péptidos periféricos y
las sefiales sensoriales producidas por el sistema gastrointestinal y el tejido adiposo viajan por via
sanguinea o a través del nervio vago e impactan sobre el SNC, principalmente en el hipotidlamo,
donde afectan la produccién de distintas sefiales orexigenas y anorexigenas que modulan el
apetito y la composicion corporal. Entre las hormonas que regulan de forma periférica la ingesta

las principales son leptina, insulina y ghrelina.

Las hormonas insulina y leptina se han destacado como “sefiales de adiposidad” para el
control central y a largo plazo del peso corporal. Los cambios en los niveles plasmaticos de
leptina y/o de insulina reflejarian cambios en el estado energético y de la adiposidad del
individuo, frente a los cuales el SNC responde ajustando la ingesta para restablecer el tamafio de

los depdsitos grasos.

e Leptina: Es un polipéptido de 167 aminoacidos, producido casi exclusivamente por las
células del tejido adiposo blanco de manera proporcional al tamafio de los depdsitos de tejido

adiposo [23]. Cinco isoformas del receptor esta hormona con diferente longitud del extremo C-
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terminal han sido descriptas en roedores, siendo la isoforma larga del receptor de leptina (ObRb)
la mds importante, ya que no s6lo es la uUnica completamente capaz de activar la via de
sefializacion intracelular, sino que ha sido demostrado que ratones db/db deficientes en ObRb
presentan obesidad moérbida [25]. El ObRb estd ampliamente expresado en distintas regiones
cerebrales, encontrdndose principalmente en las poblaciones de neuronas hipotaldmicas que
expresan neuropéptidos reguladores del apetito. La leptina es capaz de atravesar la barrera
hematoencefélica y unirse a su receptor ObRb en el hipotdlamo, donde actiia sobre los circuitos
homeostéticos regulando la expresién y liberacion de neuropéptidos para disminuir la ingesta y
elevar el gasto energético [26]. Este mecanismo se ve alterado en los individuos obesos, lo que
resulta en un estado conocido como resistencia central a la leptina [25].

e Insulina: Es un polipéptido de 51 aminodcidos, sintetizado y secretado por las células beta
de los islotes de Langerhans del pancreas. La sintesis y secrecion de insulina depende de los
niveles de glucosa, aminodcidos y glucagdén en sangre, de los sistemas simpético y parasimpdtico
y estados de estrés [27]. Esta hormona participa en el aprovechamiento metabdlico de los
nutrientes, particularmente en el metabolismo de los glicidos. Regula la ingesta y el peso corporal
a nivel central, ya que luego de atravesar la barrera hematoencefélica se une a su receptor (RlIns),
estimulando a las neuronas productoras de neuropéptidos anorexigenos e inhibiendo a las

neuronas productoras de neuropéptidos orexigenos en el hipotdlamo [28].

La leptina y la insulina se regulan mutuamente. Asi, la leptina inhibe la produccién de
insulina por las células beta pancredticas, mientras que la insulina estimula la produccién de
leptina en el adipocito [29]. Ademds, cabe destacar que estas sefiales de adiposidad no sélo
regulan al sistema homeostitico de control de ingesta, sino que se ha observado que dichas
sefiales también influyen sobre la actividad de las neuronas dopaminérgicas y los procesos de
recompensa relacionados con la ingesta hedénica [30], como se describird mds adelante en esta

tesis.

¢ Ghrelina: Conocida popularmente como “la hormona del hambre”, puede ser descripta
mas apropiadamente como una sefial para la anticipacién a la ingesta de alimentos [31]. Es un
péptido gastrointestinal de 28 aminodcidos y un importante factor orexigeno. Es producida
fundamentalmente en el estomago y ejerce su efecto a nivel del SNC mediante la unién a su
receptor (GhSR) de tipo acoplado a proteina G, que se expresa ampliamente en distintas regiones
del cerebro, entre las que se encuentran el hipotdlamo [32]. Esta hormona tiene un papel
importante en la modulacién del tamafio y la frecuencia de las comidas, del peso corporal y de los

comportamientos de recompensa motivados por los alimentos [31].
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1.2.2 Regulacion central de la ingesta.

1.2.2.1 Sistema homeostdtico de control de la ingesta alimentaria.

Los mecanismos bésicos que regulan el balance energético residen en el SNC a distintos
niveles del encéfalo [33]. El hipotdlamo es una pequeiia parte del SNC localizada justo debajo del
tdlamo, a ambos lados del tercer ventriculo, en la parte inferior del encéfalo. Estd estructurado,
anatémica y funcionalmente, en niicleos neuronales bien definidos que se conectan entre si a
través de proyecciones axonales, estableciendo una compleja red. El hipotilamo desempefia un
papel central en la homeostasis de energia, ya que forma parte de un sistema en el cual se integra
la regulacién de la composicidn corporal con la ingesta y el gasto de energia. Asi, una serie de
vias neuronales interconectadas en el hipotdlamo reciben la informacién procedente de los
depésitos de energia corporal relacionados con el estado metabdlico del organismo y modulan la
liberacién de péptidos que regulan la ingesta alimentaria y el eje hipotdlamo-hipofisario [34]. En
este sentido, los nucleos arcuato (ARC), paraventricular (PVN), ventromediano (VMN),
dorsomediano (DMN) y el drea hipotaldimica lateral (HL) son las estructuras principales que
intervienen en estos circuitos, dado que contienen neuronas que estimulan o inhiben el apetito,
que se encuentran interconectadas entre si (Figura 1). La integracién de sefiales periféricas dentro
del cerebro implica la interaccién entre el hipotdlamo y las estructuras del cerebro posterior
incluyendo el nicleo del tracto solitario (NTS), encargado de recoger la informacién aferente

proveniente del nervio vago, que informa sobre el estado nutricional del individuo [20].

a)
=
\
Nervio
vago
b)

Figura 1. Localizacién y estructura anatomica del hipotdlamo y del nicleo del tracto solitario (NTS). (a)
Esquema de un corte sagital del encéfalo de rata en el que se muestra la localizacién del hipotdlamo y la
disposicion de los diferentes nuicleos: Arcuato (ARC), Ventromediano (VMN), Paraventricular (PVN),
Dosomediano (DMN) y Area Hipotaldmica Lateral (HL). (b) Esquema de un corte coronal del hipotdlamo
en el que se muestra la disposicion relativa de los nicleos y las conexiones neuronales que establecen entre
si (flechas rojas). Adaptado de Roh y col. (2016) [35].
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Los primeros estudios que demostraron el rol del hipotdlamo en el control de la ingesta y
la homeostasis de energia se realizaron mediante lesiones. De esta forma, lesiones en VMN
produjeron hiperfagia y obesidad, mientras que aquellas realizadas en el HL. resultaron en una
disminucién de la ingesta energética, al punto tal de provocar la muerte por inanicién. Estas
observaciones establecieron el concepto de “centro dual” de la ingesta, donde el HL. funcionaria
como centro del hambre y el VMN como centro de la saciedad [36]. Posteriormente, el
descubrimiento de una serie de neuropéptidos y hormonas relacionados con la alimentacién y la
evidencia de su presencia en neuronas hipotaldmicas indicaron que la ingesta de alimentos estd
controlada por circuitos neuronales altamente complejos. Por lo tanto, el concepto de centros
funcionales ha sido reemplazado por un concepto de circuitos neuronales que incluye grupos

neuronales orexigenos y anorexigenos interrelacionados [36].
e Niucleo arcuato.

El ARC es el principal nicleo hipotaldmico implicado en el control de la ingesta. Esto se
debe, probablemente, a que estd situado en la base ventral del hipotdlamo, rodeando al tercer
ventriculo (3V) y cerca de la barrera hematoenceféalica, ocupando un espacio privilegiado para
integrar sefiales enddcrinas y exdgenas. Por ello las poblaciones neuronales que residen en este
nucleo son altamente accesibles a las hormonas circulantes, como la leptina, insulina y ghrelina
[37,38]. El ARC presenta dos poblaciones de neuronas de primer orden que son reguladas
directamente por las sefales periféricas de adiposidad y de saciedad y que regulan mediante
estimulos sindpticos a las neuronas de segundo orden. Una de ellas produce los neuropéptidos
anorexigenos Proopiomelanocortina (POMC) y Transcripto Relacionado a las Anfetaminas y
Cocaina (CART), mientras que la otra poblacién de neuronas sintetiza los péptidos orexigenos
Neuropéptido Y (NPY) y Péptido relacionado al agouti (AgRP) [39]. Todos estos circuitos
neuropeptidicos se proyectan a otras dreas hipotaldmicas, especialmente a los nicleos PVN,
VMN, DMN y HL, donde impactan sobre neuronas de segundo orden que modulan la liberacién
de otros neuropéptidos involucrados en la regulacién del balance energético, controlando asi el
apetito y la ingesta [34] (Figura 2). En particular, POMC es una pro-hormona, que para actuar es
clivada dando lugar a melanocortinas, entre las que se destaca la hormona estimuladora de
melanocitos-o. (a-MSH), que inhibe la ingesta uniéndose con gran afinidad a receptores de
melanocortinas MC3 y MC4 [37]. Las neuronas productoras de POMC se proyectan sobre otras
areas hipotaldmicas tales como PVN, donde se libera a-MSH, provocando una respuesta
catabdlica neta, es decir, una menor ingesta de alimentos, un mayor gasto de energia y pérdida de
peso corporal [23]. Ademas, las neuronas POMC contienen receptores especificos para leptina,
insulina y ghrelina. Los receptores de leptina e insulina estimulan la transcripcién de los niveles
de ARNm de POMC potenciando su accidén anorexigena, mediante la activacién de canales
catiénicos o de potasio sensibles a ATP, respectivamente [40]. Los receptores de ghrelina, en
cambio, disminuyen la actividad de estas neuronas, por mecanismos que ain no se encuentran
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claros [40]. Por su parte, las neuronas POMC co-expresan CART, produciendo también un efecto
de inhibicién en la ingesta, sin embargo, ha sido reportado que CART regula la alimentacién pero
no modifica el gasto de energia, por lo que su accién parece ser exclusivamente inhibidora del
apetito [37]. Por otro lado, en ARC, las neuronas productoras de NPY co-expresan AgRP, siendo
poderosos factores orexigenos que estimulan la ingesta, que se proyectan principalmente hacia
PVN y HL, como asi también hacia VMN y DMN [41]. Han sido reportados 5 receptores
acoplados a proteina G para NPY (Y1-Y5), sin embargo, Y1 e Y5 son los mds importantes
involucrados en las sefiales de apetito, ya que se expresan en los sitios hipotaldmicos implicados
en la regulacion del balance energético, estimulando preferentemente la ingesta de carbohidratos
[42]. El efecto orexigeno de esta poblacién neuronal se da también mediante la inhibicién de
neuronas anorexigenas, dado que AgRP es un antagonista potente y selectivo de los receptores
MC3 y MC4 de melanocortinas, y actiia no sélo bloqueando el efecto de a-MSH, sino también
inhibiendo de forma robusta y directa a las neuronas POMC [40]. Las neuronas NPY/AgRP
poseen receptores para leptina e insulina y son potenciales blancos hipotaldmicos para estas
hormonas, que al impactar en ellas inhiben tanto la sintesis como la liberacién de estos
neuropéptidos [41]. Por el contrario, ha sido reportado que la ghrelina, al interactuar con su
receptor GhSR, activa a las neuronas NPY/AgRP [40], ya que regula positivamente tanto la
expresion de ARNm como la sintesis de estos neuropéptidos, ambos necesarios para mediar las

acciones estimuladoras del apetito de la ghrelina [43].
e Nicleo paraventricular.

El PVN, situado en la parte superior del tercer ventriculo en el hipotdlamo anterior, es un
centro integrador donde convergen gran cantidad de rutas neuronales involucradas en la
homeostasis energética [20]. Esta regién recibe una gran cantidad de proyecciones neuronales de
NPY/AgRP y POMC/CART provenientes del ARC, que conectan con neuronas de segundo
orden. Entre las neuronas de segundo orden se encuentran aquellas que expresan la hormona
liberadora de corticotrofina (CRH, por sus siglas en inglés) y la hormona liberadora de tirotrofina
(TRH), que poseen actividad anorexigena [36] (Figura 2). Las neuronas NPY/AgRP inhiben la
liberacion de CRH. Por otro lado, las neuronas del PVN son moduladas por sefiales periféricas, ya
que poseen receptores para leptina e insulina. La leptina incrementa la expresion y liberacién de

CRH vy, junto con la insulina, inhibe la liberacién de NPY en este niicleo.

e Nicleo Ventromediano.

El VMN es considerado un nicleo integrador de sefiales centrales y periféricas, con un
papel clave en la regulacién de la ingesta y de la homeostasis energética. Las neuronas de este
nicleo contienen un gran nimero de receptores de neuropéptidos y hormonas, tales como leptina,

insulina y ghrelina [44]. Las neuronas del VMN estdn reguladas por el estado nutricional y por las
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neuronas POMC del ARC, para disminuir la ingesta [44]. A su vez, las neuronas del VMN envian
proyecciones axonales a diferentes nticleos hipotalamicos tales como ARC, PVN, DMN e HL.

e Hipotalamo Lateral.

El HL ha recibido gran atencién respecto al control de la ingesta. Conocido como el
"centro del hambre" del cerebro, se ha caracterizado por ser un centro de integracion de sefiales de
diversos inputs neuronales que regulan el inicio de la adquisiciéon y consumo de alimentos. Esta
area posee dos grupos neuronales productores de neuropéptidos que estimulan la ingesta: las
orexinas (OX) A y B (también conocidas como hipocretinas 1 y 2, respectivamente), péptidos
muy conservados entre los mamiferos e implicados en multiples comportamientos que sélo se
producen en el hipotdlamo; y la hormona concentradora de melanina (MCH), antagonista de las
melanocortinas (Figura 2). Estas dreas proyectan ramificaciones hacia PVN, VMN y ARC [45].
Los niveles de ARNm de OX estdn regulados por las situaciones de ayuno e hipoglucemia, lo que
sugiere un papel fisioldgico, influenciado por los niveles de glucosa y la presencia de comida en
el tracto gastrointestinal. Las OX aumentan la ingesta de alimentos al retrasar el inicio normal de
la secuencia de saciedad [41]. Las OX se unen a dos receptores especificos, ampliamente
distribuidos en el SNC, que pertenecen al grupo de receptores acoplados a proteina G: HCRTRI,
asociado a la regulacién de la ingesta y la recompensa; y HCRTR2, vinculado a la regulacién de
la excitacion y la vigilia [45]. Ambos subtipos de receptores pueden unirse a OX-A y OX-B, pero
con diferente afinidad: HCRTR1 tiene una gran afinidad por OX-A, mientras que HCRTR?2 tiene
igual afinidad por ambas OX [46]. Estas neuronas reciben proyecciones de las neuronas
NPY/AgRP del ARC, aparentando ser los fargets finales de la estimulacién de la ingesta por estas
neuronas. Por otro lado, las neuronas POMC del ARC bloquean la accién de las neuronas MCH
por unién competitiva a los receptores de melanocortinas, disminuyendo la ingesta, accién
antagonizada por las proyecciones de AgRP [36]. El 50% de las neuronas productoras de OX
expresan receptores para leptina e insulina, por lo que estas hormonas también modulan su
actividad. Por ultimo, ha sido reportado que las neuronas productoras de OX y MCH estin
implicadas en computar las propiedades heddnicas de los alimentos, sirviendo como nodo de
convergencia entre los sistemas homeostatico y hedénico de control de ingesta [47]. Ademads, las
neuronas OX del HL se activan frente a alimentos de alta palatabilidad, debido a que poseen la
capacidad de responder a sefiales ambientales externas relacionadas con los aspectos cognitivos
de la alimentacidn, anticipindose a las mismas. De este modo, las OX también se encuentran

intimamente relacionadas con el sistema de recompensa cerebral [48].

Por tltimo, algunos trabajos hansugerido que los nicleos PVN y VMN también expresan
los neuropéptidos POMC/CART y AgRP/NPY, aunque en menor medida que en ARC [49-51],

por lo que su estudio para la comprension del control de la ingesta resulta sumamente interesante.
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Figura 2. Esquema del hipotdlamo que ilustra las vias neurales que estimulan el apetito y reducen el gasto
de energia (vias orexigenas, verde) o que suprimen el apetito y aumentan el gasto de energia (vias
anorexigenas, rojo). Las hormonas leptina, insulina y ghrelina acceden al cerebro desde la circulacién. La
leptina y la insulina estimulan las neuronas de primer orden que co-expresan proopiomelanocortina
(POMC) / transcripto relacionado a las anfetaminas y cocaina (CART) (de color rojo) e inhiben a las
neuronas que co-expresan neuropéptido Y (NPY) / péptido relacionado al aguti (AgRP) (de color verde)
dentro del nicleo arcuato (ARC). Se propone que estas neuronas transmitan estas sefiales a los nicleo
paraventricular (PVN), ventromediano (VMN) y dorsomediano (DMN) y al drea hipotalamica lateral (HL)
del hipotdlamo, donde activan neuronas de segundo orden. OX: Orexinas, MCH: Hormona concentradora
de melanina, CRH: Hormona liberadora de corticotrofina, TRH: Hormona liberadora de tirotrofina, 3V:
tercer ventriculo. Tomado y adaptado de Prior y col. (2011) [52].

1.2.2.2 Sistema de recompensa y su rol en el control de la ingesta.

Dentro del sistema de recompensa se han diferenciado complejas vias de sefalizacién que
involucran a diversas moléculas y regiones del cerebro. Un componente central de este sistema es
la via mesolimbica, la cual comienza en el Area Tegmental Ventral (ATV) del mesencéfalo, que
es un integrador de informacién periférica, hipotaldmica, limbica, mesencefdlica y cortical [53]
(Figura 3). EI ATV presenta al menos dos poblaciones neuronales entre las que se encuentran los
cuerpos celulares de las neuronas productoras de dopamina (DA) y las interneuronas productoras
de 4cido gamma-aminobutirico (GABA) [15]. Las neuronas dopaminérgicas del ATV se
proyectan hacia el Nicleo Accumbens (NAc), su principal blanco, donde la DA ejerce su accién
[54]. Dentro de este nicleo, existen dos subregiones denominadas corteza o shell (NAcSh) y
nicleo o core (NAcC). Se ha reportado ampliamente que NAcSh participa en la regulacion de la
ingesta, dado que es activado por contextos asociados con la disponibilidad de comida palatable,
sin embargo, la funcién del NAcC en la ingesta alin resulta poco clara [55]. Ademds, ambos
nucleos presentan algunas diferencias en la respuesta hacia la DA. Mientras que la sefializacién en
NAcSh depende del valor hedénico y de la novedad del estimulo, en NAcC dicha liberacién es

independiente de la valoracién positiva o negativa del mismo. De este modo, la activacion del
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NAcSh depende de las propiedades especificas del estimulo y lleva a una regulacién adaptativa
luego de una sola pre-exposiciéon al mismo sabor o alimento, sin afectar su valor hedénico
[56,57]. El estudio de la arquitectura neuronal del NAc ha revelado la existencia de al menos tres
poblaciones, como se muestra en la Figura 4b. Se han reportado dos poblaciones de neuronas
GABAérgicas, cada una de las cuales expresa Receptores de DA 1 o 2 (DRD1 y DRD2,
respectivamente), y una tercera poblacién de interneuronas colinérgicas que expresan ambos tipos
de receptores [58]. En conjunto, no sélo regulan la liberaciéon de DA en NAc, sino que también
participan en dos vias de regulacion del sistema mesolimbico. La via “‘directa’’, donde
principalmente participan las neuronas DRDI1, envia proyecciones al ATV influyendo sobre la

<

actividad tonica GABAérgica; y la via “‘indirecta’ que se proyecta hacia el HL y el Ventral
Pallidum (VP) donde participan las neuronas DRD2 [59,58]. Si bien esta clasificacion resulta un
tanto dicotémica, no excluye la participacion de ambos tipos neuronales en las dos vias de
regulacién [59,60]. De este modo, NAc no sélo recibe las proyecciones dopaminérgicas, sino que
participa de un feedback negativo regulando la liberaciéon de DA del ATV, circuito des-inhibitorio

que se ve alterado en algunas adicciones a drogas [61].

La DA es el principal neurotransmisor involucrado en la motivacién por la comida. Si
bien la DA no regula la sensacién placentera por la comida per se, resulta fundamental en
conductas que requieran esfuerzo para obtener la comida deseada, asi como para la deteccién de la
recompensa de un nuevo estimulo y la asociacion con sefiales predictivas [21,62]. Los alimentos
de alta palatabilidad inducen aumentos agudos de DA en el sistema mesolimbico de recompensa
[63]. La sefializacion a través de la DA ha demostrado ser discretamente enviada otras regiones
del cerebro - entre las que se encuentran la amigdala, la corteza prefrontal y el hipocampo - para
promover la plasticidad dentro de circuitos definidos vinculados al aprendizaje, la motivacién y la
accion [64], tal como se muestra en laFigura 3. La DA producida por las neuronas dopaminérgicas
a través de la accién de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) es luego liberada en las terminales
neuronales farget, donde se expresan los correspondientes receptores acoplados a proteina G. Si
bien se han reportado cinco receptores de DA diferentes, mediando la ingesta solo se ha
observado la expresion de DRD1 y DRD2 [65,66]. La terminacién de la sefializacion de DA se
produce a través de la recaptacion activa de la DA remanente por el Transportador Activo de DA
(DAT) [67]. A su vez, la sefializacion dopaminérgica se halla bajo el control de las interneuronas
GABAérgicas presentes en ATV (Figura 4a). Habitualmente estas neuronas se encuentran
inhibiendo la liberacién de DA, dado que el GABA es el principal neurotransmisor con accién
inhibitoria en el cerebro generado a través de la enzima glutamato decarboxilasa (GAD). Dicha
enzima presenta dos isoformas con diferente localizacién celular y tamafno: GAD1 (67 KDa)
ubicada principalmente en el citoplasma y GAD2 (65 KDa) localizada cerca de las terminales
neuronales [68]. Estudios recientes han demostrado que las neuronas GABAérgicas del ATV

serian las predictoras del valor de recompensa que se le asigna a cada estimulo, siendo las

20



Introduccion

dopaminérgicas las que envian la sefal de motivacion al resto del circuito [69]. El estudio de la
arquitectura neuronal del NAc ha revelado la existencia de al menos tres poblaciones que, en
conjunto, regulan la liberacion de DA en NAc (Figura 3b). Se han reportado dos poblaciones de
neuronas GABA¢érgicas, cada una de las cuales expresa DRD1 o DRD2, y una tercera poblacién
de interneuronas colinérgicas que expresan ambos tipos de receptores [58]. Por otra parte, la
sefalizacion de DA promueve la liberacion de opioides enddgenos, los cuales bloquean la
liberacion de GABA por las interneuronas presentes en ATV [15]. Los opioides, generados
principalmente por el hipotdlamo, NAc y VP, se unen directamente a sus receptores - entre los
cuales el mds importante es el Receptor Mu (ut), también conocido como MOR - para potenciar la
seflalizacion de recompensa en las diferentes regiones del sistema mesolimbico. La activacion de
los receptores MOR induce especificamente la ingesta de alimentos grasos [70]. Se ha visto que
tanto las acciones directas como indirectas de los opioides, junto con la activacién de las neuronas
dopaminérgicas, crean una sensacion placentera asociada con el consumo de alimentos de sabor
agradable, lo cual se considera responsable de impulsar la excesiva ingesta de alimentos de alta
palatabilidad, ricos en grasas y con alto contenido de aziicar en comparacién con los alimentos

que no son agradables al paladar [15].

— Glutamato

— Dopamina

—— GABA
mPFC et

Figura 3. Detalle de las principales vias del sistema de recompensa. Se destacan en verde las proyecciones
dopamiérgicas, en rojo las proyecciones glutamatérgicas, y en azul los inputs GABAérgicos hacia las
diferentes regiones: Area Tegmental Ventral (ATV), Nicleo Accumbens (NAc), Ventral Pallidum (VP),
Amigdala, Hipotdlamo Lateral (HL), Hipocampo (Hipp) y Corteza Media Prefrontal (mPFC). Tomado y
adaptado de Russo y Nestler (2013) [71].
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Figura 4. Esquema de las poblaciones neuronales del area tegmental ventral (ATV) y del Nucleo
Accumbens (NAc) y sus inputs principales. (a) Detalle de las neuronas dopaminérgicas y de las
interneuronas GABAérgicas del ATV. Se destacan las proyecciones glutamatérgicas excitatorias de
amigdala baso-lateral (BLA), drea hipotdlamica lateral (HL) y corteza media prefrontal (mPFC), asi como
los inputs orexinérgicos del HL sobre las neuronas dopaminérgicas. Se muestra también la proyeccién
inhibitoria de las neuronas GABAGérgicas sobre las dopaminérgicas, asi como los inputs GABAé&rgicos
provenientes del NAc y del Ventral Pallidum (VP). (b) Detalle de las neuronas DRD1 y DRD2 del NAc y
de las interneuronas colinérgicas (ChAT). Se destacan las proyecciones dopaminérgicas del ATV, y
glutamatérgicas de BLA, mPFC e hipocampo. Cédigo de colores: verde=dopamina; rojo=glutamato;
azul=GABA; amarillo=orexinas. Tomado y adaptado de Russo y Nestler (2013) [71].

Por otro lado, la amigdala, una estructura muy conservada entre las diferentes especies, es
otra regién que recibe entradas de las neuronas dopaminérgicas del ATV [72]. Es un nucleo clave
en el procesamiento de las emociones y el condicionamiento asociativo de respuestas relacionadas
con los alimentos, dado que recibe informacién sensorial a partir de la zona posterior del cerebro
y la corteza, ademds de las sefiales fisioldgicas internas relacionadas con el hambre y la saciedad
[55]. Si bien se han logrado diferenciar dos subregiones con caracteristicas especificas, su rol en
la regulacién del comportamiento hacia los alimentos atin permanece poco claro. La Amigdala
Baso-lateral (BLA), que consiste principalmente en neuronas glutamatérgicas, recibe informacién
sensorial de los estimulos externos y se proyecta hacia NAc donde modula el flujo de DA,
participando en conductas donde se ve modificado el valor de recompensa de un estimulo
(devaluacién hedénica). El nidcleo Central de la Amigdala (CeA), formado por neuronas

GABA¢érgicas, recibe entradas de BLA y participa en la codificacién de recompensas positivas,
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dado que envia proyecciones a las neuronas no-dopaminérgicas en las proximidades del ATV
[73,72,74]. Asi, a través de la interaccion con otras regiones como el HL o NAc, se ha observado
que las dos subregiones de la amigdala conectan la informacién sensorial externa e interna con los
sistemas de motivacion del cerebro para guiar los comportamientos motivados [74]. M4s aun, se
ha observado que tendria un papel importante en el consumo de los alimentos palatables mediado
por los opioides, dado que la inactivacién de BLA evita completamente el aumento de la ingesta
de grasas inducido por opioides [75] y la sefializacion opioide en CeA permite determinar qué

estimulo tiene mayor valor de motivacion [76].

Como ya se ha comentado, las neuronas orexinérgicas del HL actian como nexo entre los
sistemas homeostatico y hedénico. Estas envian principalmente proyecciones hacia el ATV,
favoreciendo su activacién y participando en las conductas motivadas que requieren grandes
esfuerzos [77]. Ademas, el HL a través de las OX, la MCH, o mediante la accidn inhibitoria del
GABA modula de manera directa la actividad del NAc [78]. Por su parte, NAc envia
proyecciones GABAérgicas hacia el HL, que permiten desinhibir a las neuronas productoras de
OX [79]. Se ha visto que lesiones en NAcSh aumentan la ingesta de alimentos, mientras que su
estimulacidn la disminuye, por lo cual la regulacidn de su respuesta resulta de gran interés en los
comportamientos motivados [55]. De este modo, mediante la sefializacién de OX y de los
opioides que se liberan en paralelo con la sefializacion GABAérgica de estos ntcleos, se podria
aumentar la percepcion hedénica de los alimentos y promover asi la ingesta [78]. Por otro lado, el
HL regula indirectamente la actividad del NAcSh a través de ciertas regiones que actian como
"relé", entre las cuales se destaca el VP. Se ha propuesto que NAcSh, junto con HL y VP integran
un circuito lateral de control, dado las interacciones existentes entre estos nucleos [80]. E1 VP
recibe una entrada de OX desde el HL que incrementa el gusto por los alimentos, y asi puede
ejercer una accién inhibitoria sobre NAcSh a través de proyecciones GABAérgicas [78], 1o que
incrementa el comportamiento motivado hacia el alimento. De este modo, VP y HL tienen una
funcién reguladora importante sobre la inactivacién del NAcSh para promover la ingesta en

condiciones de saciedad [80].

Todos estos sistemas descriptos, a su vez, estdn regulados por la leptina, insulina y
ghrelina, como se muestra en la Figura 5. En primer lugar, la expresion del receptor ObRb en las
neuronas del mescencéfalo sugiere un potencial rol de la leptina, al transmitir las sefiales
metabdlicas periféricas directamente a los circuitos cerebrales mesolimbicos que regulan la
motivacién de la ingesta [81]. Se ha observado también que la ingesta crénica de una dieta con
elevado contenido graso induce una resistencia celular a la leptina en ATV [82], asi como una
disminucién en la activacion de las neuronas dopaminérgicas en respuesta a la sacarosa [83]. De
este modo, la leptina podria modular el valor hedénico de los alimentos a través de la inactivacién
de las neuronas del ATV. Por su parte, la sefializacion de insulina en las neuronas dopaminérgicas
ha demostrado que disminuye la sensacién de recompensa asociada a la comida sin afectar la
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motivacion para ingerir alimentos [84]. Sin embargo atin se desconoce si dicha sefalizacién a
través de su receptor en ATV participa en la regulaciéon de la homeostasis de la glucosa [85]. Por
ultimo, se ha demostrado que la administracién central o periférica de ghrelina aumenta la
concentracién de DA en NAc [86]. El ATV también es sensible a la accion de la ghrelina, y se ha
visto que requiere de la sefializacién de los opioides en los comportamientos motivados [87]. Se
demostré que existe un alto grado de coexpresion de TH y GhSR en ATV en adultos [88,89]. Se
conoce que la ghrelina induce la liberacién de DA en ATV, estimulando la ingesta de alimentos
[55], por lo tanto, la coexistencia GhSR-TH sugiere una posible regulacién coordinada de los
niveles de DA. Asimismo interacciones con otros sistemas, como las orexinas, han sido
reportadas [90], sugiriendo entonces que podria actuar como un intermediario entre los estados
fisiol6gicos y los circuitos motivacionales para promover los comportamientos hacia el alimento
[91].

Ingesta heddnica)

Estriado

ventral
_Lo@agtes
AMY) (ATV)

Q> Insuina* Ghralina
T Hipotalamo T = T )
ejido adiposo Péncreas| Estémago,

Figura 5. Participacion de la sefializacion hormonal en la regulaciéon de la ingesta. Ghrelina, insulina y
leptina modulan la percepcién hedénica de la comida y la motivacion por la misma a través de su impacto
en los diferentes nicleos del sistema de recompensa. También actidan sobre el hipotdlamo, participando en
la regulacién homeostitica de la ingesta. Las neuronas dopaminergicas en el Area Tegmental Ventral
(ATV) se proyectan principalmente al Nicleo Accumbens (NAc) para resaltar el valor de recompensa de la
comida palatable. Las neuronas del area del drea hipotalamica lateral (HL) integran la informacién
vinculada a la regulaciéon hedénica proveniente del NAc y homeostitica del nicleo arcuato (ARC)
influyendo en la percepcién de la saciedad. AMY: amigdala. Tomado y adaptado de Morton y col.
(2014)[92].

e  Mecanismos hedonicos y conducta alimentaria.

La sefializacion del sistema de recompensa desempeia un papel crucial en los
comportamientos motivados, siendo la DA una sefial importante en el valor del incentivo
representado por los alimentos y, por lo tanto, actuando como un determinante en el patréon de
comportamientos observados en la saciedad sensorial especifica [73,93]. El término “saciedad
sensorial especifica” se refiere a un fenémeno hedoénico sensorial relacionado a la disminucion en
la satisfaccion generada por el consumo de cierto tipo de alimentos, y la consecuente renovacién

en el apetito que resulta de la exposicion a un nuevo sabor o alimento [94]. Numerosos estudios
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realizados en humanos y animales demostraron que la saciedad sensorial especifica es uno de los
mecanismos por los cuales una dieta que contiene una mayor variedad de alimentos aumenta la
ingesta, en comparacion con una dieta que no presenta variedad [93,95,96]. Esto se ha vinculado a
la prevalencia creciente de la obesidad, donde la amplia disponibilidad de los alimentos
hipercaldricos y ricos en grasas estimula constantemente el desarrollo de este tipo de conductas

[97].

Dadas las alteraciones reportadas en el sistema mesolimbico en distintos modelos de
obesidad, se han desarrollado diferentes tests conductuales para evaluar las posibles
modificaciones en el comportamiento hacia los alimentos. Si bien los mecanismos vinculados a la
saciedad precisan de una profunda investigacién, algunos autores han propuesto que las
proyecciones de la amigdala hacia NAc podrian transmitir informacién sobre estimulos gustativos
especificos y la pérdida de su valor de recompensa a causa de la saciedad [93]. La participacion de
esta regién en el procesamiento de las emociones, el aprendizaje y el desarrollo de
comportamientos motivados, asi como su interaccién con el HL, refuerzan esta idea. Por lo tanto,
la ingesta de una gran variedad de alimentos de alta palatabilidad podria afectar la saciedad
sensorial especifica como una manifestacién de la alteracién en el funcionamiento del sistema

dopaminérgico.

e Mecanismos hedonicos y conducta social.

De manera similar a los nifios, la mayoria de los mamiferos jovenes pasan una parte
importante de su etapa madurativa participando en juegos con sus compaieros, tales como correr,
perseguir, escalar y pelear. La capacidad de participar en juegos sociales es uno de los principales
indicadores del desarrollo saludable, tanto en animales como en humanos [98]. Asi, el juego
social, al igual que otros comportamientos como la alimentacién y el comportamiento sexual,
activa al sistema de recompensa cerebral de manera natural y es importante para el desarrollo y la
supervivencia tanto en ratas como en primates no humanos [99]. La investigacién sobre los
fundamentos neurobioldgicos de la conducta de juego social ha proporcionado una gran cantidad
de evidencia de que estd modulada por los sistemas neuronales que también median las
propiedades subjetivas y motivacionales positivas de los alimentos, el sexo y las drogas de abuso
[98]. De esta manera, se ha demostrado en las ultimas décadas que los sistemas de
neurotransmisores involucrados en la recompensa hacia los alimentos y las drogas también
modulan las propiedades subjetivas positivas del juego social. Por lo tanto, realizar diferentes test
conductuales tales como el test de interaccién social nos brindarfa informacién acerca del estado

de estos sistemas cerebrales en los animales.
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1.3 NEUROESTEROIDES.

Las hormonas esteroides son sintetizadas de novo a partir de colesterol en las génadas,
glandulas adrenales y placenta. Las mismas no sélo ejercen su accién sobre los 6rganos
reproductores, sino que, ademas, pueden atravesar la barrera hematoencefélica y actuar sobre el
sistema nervioso central y periférico. En este sentido, el sistema endocrino estd estrechamente
ligado al cerebro y presenta una fuerte influencia sobre sus funciones [100]. Numerosos estudios
han demostrado que distintas regiones del cerebro de roedores y del hombre, entre las que se
incluye el hipotdlamo, son capaces de sintetizar una variedad de esteroides de novo, denominados
neuroesteroides [100]. Poseen propiedades neurotréficas y neuroprotectoras yregulan distintos
procesos asociados al desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso central (apoptosis,
sinaptogénesis y proliferacion celular), la regulacién de los sistemas de neurotransmisores, la
neurogénesis, la arborizacién de las dendritas, la mielinizacién y las funciones de memoria y
aprendizaje [101,102]. El concepto de neuroesteroidogénesis ha sido sustanciado, tanto en
neuronas como en células de la glia, por la expresion de los genes que codifican las enzimas
esteroidogénicas, por la mediciéon de las correspondientes actividades enzimdticas y por la

determinacion directa de los neuroesteroides [103].

1.3.1 Vias de sintesis de los neuroesteroides: principales enzimas Yy

proteinas implicadas.

Se ha demostrado, por inmunohistoquimica e hibridacién in situ, la expresion de las
enzimas que intervienen en la sintesis de esteroides en diversas areas del cerebro. Las enzimas
esteroidogénicas pueden diferenciarse en dos grandes grupos de proteinas nombradas como
citocromos P450 o hidroxiesteroide deshidrogenasas (HSD). Dentro de las principales
proteinas/enzimas esteroidogénicas, encontramos la proteina de la regulacién esteroidogénica
aguda (StAR; del inglés Steroidogenic Acute Regulatory protein), citocromo P450scc (P450scc,
del inglés P450 cholesterol side-chain cleavage), 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa / A5-A4
isomerasa (3p-HSD), esteroide So—reductasa 1 (50—R), 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-
HSD), P450 aromatasa (ARO) y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 (17B-HSD-3). La
actividad biolégica de las enzimas mencionadas ha sido reportada por la habilidad de los
explantes de cerebro de convertir precursores radiomarcados en neuroesteroides bioactivos [103].
La mayoria de estas enzimas estdn implicadas en la sintesis de novo de los esteroides en el
cerebro. Contrariamente, otras enzimas como la ARO y la 5a—R sonprincipalmente responsables
de la conversién que sufren las hormonas esteroides producidos por las génadas que atraviesan la
barrera hematoencefélica y llegan al cerebro [103]. La Figura 6 ilustra las vias de sintesis de

neuroesteroides en el cerebro.
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Figura 6. Rutas bioquimicas para la sintesis de neuroesteroides en el cerebro de vertebrados. StAR,
Proteina de la regulacion esteroidogénica aguda; p450scc, citocromo P450 side-chain cleavage; 33-HSD,
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; Sa—reductasa, esteroide So—reductasa 1; 3a-HSD, 3a—hidroxiesteroide
deshidrogenasa; P450(17a), citocromo P450 17a-hidroxilasa/c17,20-liasa; P450arom, citocromo P450
aromatasa; P450(11B)-2, aldosterona sintasa; 173-HSD, 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Tomado y
adaptado de Rossetti y col. (2015) [104].

El acceso del colesterol a la primera enzima neuroesteroidogénica, la citocromo P450scc
constituye la etapa limitante de la sintesis de esteroides. La P450scc estd localizada en el interior
de la membrana mitocondrial y requiere de una proteina que transporte el colesterol al interior de
dicha membrana [105]. Esta funcién es llevaba a cabo por StAR (Figura 7). Furukawa y col. [106]
demostraron por primera vez la presencia d¢ ARNm de StAR en el cerebro de rata y sus
resultados fueron confirmados por inmunohistoquimica en cerebro humano, de rata y de ratén
[107]. StAR esta ampliamente distribuida en el cerebro, aunque su expresién estd limitada a
poblaciones celulares especificas incluyendo neuronas, células gliales y precursores en

proliferacion en corteza, hipocampo, hipotdlamo, entre otros [107].
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Figura 7. Representaciéon de la proteina esteroidogénica de regulacion aguda (StAR) y la citocromo
P450scc (P450scc) en la mitocondria. StAR se encuentra localizada en la parte exterior de la membrana
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mitocondrial donde el esteroide precursor (colesterol) esta acumulado. StAR tiene un dominio interior que
facilita el transporte del colesterol hasta P450scc, la cual se encuentra localizada en el interior de la
membrana mitocondrial. Otras proteinas (denominadas PBR, SBP o START) podrian interactuar con StAR
para colaborar con el trasporte. El colesterol es convertido a pregnenolona por la enzima P450scc. Tomado
y adaptado de Sierra (2004) [107].

La enzima P450scc es una monooxigenasa mitocondrial y cataliza el primer paso de la via
de sintesis de neuroesteroides: la conversién de colesterol en pregnenolona. Dicha reaccién ocurre
en tres etapas sucesivas: 20a-hidroxilacién; 22-hidroxilacién y la escision del C20-C22 de los
enlaces de carbono de la molécula de colesterol [103]. La presencia de P450scc se describi6 tanto
en células neuronales como células gliales. En embriones de ratas, los sitios de mayor expresion
de la P450scc se encontraron principalmente en estructuras sensoriales del sistema nervioso
periférico, sugiriendo una posible funcién de dicha enzima en el desarrollo y la maduracién del
cerebro [108]. Utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa luego de una transcripcién
reversa (RT-PCR) y Southern blot, se reporté que la expresion de P450scc también es region-
especifica en el cerebro adulto, encontrdndose niveles similares en todo el cerebro [103]. Aunque
es posible detectar ARNm de P450scc en cerebro, los niveles de expresion resultan
extremadamente menores comparados con los niveles en testiculo u ovario [103]. El hecho de que
su expresion sea tan baja dificulta su estudio en cerebro, tanto a nivel de ARNm como de

proteina.

Por su parte, la enzima 3B-HSD es una deshidrogenasa / isomerasa y actia convirtiendo la
pregnenolona en progesterona; aunque también interviene en otras reacciones esteroidogénicas
[109]. Existen al menos dos isoformas humanas y cuatro en roedores [103]. En rata, la isoforma
tipo 1 ha sido reportada en distintas regiones del cerebro como cerebelo, hipocampo, corteza e
hipotdlamo, aunque los niveles de expresién resultan bajos comparados con los niveles hallados
en testiculos y ovarios [101]. Ademads, su expresion ha sido reportada junto con la del receptor de
progesterona (RP), sugiriendo una accidn paricrina de la progesterona sintetizada en forma local
[110]. En la corteza cerebelar, el ARNm ha sido detectado en células de Purkinje, granulares y
basket/estelares; contrariamente, en otras areas del cerebro, 33-HSD sélo se pudo determinar en

células neuronales [103].

La pregnenolona también puede ser convertida a 17a-hidroxipregnenolona por la enzima
citocromo P450 17a-hidroxilasa/c17,20-liasa (P450(17a)). Dicha enzima tiene actividad
hidroxilasa/liasa y también interviene en la formacién de los andrégenos androstenediona y

dehidroepiandrosterona (DHEA) [101].

La importancia fisiologica de la 5a-R en el cerebro deriva de dos de sus propiedades: su
capacidad de convertir testosterona en uno de sus andrégenos mds potentes, la dihidrotestosterona
(la cual participa en procesos de diferenciacién sexual en algunas regiones del cerebro) y la
capacidad de convertir progesterona y desoxicorticosterona en sus derivados reducidos,

precursores de alopregnanolona y tetrahidrodesoxicorticosterona [103]. Dos isoformas de la 50-R
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han sido reportadas: 5a-R tipo 1y tipo 2. La 5a-R tipo 1 es la isoforma predominante en cerebro
de rata, ratén y humanos y ha sido descripta como una enzima constitutiva que juega un rol
protectivo en procesos neuronales y catabdlicos. Dicha isoforma ha sido reportada en hipotalamo,
amigdala, hipocampo, cerebelo y corteza cerebral, entre otras regiones [103], dado que es la que
se estudiard en este trabajo de tesis, se hard referencia a la misma como 5a-R. La 5a-R tipo 2, en
cambio, ha sido asociada a funciones dimoérficas sexuales en el macho como el desarrollo de la
prostata y los érganos genitales externos y la diferenciacién del sistema nervioso central. Esta
isoforma se encuentra en cerebro de rata, casi exclusivamente durante el desarrollo fetal tardio y

los estadios post-natales tempranos [103].

La enzima 30-HSD es una enzima bifuncional que convierte, de manera reversible,
esteroides So-reducidos en tetrahidroxiesteroides [103]. Entre las reacciones en las cuales
participa, la conversion de Sa-dihidroprogesterona a alopregnanolona es una de las mas
destacadas, considerando la gran importancia que ha adquirido en los tltimos afios la
alopregnanolona a nivel de las funciones cerebrales. Una tinica isoforma fue detectada en rata, que
interviene en todas las reacciones oxidativas y reductivas [111] y ha sido descripta en numerosas
regiones del cerebro en forma de ARNm y proteina, tanto en células neuronales y gliales. Los
méaximos niveles fueron reportados en el bulbo olfatorio; mientras que las minimas
concentraciones fueron encontradas en corteza cerebral, hipotdlamo, hipocampo, entre otros

[109].

La enzima ARO es un complejo enzimatico terminal que cataliza la conversién de los
C19 andrégenos a C18 estrégenos: estrona y estradiol (E,) [109]. En muchas especies, incluidos
humano, rata y ratén, el gen que codifica para dicha enzima es tnico [103]. La presencia de
ARNm de ARO fue detectada en el cerebro de mamiferos utilizando RT-PCR e hibridacién in
situ. En rata, la expresiéon de dicha enzima fue descripta en el drea predptica, hipotdlamo,
amigdala media e hipocampo, entre otras regiones. La presencia de la proteina fue confirmada por

inmunohistoquimica en la corteza cerebral, el sistema limbico y el hipotdlamo [103].

La conversién de los 17-cetoesteroides y los 17B-hidroxiesteroides es catalizada por una
enzima multifuncional y reversible denominada 17B-HSD, que es responsable de la biosintesis y
la inactivacién de las hormonas esteroides sexuales [112]. Esta enzima también cataliza la

conversion reversible de otros esteroides C19 como la DHEA y el androstenediol [112].

Por dltimo, la enzima aldosterona sintasa (P450(11f3)-2) es una enzima esteroide 11-f3-
monooxigenasa que cataliza los pasos de sintesis de aldosterona, corticosterona y 18-

hidroxicorticosterona [103].
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1.3.2  Neuroesteroides y su rol en el control de la ingesta.

Ha sido reportada una relacién cercana entre los esteroides y la ingesta energética. La
administraciéon crénica de progesterona a través de parches subcutdneos o inyecciones
intraperitoneales incrementa la ingesta energética y el peso corporal en ratas hembras adultas
[113,114]. Por otro lado, se ha reportado que la alopregnanolona incrementa la ingesta energética,
particularmente de alimentos hipercaldricos, y la ganancia de peso corporal al ser administrada en
forma intraperitoneal en ratas [115-117]. Ademds, mujeres obesas o con trastornos de
alimentaciéon compulsiva presentan niveles circulantes de alopregnanolona incrementados
[118,116]. Los estrégenos y sus receptores desempefian un papel fundamental en el control de la
homeostasis energética y el metabolismo de la glucosa, ya que regulan la ingesta, peso corporal,
gasto de energia, sensibilidad a la insulina y a la leptina y la distribucién de grasa corporal [119].
Los efectos del E, sobre el balance de energia se han conocido durante mucho tiempo y estdn
mediados principalmente por el receptor de estrégenos alfa (REa) a nivel central. REa se expresa
ampliamente en varios nucleos hipotaldmicos, como ARC, VMN y PVN. En ARC, el REa se
expresa principalmente en las neuronas POMC, donde se producen la mayoria de las acciones de
los estrogenos en la ingesta de alimentos [120]: la mayor sefializacion de REa suprime el
consumo y aumenta el gasto de energia [121]. Por otro lado, la administracion de E, en PVN
reduce la ingesta energética [122]. Ademads, ha sido reportado que la sefalizacidn estrogénica
potencia la sensibilidad a la leptina, probablemente mediante el incremento de la expresion del
ODbRb en el hipotdlamo [119], lo que representaria otro mecanismo mediante el cual el E, ejerce
su efecto anorexigeno. En vista de estos resultados, podemos esperar que los neuroesteroides
sintetizados de novo en el cerebro, particularmente en el hipotilamo, tengan un impacto

importante sobre el control de la ingesta.

1.4  MECANISMOS EPIGENETICOS DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL.

Los mecanismos que regulan la expresion de las moléculas involucradas en la regulacion
de la ingesta son variados. Particularmente, la regulacién de la expresion génica por mecanismos
epigenéticos actualmente ocupa un punto muy importante en la busqueda de comprender los
mecanismos de control génico neuronal. La metilaciéon del ADN es una modificacién epigenética
importante que controla la expresion génica en estados fisioldgicos y patoldgicos. Asi, diferentes
trastornos metabolicos, entre los que se incluye la obesidad, se asocian con alteraciones en la
expresion génica causadas por factores genéticos y ambientales, que podrian modificar el patrén
de metilacion del ADN en los tejidos somadticos [123]. De hecho, ha sido reportado que
exposiciones a un ambiente caldrico alto podrian afectar los patrones epigenéticos del ADN en los
centros hipotaldmicos de control de la ingesta, resultando en la alteracion de la expresion génica y
obesidad [124]. Una modificacién epigenética de la cromatina involucra cambio de bases y
proteinas asociadas en ausencia de cambios en la secuencia de ADN [125]. Algunas de las
modificaciones epigenéticas conocidas y muy estudiadas son la acetilacién y metilacién de las
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histonas y la metilacién del ADN, siendo la dltima uno de los mecanismos mds estudiados
relacionado con el silenciamiento de los genes [126] y un mecanismo mediante el cual la dieta

podria modificar la predisposicion genética a la enfermedad.
1.4.1 Mecanismos de metilacion diferencial del ADN.

La metilacion es una modificacién quimica mediada por enzimas que adicionan grupos
metilos (-CH3) en sitios especificos de proteinas, ADN y ARN. La modificacién del ADN afecta
Unicamente a la base citosina (C) cuando esta seguida de una guanosina (G), de manera que la
metilacion ocurre en sitios CpG (donde “p” se refiere al enlace fosfodiéster que une a C y G)
[127]. La frecuencia de secuencias CG repetitivas a lo largo del genoma es muy baja, excepto en
regiones especificas (por lo general de un tamafio que oscila entre 200 a 3000 pb) donde la
periodicidad de CpG es mayor a la esperada. Estas regiones se denominan islas CpG y estin
presentes en aproximadamente el 40% de los promotores de los genes conocidos de mamiferos.
La mayor o menor metilacién de los sitios CpG ubicados en regiones promotoras de un gen esta
asociado con el nivel de transcripcién del gen. Por ejemplo, si los genes presentan altos niveles de
transcripcion, los sitios CpG en las islas CpG estdn demetilados [128]. Esta observacion conlleva
a la hipétesis de que la metilacién de los sitios CpG en los promotores de los genes puede inhibir
la expresion de un gen (silenciarlo). El mecanismo de silenciamiento de genes por metilacion se
encuentra todavia en discusion, pero se postula que esta modificaciéon provoca una remodelacién
fisica de la cromatina, impidiendo el ingreso de diversos factores de transcripcién al drea afectada.
La enzima ADN metiltransferasa adiciona los grupos metilos a sitios CpGs de la regién
promotora y estos grupos son reconocidos por las proteinas de unién a regiones metil-CpG. Estas
dltimas se acoplan a los complejos de remodelacién de la cromatina que conducen a una
configuracién cerrada del promotor a través de las modificaciones de las histonas; evitando asi
que se unan los factores de transcripcion requeridos para la activacién de la misma (Figura 8)
[129]. En este sentido, diversos estudios revelaron que neuropéptidos como POMC y NPY son
conocidos targets de regulacién epigenética, particularmente en el contexto de dietas
obesogénicas [130,131]. En este mismo contexto, se ha reportado que modificaciones en la
expresion de ARNm se corresponden con cambios en los patrones de metilaciéon del ADN en
moléculas de la via dopaminérgica tales como TH, DAT y DRDI1 [132,133]. Los cambios en el
estado de metilacién de genes implicados en la sintesis de esteroides en el cerebro han sido poco
abordados. Sin embargo, poco se conoce sobre las regiones promotoras de estas moléculas en el
cerebro, los factores de transcripcién implicados o los posibles sitios sensibles a metilacién. En
este sentido, ha sido reportado por nuestro grupo que el envejecimiento, el ambiente enriquecido y
la prefiez con y sin lactancia alteran el estado de metilacion de algunas enzimas
neuroesteroidogénicas tales como 5a-R y ARO, resultados que se condicen con cambios en la
expresion de ARNm de las mismas [134,104]. No obstante, estos estudios fueron realizados en

hipocampo y, al momento, no se encontraron resultados en niicleos hipotalamicos discretos, con
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excepcion de los expuestos en el presente trabajo de tesis. De esta manera, la bisqueda de

mecanismos de metilaciéon diferencial que generen la activacion/inhibiciéon de las enzimas

_. e

DNMTs.

HMTs | Q

esteroidogénicas, resulta un foco de estudio sumamente interesante.

.|

Cromatina
Inactiva

Figura 8. La metilacion del ADN es un mecanismo epigenético que regula la expresion génica. El
empaquetamiento de los genes en cromatina activa o inactiva determina si estos son accesibles
transcripcionalmente o no. La hipermetilacién del promotor estd asociada con el silenciamiento
transcripcional, en parte debido a la pérdida de afinidad por factores de transcripcién como el receptor
nuclear (NR) y la accesibilidad por la maquinaria transcripcional representada por los complejos de ARN
Polimerasa II. La cromatina inactiva aumenta la afinidad por las proteinas de unién al ADN metiladas
(MBPs), que reclutan atin mds metiltransferasas del ADN (DNMTs) y las metiltransferasas de las histonas
(HMTs) entre otros co-represores. En contraste, los promotores no metilados estdn asociados a la
transcripcion génica. Tienen una mayor afinidad por las histonas desmetilasas (HDM), las ADN
desmetilasas (DME) y las marcas de histonas asociadas con la cromatina activa. La remodelacién de
nucleosomas, como el reposicionamiento y la activacién del promotor da como resultado la transcripcién
génica (flecha doblada). Me: metilacién de histonas (circulo relleno negro), dinucleétidos CpG metilados
(Circulo relleno blanco), dinucleétidos CpG no metilados (Circulo ptrpura lleno), hormonas o disruptores
endocrinos que se unen a NR. Tomado y adaptado de Zhang y col. (2011) [125].

1.5 MODELOS EXPERIMENTALES DE OBESIDAD: DIETA DE CAFETERIA.

La regulacion del apetito puede ser atin mds dificil debido a la abundancia y la fAcil
disponibilidad de la llamada “comida chatarra", compuesta por alimentos altamente procesados,
palatables e hiperenergéticos, que a menudo son deficientes en las vitaminas y nutrientes
esenciales que se encuentran en los alimentos no procesados [10]. Actualmente, es ampliamente
reconocido que el consumo de este tipo de alimentos tiene una base bioldgica y es estimulado
tanto por factores ambientales como por el estado emocional interno del individuo. Se ha
demostrado que dichos alimentos producen un efecto gratificante que refuerza el comportamiento
futuro dirigido al consumo de los mismos, ya que poseen la capacidad de activar el sistema de
recompensa cerebral de una manera similar al alcohol y las drogas de abuso. En este sentido, se ha

observado que las alteraciones en los mecanismos cerebrales son similares, lo que sugiere que el
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exceso en la comida acabaria acarreando al desarrollo de trastornos en la conducta alimentaria

[135].

Con el fin de estudiar enfermedades metabodlicas y/o inducir obesidad en roedores se han
desarrollado diferentes dietas con alto contenido de grasa o de aziicar o compuestas por alimentos
consumidos regularmente por humanos [136]. Sin embargo, existe una variabilidad sustancial en
la composicién de estas dietas, ya que la mayoria de ellas consisten en alimento balanceado con
un contenido elevado de aziicar y/o grasa adicional, en comparacion con las dietas de alimento
balanceado estdndar, y no representan de manera adecuada a la dieta de estilo occidental (ya que
en la mayoria de los casos estd compuesta por un solo alimento sélido). Asi, con el fin de estudiar
la obesidad inducida por “comida chatarra”, se utilizan una variedad de alimentos consumidos por
humanos en la actualidad, permitiendo la libre eleccién de los animales [137]. Estas dietas son
ricas en azicares y/o grasas, por lo que se consideran muy apetecibles, y poseen una alta carga
caldrica. Particularmente, la dieta “de cafeteria” (CAF) es un modelo dietario experimental rico en
grasas y azucares, que refleja la variedad de alimentos de alta palatabilidad y densidad energética
prevalentes en la sociedad occidental y asociados con la pandemia de obesidad actual [138]. La
misma es utilizada como dieta obesogénica y se compone del alimento balanceado al que se le
adiciona una seleccién de alimentos para humanos de alto contenido energético y palatabilidad
que se van variando, de forma que el animal es capaz de seleccionar la comida de acuerdo a sus
deseos y necesidades. Por lo tanto, esta dieta tiene la ventaja de permitir la novedad, la eleccién y
la variedad, caracteristicas clave del ambiente alimentario humano moderno. En animales adultos
se ha reportado que la dieta CAF tiene la capacidad de incrementar el peso corporal y la
adiposidad e inducir hiperfagia, generando un cuadro de sindrome metabdlico [136]. También se
ha demostrado que la ingesta de dieta CAF durante el embarazo podria predisponer a la
adiposidad y alterar el comportamiento alimenticio en la progenie [10]. Sin embargo, la mayoria
de los estudios en este campo se han centrado en los efectos de la dieta sobre el metabolismo y el
peso corporal tanto materno como de la descendencia, mientras que el andlisis de los circuitos
neuronales que regulan la ingesta y promueven el consumo de alimentos altamente palatables han

sido menos estudiados.
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2. OBJETIVOS

Nuestra hipétesis propone que cambios en el control de la ingesta son acompafiados por
alteraciones en la sintesis de neuroesteroides enddgenos en el cerebro, que contribuyen al
afianzamiento de una conducta orexigena. Este efecto seria mediado tanto por un desbalance en la
via homeostética del control de la ingesta, representada por los neuropéptidos hipotaldmicos
orexigenos/anorexigenos, tanto como por la via no homeostdtica que involucra el sistema de
recompensa. Proponemos que la intervencién dietaria prolongada afecta también los sistemas de
control de ingesta en la progenie, involucrando cambios transmisibles transgeneracionalmente a

través de mecanismos no genémicos de naturaleza epigenética.

El objetivo general de este trabajo de tesis es ampliar el conocimiento acerca de los

mecanismos homeostiticos y heddnicos que controlan la ingesta y la neuroesteroidogénesis

hipotaldmica en un modelo de obesidad experimental inducido por una dieta occidental.

Los objetivos especificos que se abordardn son los siguientes:

e Objetivo 1: Caracterizar un modelo dietario experimental en el que se induzca obesidad
en ratas hembras a través de la ingesta de una dieta “de cafeteria” (CAF).

e Objetivo 2: Estudiar la progresion en el tiempo de los cambios que se producen durante el
tratamiento con dieta CAF, tanto sobre aspectos homeostiticos como hedénicos del
control de la ingesta a corto, mediano y largo plazo. Buscamos discernir el desempefio de
los nicleos hipotaldmicos involucrados en el control homeostético (a través de los niveles
de expresion génica de neuropéptidos y receptores hormonales) y en el sistema hed6nico
(a través de los niveles de expresién génica de receptores, transportadores y enzimas
involucradas en la sintesis de neurotransmisores), las ventanas temporales en las que cada
sistema ejerce sus acciones predominantes y los vinculos entre la accién de los diferentes
niucleos y las sefiales periféricas hormonales que regulan la ingesta.

e Objetivo 3: Estudiar si la dieta CAF afecta la sintesis endégena de neuroesteroides,
particularmente Alopregnanolona, Progesterona y Estradiol, midiendo la expresién
hipotaldmica de las principales enzimas involucradas en su sintesis. La determinacion de
las mismas en distintos niicleos hipotaldmicos nos permitira evaluar si hay expresién
diferencial de las mismas en estas zonas.

e Objetivo 4: En los casos en que la expresion de alguno de los genes en estudio se
encuentre alterada, se medirdn los correspondientes niveles de proteina mediante
inmunohistoquimica cuantitativa y/o western blot.

e Objetivo 5: Investigar los posibles mecanismos por los que se haya alterado la expresién
de los genes target, analizando posibles modificaciones epigenéticas de secuencias

regulatorias de dichos genes.
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Objetivo 6: Evaluar los cambios en la conducta hacia los alimentos de los animales
alimentados con CAF a través de un test de saciedad sensorial especifica, en la actividad
locomotora y en la interaccién social.

Objetivo 7: Determinar si la dieta CAF materna afecta los sistemas de control de ingesta

homeostatico y hedénico en la progenie (F1).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 ANIMALES.

Se emplearon ratas (Rattus norvergicus) hembra de la cepa Wistar pertenecientes al
bioterio del Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL), Universidad Nacional del Litoral
(UNL) / Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET). Segtn la
capacidad de produccion y cria del bioterio, se trabajé con un nimero total de 84 animales, los
cuales fueron destetados en el dia postnatal 21 (DPN21) y asignados al azar a cada grupo
experimental. Durante todo el experimento los animales fueron mantenidos en jaulas colectivas de
2 animales, con acceso libre a comida y bebida y en condiciones controladas (temperatura de 22 +
2°C y 14 hs de luz). Todos los animales utilizados fueron manipulados de acuerdo a la Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados
Unidos [139] y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Bioldgicas de la UNL.

3.2 INTERVENCION DIETARIA.

Al destete, los animales se dividieron al azar en dos grupos, de forma tal que el peso
corporal promedio de cada uno fuese equivalente (36 + 2g). Cada grupo fue alimentado con dieta
control (C), compuesta por alimento balanceado para roedores (Cooperacién, ACA Nutricién
Animal, Buenos Aires, Argentina), o con una “dicta de cafeteria” (CAF), conformada por
alimentos para humanos de alto contenido energético y palatabilidad. La dieta C provee un
promedio de 3 kcal/g, con una composicién de macronutrientes de 15% de grasas, 30% de
proteinas y 55% de carbohidratos. Por su parte, la dieta CAF provee un promedio de 4,85 kcal/g,
con una composicién de macronutrientes de 46% de grasas, 8% de proteinas y 46% de
carbohidratos. Para el disefio de la misma se realiz6 una busqueda bibliografica con el fin de
seleccionar una serie de alimentos ricos en grasas y/o hidratos de carbono, que posean una
composicién similar a la reportada en la bibliografia [9,140,136,141,8,138] y que estén
disponibles en el mercado local. Los mismos se administraron en grupos de tres - junto al
alimento balanceado - y fueron renovados cada dos dias, de forma de mantener la variedad para
no producir acostumbramiento en los animales [9,140,141]. Para evaluar los efectos de la ingesta
de dieta CAF a lo largo del tiempo, la intervencién dietaria se realizé durante un periodo de 4
(corto plazo), 11 (mediano plazo) o 20 semanas (largo plazo). Dichos periodos de tiempo se
eligieron en funcién de la diferencia en el peso corporal entre los animales de ambos grupos
dietarios. De este modo, quedaron conformados seis grupos de trabajo en funcién la duracién de
la intervencion dietaria: C4 (n = 10), CAF4 (n = 10), C11 (n = 10), CAF11 (n = 10), C20 (n = 10)
y CAF20 (n = 10).

Para el estudio de la progenie (F1), luego de 14 semanas de dieta 10 hembras de cada

grupo dietario que se encontraban en fase de proestro del ciclo estral [142] fueron colocadas con
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machos de fertilidad comprobada sin tratar, comprobdndose la prefiez a través de la presencia de
espermatozoides en el extendido vaginal, considerado dia gestacional 1 (El1). Las hembras
prefiadas fueron luego alojadas en forma individual en jaulas para maternidad (46 x 30 x 30 cm),
y se continud con la dieta correspondiente. En el dia gestacional 21 (E21) la mitad de las hembras
prefiadas bajo cada intervencion dietaria fueron sacrificadas y se obtuvieron sus embriones
hembra, que también fueron sacrificados, conformandose los grupos C-E21 y CAF-E21 (n =
12/grupo). El sexo fue determinado observando la distancia ano-genital, visiblemente mayor en
machos que en hembras [143]. El dia E21 fue elegido ya que representa un punto de la prefiez
muy cercano al nacimiento, donde el entorno nutricional es proporcionado a través de la placenta.
El resto de las hembras prefiadas fueron mantenidas bajo la dieta correspondiente durante el resto
de la prefiez y la lactancia, hasta el dia posnatal 10 (DPN10) de la progenie, momento en el cual
fueron sacrificadas las crias hembra, conformando los grupos C-DPN10 y CAF-DPNI10 (n =
12/grupo). Este dia se seleccioné como un punto representativo del periodo de lactancia, donde la
transferencia nutricional se da exclusivamente por la leche, ya que ain existe una lactancia

absoluta.

El disefio experimental se puede resumir en el esquema de la Figura 9. Durante toda la
experiencia, se registré semanalmente el peso corporal y diariamente la cantidad de cada alimento
suministrado, asi como el resto no ingerido para calcular la ingesta mdsica por diferencia. De este
modo, con los datos provistos en la Tabla 5, se calculd la ingesta energética total tal como se ha

reportado anteriormente [144].

4 semanas 11 semanas 14 semanas 20 semanas
Dieta I I :lf
control (C) ca cii c20
Dieta de : : l
cafeteria
(CAF) CAF4 CAF11 CAF20
h 4
E1 E23 | DPNO

Prefiez Lactancia
C-E21 :]: C-DPN10

Parto

*

CAF-E21 CAF-DPN10

T

Control de la ingesta y del peso corporal

Figura 9. Esquema del modelo dietario realizado en hembras alimentadas con dieta Control (C) o de
cafeteria (CAF) durante 4, 11 y 20 semanas y obtencion de la progenie.

33 TEST DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A LA GLUCOSA.

En la semana 19 de dieta se realizé un test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa.

Luego de 12 horas de ayuno, los animales recibieron una inyeccién intraperitoneal de glucosa (2

39



Materiales y métodos

g/kg). Se tomaron muestras de sangre de la cola y se midi6 la concentracién de glucosa utilizando
un glucémetro (Accu-Chek Performa Nano meter, Roche Diagnostics, Alemania) a tiempos 0
(ayuno), 30, 60, 90 y 120 minutos post inyeccién [145]. Se calcul6 el area bajo la curva de

glucosa a lo largo del test utilizando el software Origin Lab.

34 TESTS DE CONDUCTA.
3.4.1 Test de saciedad sensorial especifica (TSSS).

Al final de la intervencién dietaria en el corto y mediano plazo los animales fueron
sometidos a un test de conducta en jaulas individuales, adaptado de Reichelt y col. [93]. Se
emplearon dos soluciones coloreadas con igual contenido calérico: sacarosa al 10% p/v con
colorante rojo y maltodextrina al 10% p/v con colorante azul (Figura 10). Las mismas fueron
previamente probadas en un pequefio lote de animales y demostraron ser igualmente preferidas y

discriminadas.

El test se desarroll6 en 4 dias consecutivos, durante la fase luminosa del dia, entre las
09:00 y las 13:00 hs. Durante esos dias los animales tuvieron libre acceso a la comida
correspondiente a cada grupo experimental, pero horarios restringidos de acceso al agua de bebida
(2 horas por dia, entre las 13:00 y 15:00 hs). Los primeros 2 dias los animales fueron
familiarizados con ambas soluciones en dos sesiones de 20 minutos cada una, separadas por un
intervalo de una hora. En cada sesién se present una sola de las soluciones. Al tercer dia se
realizé una pre-exposicion a una de las soluciones por 20 minutos, y luego de dos horas se llevé a
cabo el choice test exponiendo los animales a las dos soluciones en simultineo, ddndoles la
posibilidad de eleccion. Al cuarto dia se realizé la pre-exposicidn a la otra solucidon y nuevamente
el choice test, permitiendo una comparacién intra-sujetos. En cada una de las etapas se midi6 el
volumen consumido por cada animal, lo cual fue analizado y presentado en graficos separados—
familiarizacién, pre-exposicion, choice test y preferencia-. Para la construccién del grafico de
preferencia se tuvieron en cuenta los volimenes consumidos de la solucién a la que habian sido
pre-expuestos, que representa lo “conocido”, y de la solucion a la que no habian sido pre-
expuestos, que representa la “novedad”. En cada intervalo entre las sesiones los animales fueron

devueltos a las jaulas colectivas.

Figura 10. Desarrollo del test de saciedad sensorial especifica en jaulas individuales.
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3.4.2 Test de locomocion y test de interaccion social.

El test de locomocién provee medidas simultdneas de locomocidn, exploracién y
ansiedad. Por su parte el test de interaccién social da idea no s6lo del nivel de sociabilizacion del
animal con sus compaiieros, sino que una disminucién en la misma indica un aumento en la
ansiedad [146]. En ambas pruebas el animal se colocé en el centro de una caja metdlica de color
negro opaco de 80cm x 80cm x 60cm (“campo abierto”), que se encuentra en una sala especial
aislada de ruidos ambientales y que posee una cdmara de video conectada a una computadora y
ubicada a Im por encima de la base del campo abierto. Ambos test se realizaron a las 4, 11 y 18
semanas, en los animales destinados a cumplir 20 semanas de dieta. Para el test de locomocion
esto se realizd sélo una vez, en la cual se filmé y estudi6 la actividad del animal en el campo
abierto durante 5 minutos. En el test de interaccién social el procedimiento se repitié 3 dias
seguidos durante 5 minutos cada vez, para la habituacién del animal al campo abierto, al operador
y al ambiente. En el cuarto dia el animal se enfrenté a otro del mismo grupo dietario pero de
menor edad durante 5 minutos, donde su actividad fue filmada. Después de cada prueba, se limpi6

el campo con alcohol 70° de forma de eliminar el olor de los animales previamente testeados.

Para el andlisis informadtico se utiliz6 el software Image Pro Plus 5.0. La base del campo
abierto se dividi6 en 9 cuadrantes y se cuantificaron, para el caso del test de locomocién, las
siguientes variables: tiempo que el animal pasé en el centro del campo, frecuencia con que se pard
en dos patas o cruzé lineas y niimero de bolos fecales. El nimero de veces que el animal cruza las
lineas delimitadas en el campo abierto se utiliza como medida de la actividad locomotora y de la
distancia recorrida y las que se par6 en dos patas como medida de exploraciéon y ansiedad. Una
alta frecuencia de estos comportamientos indica un aumento de la locomocidn y la exploracién y /
o un menor nivel de ansiedad [147,148]. Por otro lado, la tigmotaxis es la tendencia del animal a
permanecer cercano a los bordes del campo abierto y es directamente proporcional a los niveles
de ansiedad. De esta manera, un animal que pasa mayor tiempo en el centro del campo es
indicativo de bajos niveles de ansiedad [147]. Ademds, también contabilizamos el nimero de
bolos de materia fecal en el campo abierto, siendo el nimero de bolos directamente proporcional a
los niveles de ansiedad del animal [147]. En el test de interaccion social se analizaron la evasion
(Al ser solicitado, el animal evita el contacto al saltar, correr o alejarse del compaiero), el
seguimiento (El animal persigue al compaiiero o avanza o corre en su direccién) y la exploracién
social (El animal olfatea, lame o asea cualquier parte del cuerpo del compaiiero, incluyendo el
area anogenital) [98]. El seguimiento y la exploracion social son conductas tipicas de juego social,

mientras que la evasion indica efectos ansiogénicos [149].
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3.5 SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y DISECCION DE LOS CEREBROS
COMPLETOS.

Al finalizar la intervencion dietaria, los animales fueron ayunados por 12 hs y eutanizados
en el primer dia de la fase diestro del ciclo estral, con el fin de mantener condiciones endocrinas
similares [150]. Para obtener las muestras correspondientes a los grupos C-E21 y CAF-E21, la
mitad hembras prefiadas fueron sacrificadas por decapitacién con guillotina. Luego, se procedi6 a
retirar los embriones por medio de la apertura del abdomen y del ttero materno con ayuda de
tijeras quirdrgicas, de donde fueron extraidos manteniendo las condiciones de esterilidad. Los
embriones fueron pesados, y luego la cabeza completa fue separada con ayuda de una tijera
quirtrgica y congelada en hielo seco sobre un papel aluminio estéril. Luego, fue conservada a -

80°C hasta su microdiseccion.

Para obtener el cerebro completo de los animales de los grupos C-DPN10, CAF-DPN10,
C4, CAF4, Cl11, CAF11, C20 y CAF20, se colocé la cabeza del animal en una placa de Petri
refrigerada y se procedio a retirar la piel y la musculatura cefilica mediante el uso de una tijera
quirdrgica, manteniendo las condiciones de esterilidad requeridas para ensayos de biologia
molecular. Seguidamente, se separaron los huesos craneales mediante un corte sagital medial del
craneo a través de la sutura sagital. Rapidamente, con ayuda de una pinza, se procedié a la
extraccion del cerebro separdndolo del craneo por corte de los nervios Opticos. Algunos de los
cerebros (n = 6-8) fueron destinados a técnicas de biologia molecular, para esto el cerebro
completo se colocd en posicién ventral hacia arriba en hielo seco sobre un papel aluminio estéril.
Una vez que el mismo estuvo congelado completamente, se envolvié en el papel aluminio y fue
conservado a -80°C hasta su microdiseccién. Por su parte, los cerebros destinados a técnicas de
inmunohistoquimica (n = 4) una vez extraidos del crdneo fueron colocados en posicién ventral
hacia arriba sobre una tabla de microdiseccién. Seguidamente, mediante la ayuda de una lupa
estereoscopica y un bisturi, fueron cortados de manera coronal a la altura de los bulbos olfatorios

y del cerebelo y fijados en paraformaldehido 4% (p/v) para su posterior tratamiento histolégico.

3.6 OBTENCION DE LAS REGIONES CEREBRALES DE INTERES:
MICRODISECCION.

Los 6-8 cerebros congelados de cada grupo fueron incluidos en medio de montaje para
congelacion (Cryoplast, Biopack, Buenos Aires, Argentina) y utilizando un criostato (CM1850,
Leica, Nussloch, Germany) a -12°C fueron cortados coronalmente en secciones de 300 pm de
espesor. Mediante la técnica de Micropuncién de Palkovits [151] y guidndonos segin las
coordenadas del atlas estereotdxico Paxinos [152] se aislaron los distintos ntcleos y dreas de
interés asociados al sistema homeostatico y hedonico de control de la ingesta: PVN, VMN, ARC,
HL, ATV, NAcSh, NAcC, VP, BLA, CeA (Figura 11a). Para esto se realizd una puncién con

aguja de acero inoxidable para micropuncién de 1,0 mm y las dreas extraidas fueron recolectadas
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en tubos eppendorf de 1,5 ml conteniendo 200 ul de reactivo TRIzol (Invitrogen, Buenos Aires,
Argentina), donde se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. Para determinar la
reproducibilidad de las areas microdisecadas, la topografia de las secciones fue observada bajo

microscopio estereoscopico (Stemi 305, Zeiss, Oberkochen, Germany).

En el caso de la progenie, las muestras congeladas se incluyeron en medio de montaje
(Cryoplast, Biopack) y fueron cortadas en criostato (CM1850, Leica) a -12°C en secciones
coronales de 150 um (para los grupos E21) o 200 pum (para los grupos PND10). Los distintos
nicleos y dreas de interés se aislaron mediante la técnica de Micropuncién de Palkovits [151]
utilizando una aguja de acero inoxidable para micropuncién de 1,0 mm y guidndonos segun las
coordenadas del atlas estereotdxico para el sistema nervioso de ratas en desarrollo Paxinos [153]
(para los grupos E21 - Figura 11b) o el atlas estereotdxico de cerebro de ratas en periodo postnatal
[154] (Figura 11c). Dado el pequefios tamafio de estos cerebros y sus diferencias neuroanatémicas
con los cerebros de animales adultos, se disecaron dreas generales: Area hipotaldmica
periventricular (AHP, conteniendo los nicleos PVN, VMN y ARC), Area hipotaldmica lateral
(AHL, zona enriquecida en HL), ATV, NAc, BLA, CeA (s6lo para los grupos DPN10). Las areas
extraidas fueron recolectadas en tubos eppendorf de 1,5 mL conteniendo 200 ul de reactivo
TRIzol (Invitrogen) y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. Para determinar la
reproducibilidad de las dreas microdisecadas, la topografia de las secciones fue observada bajo

microscopio estereoscopico (Stemi 305, Zeiss).
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a)
® MACC @ NAcsh
b) Bregma +1.00 Bregma -1.00 Bregma -3.20
® NAc @ AHP ® AHL ® ATy
c) Bregma +1.20 Bregma -1.40 Bregma -4.40
® NAC @ AHP @ AH & it

Figura 11. Esquema de las regiones especificas del cerebro aisladas en (a) C4, CAF4, C11, CAF11,C20 y
CAF20; (b) Grupos E21; (c) Grupos DPN10. Tomado y adaptado de los atlas Paxinos [152,153] y
Khazipov [154].

3.7 OBTENCION Y DETERMINACIONES EN LAS MUESTRAS DE SUERO.

Para la obtencién del suero, se recolect6 la sangre troncal de los animales en tubos de
vidrio. Para facilitar la retraccién del codgulo los tubos se incubaron en estufa a 37°C por 30
minutos y luego se centrifugaron para la separacion del suero, que fue conservado a -80°C hasta

su posterior uso.

Para determinar el impacto del tratamiento sobre diversos aspectos metabdlicos se
determinaron las concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos y colesterol total utilizando kits
comerciales (Wiener Laboratorios, Argentina). Ademds, se evaluaron los niveles de hormonas
circulantes por radio-inmunoensayo: insulina, leptina y E,[155]. A su vez, se evalud la resistencia
a la insulina de acuerdo al indice HOMA (del inglés homeostatic model assessment), calculado

como [insulina en ayunas (Ul/ml) x glucosa en ayunas (mol/l)] / 22,5 [156].
3.8 OBTENCION DE LOS TEJIDOS ADIPOSOS.

El cuerpo de los animales se coloc6 sobre una tabla de diseccién con el abdomen hacia
arriba y se desinfectd con alcohol 70° el campo quirtrgico. Utilizando tijeras se realiz6 una
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incisién en la linea media del abdomen y dos cortes perpendiculares al anterior a la altura de las
patas traseras. En primer lugar, utilizando tijeras y con la ayuda de una pinza, se identificé y
escindio el tejido adiposo perigonadal (TAPg), luego el retrotroperitoneal (TARP) y por dltimo el

subcutdneo (TAS), cuyos pesos fueron registrados.

3.9 MEDICION DE LA EXPRESION GENICA.

e  Extraccion de ARN total.

Las muestras de tejido de las areas especificas del cerebro aisladas fueron homogenizadas
individualmente mediante jeringa y aguja en el reactivo TRIzol y el ARN total fue extraido de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. El rendimiento de la purificacién y la concentracion del
ARN fueron estimados mediante absorbancia a una longitud de onda de 260 nm medida en
espectrofotémetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), utilizdndose
solamente aquellas muestras con una relacién de absorbancias A,gp/Asgo mayor a 1,9. Las mismas

se guardaron a -80°C hasta su posterior utilizacién.
e  Transcripcion reversa (RT).

Cantidades equivalentes de ARN (1 pg) fueron retro-transcriptas a ADN copia (ADNc)
con transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (300 U; Promega, Madison,
WI) usando 200 pmoles de hexanucledtidos al azar (Promega). Veinte unidades de inhibidor de
ribonucleasas (RNAout; Invitrogen) y 100 nmoles de una mezcla de los cuatro trifosfatos de
desoxinucleétidos (ANTPs) fueron agregados a cada tubo de reaccién en un volumen final de 30
ul de buffer de transcriptasa reversa 5X. La reaccién de retro-transcripcién se realizé en
termociclador T18 (IVEMA, Buenos Aires, Argentina) durante 90 minutos a 37°C, 15 minutos a
42°C y 5 minutos a 80°C. La reaccién fue finalizada mediante calentamiento a 94 °C durante 30
segundos y posterior enfriamiento en hielo. EI ADNc obtenido se llevé a un volumen final de 60

pL con agua libre de ribonucleasas y se almacend hasta su utilizacion a -20°C.

e  Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (qPCR).

Luego de realizada la extraccion del ARN total y posterior RT, se evaluaron los niveles de
expresion de diversos genes de interés para cada regidon del cerebro utilizando qPCR. Los
transcriptos fueron amplificados y cuantificados utilizando el sistema Real Time DNA Step One
Cycler (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). Los oligonucleétidos utilizados fueron
disefiados utilizando el programa Vector NTI Suite Versién 6.0 (Infomax Inc., North Bethesda,
MD, USA) y se encuentran detallados en la Tabla 1. Como control interno (gen de referencia) se
utilizé la determinaciéon de ARNm del gen ribosomal L.19. La temperatura de hibridacién para
cada amplicon se obtuvo a partir del andlisis in silico usando el software Vector NTIL. La
especificidad de los oligonucleétidos fue cotejada por comparacion directa de su secuencia contra

el genoma completo de Rattus norvegicus mediante el uso de la herramienta BLAST disponible
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en la pagina web del National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Para la reaccion de qPCR, 5 pl. de cada ADNc fueron combinados con HOT FIREPol EvaGreen
gPCR Mix Plus (Solis BioDyne; Biocientifica, Rosario, Argentina) y 10 pmol de cada
oligonucledtido (Invitrogen, Carlsbad, CA) en un volumen final de 20 pl. Luego de una
desnaturalizacion inicial de 15 minutos a 95°C, la mezcla de reaccion fue sometida a 45 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 15 segundos, hibridacién a 52-60°C por 15 segundos, y extension a
72°C por 15 segundos. Todas las muestras fueron amplificadas por triplicado. Controles sin
ADNCc fueron incluidos en todos los ensayos, los cuales no produjeron amplificacién. La pureza
de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas de disociacién y electroforesis en
geles de agarosa de muestras elegidas al azar en cada corrida. El célculo de los niveles de
expresion relativa de cada muestra se realizé utilizando el método del ciclo umbral (Ct) [157]. El
valor de Ct para cada muestra se calculd utilizando el programa de andlisis Step One Software
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). La eficiencia (Ef) de la reaccién de PCR para
cada gen estudiado y para el gen de referencia (L19) fue calculada mediante curvas estdndar.
Estas curvas se construyeron a partir de la amplificacién de cada gen en diluciones seriadas de los
ADNCc y posterior construcciéon de la recta con el correspondiente Ct vs. el logaritmo de la
dilucién del ADNc, obteniéndose la férmula de la recta por regresion lineal a partir de la cual se
calcula la Ef (Ef=10""""4"_1) Dependiendo de las condiciones especificas de PCR, la Ef vari6
entre 98% y 102%. No se observaron diferencias significativas en los valores de Ct de la proteina

ribosomal L19 entre los grupos experimentales.

Los niveles de expresion de las muestras experimentales sobre los valores controles se
calcularon utilizando el método de la curva estindar relativa Ct vs. log CR, donde CR es
Concentracién Relativa. [158]. Para todas las muestras experimentales, la cantidad relativa del
gen de interés y del gen de referencia L/9 fue determinada a partir de la curva estdndar
previamente realizada para cada gen. La cantidad obtenida correspondiente al gen de interés fue

normalizada con la cantidad relativa del gen L/9 en cada grupo experimental.
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Tabla 1.Secuencias de oligonucleétidos utilizados en las reacciones de qPCR para estudios de expresién

génica.

-Enzima/ Oligonucledtido sentido (5° 2> 3°) Oligonucledtido antisentido (5’ 2 3°)
Proteina
L19 AGCCTGTGACTGTCCATTCC TGGCAGTACCCTTCCTCTTC
POMC CCTCCTGCTTCAGACCTCCATA TGTTCATCTCCGTTGCCTGG
CART GCTCAAGAGTAAACGCATTCC AAGAATTGCAAGAAGTTCCTCG
AgRP TTGGCAGAGGTGCTAGATCCA AGGACTCGTGCAGCCTTACAC
NPY CTTAATGAGAGAAAGCACAG AACTAGGAAAAGTCAGGAGA
OX AGCCTCTGCCCGACTGCT GTGGTTGCCAGCTCCGTG
ObRb AGGATGAGTGTCAGAGTCAA CTCTTCATCAGTTTCCACTG
RlIns TCTCTCCAGGAAACTACAGTGT AAAATAGGTGGGTTCTGTCC
GhSR GCTCTGCAAACTCTTCCA AAGCAGATGGCGAAGTAG
TH TACCAAGATCAAACCTACCAGCC GGTCAAACTTCACAGAGAATGGG
DRDI1 TCCAAGGTGACCAACTTCTT GTTACAAAAGGACCCAAAGG
DRD2 CCCAGCAGAAGGAGAAGAAA CAGGATGTGCGTGATGAAGA
DAT CATCACCACCTCCATTAACTCC CATTGTGCTTCTGTGCCATG
MOR AAGCCCTGGATTTCCGTAC CCCCTGCCTGTATTTTGTG
HCRTRI1 TCTCAGCTTCATCGCCCT ATGACAGCCAGCGACACA
HCRTR2 AAGAATATGAGTGGGTCCTGATC GGTTGACTATGAAGTAGTTGGTGAC
GADI1 ACAAGGCGATTCAGTGTGGC CCAGCTCCAGGCATTTGTTG
GAD2 GCTCTGGCGATGGAATCTTT CTTATAGCGGGCAATGAGCA
StAR GCAAAGCGGTGTCATCAG GGCGAACTCTATCTGGGTCT
30-HSD GCACTCAACTGGACTATGTGGA GCTCATCTCGTGGGAAAAAT
3p-HSD AGGCCTGTGTCCAAGCTAGTGT CTCGGCCATCTTTTTGCTGTAT
ARO TGGCAGATTCTTGTGGATGG CGAGGACTTGCTGATGATGAGT
50-R CACCTTCAACGGCTATGTAC AGGATGTGGTCTGAGTGGAT
RP GACCAGTCTCAACCAACTAGGC ACACCATCAGGCTCATCCAG
REa ACTACCTGGAGAACGAGCCC CCTTGGCAGACTCCATGATC

RP: Receptor de progesterona.

3.10 ESTUDIOS DE EPIGENETICA.
e  Andlisis bioinformadtico.

Los promotores Pomc, Npy y Agrp y dos activadores del gen Pomc (nPE1 y nPE2),
previamente descritos por otros autores [131,159,39,160], y los genes de las moléculas
involucradas en la via dopaminérgica: Th (NC_005100.4), Drdl (NC_005116.4), Drd2
(NC_005107.4) y Dat (NC_005100.4) fueron analizados en busca de islas CpG utilizando el
programa Methyl Primer Express Software v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Una isla
CpG es definida como una secuencia de ADN igual o superior a 200pb, con un porcentaje de GC
mayor al 50% y un promedio de CpG observado/esperado mayor a 0.6 [161]. Luego se determind
si estas secuencias contenian sitios de reconocimiento para las enzimas sensibles a metilacion
BstUI ylo Mae Il. Para determinar la presencia de sitios de unidn a factores de transcripcion se
utiliz6 la herramienta informdtica PROMO [162]. Los oligonucleétidos se disefiaron mediante el

programa Vector NTI Suite v6.0 (Informax Inc., North Bethesda, MD, USA) y se muestran en la
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Tabla 2. Las regiones promotoras de 50-R, 30-HSD y ARO han sido descriptas y estudiadas

anteriormente por nuestro grupo [104,134], los oligonucle6tidos utilizados se listan en la Tabla 2.

Tabla 2.
metilacion de ADN.

Secuencias

de oligonucledtidos

utilizados

para los andlisis del estado

de

Gen

Oligonucleétido sentido (5> 2> 3°)

Oligonucleétido antisentido (5’ > 3°)

POMC

Cm GGTGAAGGCTGTCAGACAATC CCAAACTCCAAGGGAAAGG
Mae Il (a) CAGGAAGGTCACGTCCAAGG CCGTTTGGTCCCTGTCACTC
BstUI (b) GAGTGACAGGGACCAAACGG CAGGAGCCGAGACACCCTTA
nPE]

Cm TAAGGGGCTAAAGGACCAAG CTGCTCCACAACAGAACCAA
Mae 1I/BstUI TCAGACTGGTGACTGCTGGC GGACTTCCTGGAGGTGCAGT
NPY

Cm GTCCCTTGCTCAAAAGTGGC CATCGGTCAAAACCTGGGTC
BstUI (a) TTCCAGAGGCATTAACTCAAGC AAAAGACCAACGCCACTGTG
BstUI (b) TCGCAGTTGTCCCAGAGATG GGACCGCTTAGATTGCCTGT
BstUI (¢) GGAAGTGGCTGTGGGAGTCA CTGCGAGGAATGAGCTCCAC
TH

Cm CCATCAGATTTACCTAGAAGC TGAGACTATGAAGGGACATTG
Mae Il (a) ACAGCAGGCGTGGAGAGGAT TGGTGGTCCCGAGTTCTGTC
Mae Il (b) CCTTAGGAAATCCAGCATGG ATTGCATCCACTGTCACAGG
Mae Il (c) CATGTGGCTGCTCCTATGTA GAGAGAGATTGGCACACACA
DRDI1

Cm GTGGTGAGAATCCCCTCAGG AGTTCCACAGGCGGAGAACC
Mae 11 CAGGCAAAGAGGTTCACAAG CCGCCATCTAAACAGTTACC
BstUI AGCAGGAAACCACAGGCACC GCTTCTGCGGTCAACTCACG
DRD2

Cm AATTCTGTGGTGCCTTCTCCT ATGGGGTCAATCCAGAGTAGA
Isla CpG AGTGCAGAGATAGTTCTGGG AGAAGCCACAGACTGTCGTT
DAT

Cm TTTGGGGTCTCAACTAGAAA TAAGACCTTTTCAGAACCCA
BstUl(a)/Maell CTTCTGACAACCTCGCTGGA GGGGCTTGACAGGAGTCTTT
BstUI(b)/Smal CGTACAACACCGAAGGAAGA CGAGGTTGTCAGAAGCAGAT
3a-HSD

Cm CAGAGAAGGAAGTTTGAATC ATGTCAGATCACTTGGAAGT
Maell(a) ACTGATTTTTGCTTAGGCTG AAAATTCTGTAGTGAGCCGT
Maell (b) GGATGTGGCTGGAATACAGA TTCTGTCACTTTGTCTGCCC
Maell (c) GAAACATTGTGTCTGTATGG GTAAATTGTTAAGGGGAGAC
5a-R

Cm CAACTTTCTGTCCATCTACC CTTACAACTCTCCTCTTTCG
BstUI (a) CACCTTCCCAGCCCTGACAG AGGTGCCAGGAGAGAGGGGT
Maell (b) AGTCAAGAAATATGCCTGAA AATACGTTCTCGGTATGAAT
Maell (c) CCACTAAGCGTGAATCTCTC AACACTCCATGACTCTCTGC
Maell (d) CTGCTGGCTATGTTTCTGAT TGGAATTAAGTCTCTGAGCC
ARO

Cm ACTCAAGGGCAAGATGATAA AGTGACAAGGCAAGACAAAT
Maell CTGGAGTAGGAGCCTTTACC CTTGAGTGGGTAGAGTGACG
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e Andlisis del estado de metilacion del ADN.

Para evaluar el estado de metilacién del ADN en las regiones de interés de los genes de
Pome, Npy, Agrp, Th, Drdl, Drd2, Dat, 5a-R, 3a-hsd y Aro se utiliz6 la técnica combinada de
digestion con enzimas de restriccion sensibles a metilacion seguida de gQPCR (MSRE-PCR) [104].
En primer lugar, a partir de muestras de tejido de las areas especificas del cerebro aisladas y
utilizando el reactivo TRIzol se realizé la extracciéon de ADN genémico (ADNg) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. La concentracion total de ADNg fue determinada por medicion a A,g
y el ADN fue almacenado a -20°C. Entre 0,3 -0,6 ug de ADNg fue digerido con 10 unidades de
BstUI (New England BioLabs, Beverly, MA) o 1 unidad de Mae II (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN) o Smal (Promega, Madison, WI) en buffer enzimatico 1X durante 1 hora a 60°C,
50°C o 25°C, respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de
digestion fueron purificados con el kit Wizard SV gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, WI). El nivel de expresion relativa de las diferentes regiones del ADN fue analizado
mediante qPCR (tal como se describié previamente), utilizando los oligonucleétidos listados en la
Tabla 3. Cada muestra fue cuantificada por duplicado o triplicado. Como control interno (CI) se
amplificé una region del gen que no contenia sitios BstUI, Mae Il o Smal (control normalizador).
Cuando un sitio CpG estd metilado no puede ser digerido por BstUI o Mae II y el producto es
amplificado. Contrariamente, si el sitio no estd metilado, las enzimas cortan la secuencia y no hay
amplificacién del fragmento. Los niveles relativos de metilacién se calcularon utilizando el

método de curva estdndar relativa previamente descripto [158].

3.11 DETECCION DE LA EXPRESION PROTEICA.

e Procesado histologico.

Los cerebros fueron fijados por inmersién en paraformaldehido al 4% (p/v) durante 48 h a
4°C. Luego se realizaron dos lavados con PBS (pH: 7.5) de 10 min cada uno y se mantuvieron los
tejidos en una solucién de alcohol 70°. Durante el protocolo de procesado, las muestras fueron
deshidratadas en series de etanol de graduacién creciente, clarificados en xilol y embebidas en
parafina fundida, en estufa a 60°C. El calor provocé la evaporacién de los restos del solvente
(xilol) y de esta forma, los espacios ocupados por éste fueron impregnados por la parafina. Luego
se colocd la muestra en un recipiente con parafina fundida y se dejé solidificar a temperatura
ambiente. Esto permitié obtener un bloque de parafina denominado “taco” con el tejido en su
interior. Obtenido el taco, se realizaron cortes histolégicos seriados de 5 um de espesor en
micrétomo (Leica, Jung RM2025, Leica Instruments GMT, Nussioch, Alemania) que se montaron
en portaobjetos pretratados con adhesivo tisular (3-aminopropil trietoxysilano, Sigma-Aldrich) y
se secaron en estufa a 37°C durante 24 hs. Estas muestras fueron utilizadas para anélisis mediante
inmunohistoquimica (IHQ), lo cual permitié determinar la expresién de diferentes proteinas de

interés.
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e  Inmunohistoquimica.

La técnica de IHQ permite identificar in sifu un antigeno celular mediante una reaccién

antigeno-anticuerpo, que se visualiza gracias a una molécula marcadora. Para la inmunomarcacion

de REa, RP, ARO y 5a-R se utilizaron anticuerpos de produccién propia y se siguié un protocolo

previamente publicado que utiliza el calentamiento de la muestra en horno microondas como

método de recuperacion antigénica, estreptavidina-peroxidasa como como sistema de revelado y

NiCl, en una solucién de diaminobencidina (DAB) como cromdgeno [163]. El protocolo general

empleado se resume en la Tabla 3. En todos los casos se realizaron controles negativos de

especificidad, sustituyendo el anticuerpo primario con un suero no inmune, y controles positivos,

que consistieron en tejidos cuya reaccién positiva fue comprobada con anterioridad.

Tabla 3. Protocolo general de la técnica de IHQ.

Desparafinizacion e hidratacién

Xilol 1,2y 3 3 pasajes de 3 min c/u
Alcohol 100°,96° y 70° 3 pasajes de 3 min c/u
PBS 5 min

Recuperacion Antigénica

Buffer citrato 0,01M pH=6,00 en horno microondas:

Potencia al 100% sin muestras 3 min

Potencia al 100% con muestras

5 min + 3 min + 3 min

Apagado 20 min
PBS 10 min
Bloqueo de la actividad de peroxidasa endbgena

H,0, al 3% en metanol 15 min
PBS 15 min

Bloqueo de uniones inespecificas

Suero normal de cabra 1/20 diluido en PBS con 1,5% de leche en polvo
descremada

30 min (en cimara himeda)

Anticuerpo Primario

Incubacién con anticuerpo especifico:

REa: ER200 (LETH — ISAL), dilucién de trabajo: 1/50
RP: PR130 (LETH — ISAL), dilucién de trabajo: 1/200
ARO: AROM (LETH — ISAL), dilucién de trabajo: 1/500
50-R: 5aR (LETH — ISAL), dilucién de trabajo: 1/500
PBS

14-16 hs a 4°C (en camara
hiimeda)

15 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo Secundario: Anti-ratén biotinilado (LETH — ISAL) 1/200
PBS

Estreptavidina- Peroxidasa (Sigma, Aldrich) 1/150

PBS

Sustrato enzimdtico (5 ul de H202 30 vol) + cromdgeno (1,65
mg DAB + 40 mg NiCl,) disueltos en 3,3 ml Tris-HCI 0,05 M (pH 7,5)

Agua destilada

30 min (en cimara himeda)
5 min
30 min (en cimara himeda)
Smin

6-10 min

5 min

Deshidratacion

Alcohol 70°, 96°, 100° Iy 100° II
Xilol 1y Xilol 2

3 pasajes de 1 min c/u

2 min y 5 min

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt, Sigma, Aldrich)
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3.11.1 Generacion de un anticuerpo policlonal anti-ARO y anti-50-R.

Para estudiar la expresion de las proteinas ARO y 5a0-R mediante ensayos de THQ

generamos previamente los anticuerpos policlonales como se detalla a continuacién.

e Disefio bioinformdtico, amplificacion, clonado de la secuencia nucleotidica

necesaria para la expresion de los antigenos de ARO y 5a-R.

La regién de la secuencia de los genes de ARO (NM_017085.2) y 5a-R (NM_017070.3)
que se utilizé para generar el antigeno fue seleccionada utilizando la herramienta BioPlot del
programa informdtico Vector NTI Suite Version 6.0 (Infomax Inc.), capaz de identificar zonas
proteicas con alta antigenicidad tedrica. Para la produccion del antigeno se utilizé una estrategia
de clonado direccional EcoRI — Xhol, amplificando por PCR las secuencias nucleotidicas de las
regiones antigénicas seleccionadas. Para las amplificaciones por PCR se emple6 ADNc obtenido
de una muestra de ovario de rata y se utilizaron oligonucledétidos disenados especificamente con el
agregado de sitios de corte para enzimas de restriccion (EcoRIl: GAATTC, Xhol: CTCGAG) que

se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para amplificar y clonar las secuencias de Aromatasa (ARO) y 5a-
Reductasa (50-R).

Gen Oligonucleétidos Tamaiio (pb)
ARO (Sentido) tgggGAATTCCGGTGACAGAGACATAAGGATTG 180
ARO (Antisentido) gggeCTCGAGTCATCTTCCGATGTTCAGAATGATG
50-R (Sentido) cgggGAATTCCGGCATGGTGATAAATATCCAC 183

S5a-R (Antisentido) attaCTCGAGTCAGCTGGCCAGTGCAAAGCCAC

En minusculas se muestran los extremos 5° no especificos de los oligonucleétidos. En negrita y subrayado
se resalta la secuencia de corte de las enzimas EcoRI y Xhol (Promega) utilizadas para el clonado
direccional en el vector de expresién pGEX4T-3.

El producto de PCR obtenido, se purificé a partir de un gel de agarosa utilizando el kit
Wizard SV Gel and Clean-Up System (Promega) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Luego, cada producto de PCR se digiri6 con las enzimas EcoRI y Xhol en Buffer H (Promega)
durante 2 horas a 37°C. Los productos de los cortes de restriccién fueron purificados y ligados al
vector pGEX-4-T3 (Figura 12, Stragene Corp., La Jolla, CA) digerido con las mismas enzimas,
durante toda la noche a 4°C utilizando la enzima T4 ADN ligasa (Promega). Asi, se logré el

clonado direccional en el vector de expresion recombinante pGEX-4T-3.
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Figura 12. Plasmido pGEX-4T-3 y estrategia de clonado direccional utilizada para la expresion de los
antigenos de aromatasa (ARO) y 5a-Reductasa (5aR) como una proteina de fusién con glutation-S-
transferasa (GST-ARO/5aR). Tomado y modificado de GE Healthcare Life Sciences 2014.

De esta forma, el marco de lectura de ARO o 5a-R queda en fase con el de la Glutation-S-
transferasa (GST, Figura 12). Asi, los constructos pGEX-4T-3/ARO o pGEX-4T-3/5aR dirigen la
sintesis de la proteina de fusién GST-ARO o GST-5aR, respectivamente. Con los plasmidos
recombinantes obtenidos se trasformaron bacterias Escherichia coli (E. coli) DH5a (Stratagene)
por el método de CaCl,. Se seleccionaron clones de bacterias transformadas al azar y se cheque6
por PCR que efectivamente habian sido trasformadas con el vector recombinante. Se generaron

stocks de esas bacterias y se almacenaron a -80°C.

e Expresion y purificacion de los antigenos recombinantes.

Para expresar en forma soluble las proteinas recombinantes, células de E. coli JM109
(Stratagene) fueron transformadas con el vector pGEX-4T-3/ARO o pGEX-4T-3/5aR y cultivadas
en medio Luria Bertani (1% peptona de carne, 0,5% extracto de levadura, 1%NaCl). La expresién
de las proteinas de fusién se indujo con el agregado de Isopropil-pB-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG, Promega) en una concentracién final de 250 nM. Luego de la induccién, el cultivo de
células fue sonicado en bafio de hielo (High Intensity Ultrasonic Processor, Vibra-Cell, Sonics
and Materials Inc. Newton, CT, USA) y centrifugado a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue recuperado y la proteina de fusién fue purificada a partir del mismo utilizando
una columna cromatografica GSTrap™ (GE Healthcare, Buenos Aires, Argentina). Se recogieron
las fracciones de elucién, cuya concentracién de proteina se estimé determinando la absorbancia a
280 nm. Las fracciones obtenidas fueron sembradas y corridas en un gel de poliacrilamida del 5 al

20% para evaluar su pureza relativa. Se juntaron todas las fracciones contenfan proteina y se las
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concentrd utilizando tubos de filtracién forzada (Centricon, limite de paso 10 KDa, Millipore,

Billerica, MA).

e  Obtencion, purificacion 'y caracterizacion del anticuerpo policlonal

monoespecifico de conejo.

a) Inoculacion de los conejos:

Una vez obtenidas las proteinas de fusion purificadas (GST-ARO o GST-5aR) se
procedié a la inoculacién de dos conejos, uno para cada antigeno, de acuerdo al siguiente
protocolo [164,165]:

- Se tomé una muestra de sangre de la cual se obtuvo el suero basal y luego se inoculé cada
antigeno,

- Se inyectd por via subcutdnea una preparacion de 300 pl de cada antigeno en una concentracién
de 1 pg/ul disuelto en PBS con 300 pl de adyuvante completo de Freund,

- 15 dias después se realiz6 una inoculacién preparacion antes descripta, pero esta vez, se utilizé
adyuvante incompleto de Freund. Este procedimiento se repiti6é dos veces cada 15 dias, finalizado
el proceso de inoculacién a los 60 dias de la primera inoculacién. Dos semanas luego del dltimo

estimulo, los conejos fueron sacrificados, almacendndose los sueros a -20°C.

b) Purificacion de los anticuerpos especificos:

Se realiz6 mediante dos cromatografias de afinidad sucesivas, utilizando columnas cuya
matriz se componia de agarosa unida a radicales N-hidroxisuccinamida (NHS) activados (Hi-Trap
NHS activated HP, GE healthcare). Estas columnas permiten adherir a la matriz activada,
antigenos especificos de los anticuerpos que se desean aislar. En la primera cromatografia, nos
hemos propuesto separar del antisuero, los anticuerpos que pudiesen haberse generado contra el
péptido de GST (que formaba parte de los antigenos recombinantes inoculados a los conejos).
Para ello se adhirié a la columna cromatogrifica el péptido de GST obtenido a partir de la
expresion en células E. coli JM109 transformadas con el plasmido pGEX-4T-3, es decir, sin
ninguna proteina fusionada a GST. Para ello, 5 mg de proteina GST purificada, se concentraron
con tubos Centricon (Millipore) a un volumen final de 1 ml. Esta solucién se adicioné a la
columna de 1 ml de lecho activado y se incubé durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se desactivaron los grupos NHS activos remanentes y la columna se lavd con
PBS, luego con solucién de elucion (glicina 100 mM pH 3) y finalmente, se equilibré con PBS.
Una vez preparada la columna se sembrd el antisuero y se lavé con PBS. En esta columna quedan
retenidos los anticuerpos contra GST, pasando al percolado la fraccién de antisuero que contiene
los anticuerpos especificos contra ARO o 5a-R. De esta manera, el percolado se conserva hasta la
siguiente cromatografia. La columna luego se eluye con buffer de elucién, y se descarta el eluato
que contiene los anticuerpos contra GST. En la segunda cromatografia nos propusimos purificar

los anticuerpos especificos contra la proteina de interés (ARO o 50-R), descartando otros
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anticuerpos o moléculas contaminantes del antisuero. Por lo tanto, para estas cromatografias se
emplearon las mismas columnas Hi-Trap NHS activated HP, pero adicionando a la columna de 1
ml de lecho activado, 5-7 mg de proteina recombinante GST-ARO o GST-5aR purificada y
concentrada. En este caso el percolado se descarté y los anticuerpos de interés retenidos en la
columna se eluyeron y se recogieron fracciones de 1 ml con 60 pl de Tris-HCl 1,5 M pH 8,6 para
neutralizar el eluido. Luego se ley6 la absorbancia de cada fraccién en espectrofotometro a 280
nm. Las fracciones con absorbancias mayores a 0,2 se juntaron, homogeneizaron y posteriormente
se concentraron con tubos Centricon (Ilimite de paso 30 KDa, Millipore) y se almacenaron a -20°C

hasta ser utilizadas para los inmunoensayos.

¢) Caracterizacion de los anticuerpos generados por Western Blot e IHQ:

Para caracterizar por Western blot el anticuerpo anti-ARO producido, se usaron extractos
proteicos de ovario (como control positivo). Asi, 100 ug de tejido se sembraron en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) en gradiente 4-20%, se corrieron en una cuba electroforética y luego
se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas con leche
descremada al 5% disuelta en buffer Tris-salino Tween (Tris 25 mM, NaCl 0,14 M, Tween-20
0,05% v/v, pH=7,4) a 4°C durante toda la noche para prevenir uniones inespecificas. Al dia
siguiente, se realizaron 3 lavados con solucién tamp6n Tris con Tween (TBST) y se incubd con el
anticuerpo anti-ARO (diluciones: 1/100 — 1/200 — 1/400) en TBST-leche 2% durante 1:30 h.
Luego, la membrana se lavé con TBST y se incub6 con el anticuerpo secundario (anti-conejo
conjugado con peroxidasa (Sigma) diluido 1/200 en TBST-leche 2%) durante 1 h. La membrana
se lavd 3 veces con TBST y la reaccidn se visualizé utilizando como cromégeno DAB 0,5 mg/ml
(Sigma). El peso molecular de las proteinas fue determinado utilizando marcadores de peso

estdndar (Broad Range Protein Markers, Promega, Madison, WI, USA).

Por otra parte, para confirmar la reactividad y especificidad de los anticuerpos generados,
se realizaron ensayos de IHQ en tejidos embebidos en parafina usando secciones de ttero de rata,
siguiendo el protocolo descripto en la seccion 3.11 (Tabla 3). Para evaluar la especificidad de los
anticuerpos generados, los péptidos antigénicos GST-ARO y GST-5aR fueron utilizados para pre-
adsorber el anticuerpo correspondiente, incubando 1 pg del anticuerpo con 10-20 pg del péptido

antigénico durante 24 h a 4°C.

312 ANALISIS ESTADISTICO.

El peso corporal de los animales, los valores de colesterol y triglicéridos circulantes, el
test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa y los test de locomocién y de interaccién social
fueron evaluados por medio de un test T de Student no pareado de dos colas. Las ingestas en masa
y energética fueron evaluadas por ANOVA de medidas repetidas seguido del post test de
Bonferroni. Para analizar los pesos de los tejidos adiposos, los valores de glucosa y hormonales

séricos y los niveles de expresion génica se aplicd a los valores normalizados un ANOVA de dos
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vias utilizando como factores la dieta y la duracién de la intervencion dietaria. En caso de
detectarse interaccién entre los mismos, se prosiguié con un ANOVA de una via seguido del post-
test de Tukey. Todos los datos fueron calculados como la media + el error estindar de la media
(SEM) y se consideré un nivel de diferencia significativa al valor p < 0,05 para todos los test
estadisticos. Para su andlisis se utilizé el software estadistico IBM SPSS Statistics 22 software

(IBM Inc., Armonk, NY, USA) o el software R versién 3.3.3.

Para evaluar los test de saciedad sensorial especifica se realizaron cuatro tipos de andlisis
estadisticos, utilizando para ello el software IBM SPSS Statistics 22 y el software R version 3.3.2.
Para la familiarizacion, se empleé un modelo lineal de medidas repetidas, que contempla las
repeticiones, las dos soluciones (sacarosa y maltodextrina) y los grupos experimentales (C y
CAF). Para la pre-exposicién se utiliz6 un ANOVA para grupos con muestras dependientes,
considerando de este modo las soluciones y los grupos experimentales. Para el choice test se
realizé un test T para muestras relacionadas, que permitié comparar la preferencia por la solucién
preexpuesta o la novedad dentro de cada grupo experimental; asi como un ANCOV A para evaluar
la diferencia entre las preferencias de los grupos. En el caso de los test de locomocién e
interaccion social se realiz6 un andlisis ANOVA de medidas repetidas utilizando como factores la

dieta y la duraciénde la intervencion dietaria, seguido de un post test de Bonferroni.
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4. RESULTADOS
41  CARACTERIZACION DE LA DIETA DE CAFETERIA.

En primer lugar y para cumplir con el Objetivo 1, hemos caracterizado los efectos del
consumo de una dieta CAF en ratas Wistar hembra. Para el diseiio de la misma, se seleccionaron
una serie de alimentos ricos en grasas y/o hidratos de carbono disponibles en el mercado local y
con una composicién y caracteristicas similar a la reportada en la bibliografia. Dentro de las
variables que determinan el modelo experimental en estudio, podemos considerar las atenientes al
animal: especie, cepa, sexo, edad, estado fisioldgico; y las referentes al modelo dietario: duracion
de la intervencién dietaria, densidad energética de la dieta, tipos de alimentos ofrecidos, indice de

recambio de los mismos, entre otros [137,166,167].

Veinticinco alimentos fueron suministrados a un pequefio lote de animales (macho y
hembra), con el fin de elegir los definitivos que compondrian la dieta. De este modo se optd por
13 alimentos féciles de roer y de administrar en las jaulas, con buena palatabilidad para los
roedores y estables a temperatura ambiente, entre los que se incluyeron galletitas dulces y saladas,
golosinas, snacks y quesos, los cuales se listan en la Tabla 5. La distribucion semanal de la dieta
(Tabla 6) se organizé de forma de obtener una composicion caldrica diaria similar (4,85 kcal/g),
ofreciendo un promedio de 46% de energia en forma de hidratos de carbono, 8% en forma de

proteinas y 46% en forma de grasas.

Tabla 5. Composicién centesimal y energética de los alimentos de la dieta de cafeteria.

Carbohidratos  Proteinas Grasas
Cada 100 g de alimento tciiis g kcal g kcal g kcal
Papas Fritas (Great Value) 556,0 56,0 2240 6,0 240 352 3168
Chizitos (Great Value) 4920 56,0 2240 52 20,8 27,2 2448
Bizcochos salados (Don Satur) 516,7 53,3 2133 90 36,0 29,7 267,0
Galletitas Sabor Queso (Club Social) 453,0 68,0 2720 76 304 17,0 153,0
Queso Parmesano (La Paulina) 380,0 0,0 0,0 30,0 120,0 28,0 252,0
Bon O Bon (Arcor) 551,0 48,0 192,0 10,0 40,0 36,0 324,0
Rhodesia (Mondel&z) 527,0 62,0 248,0 4,1 164 29,0 261,0
Chocolate para taza (Aguila) 4740 55,0 220,0 6,6 264 250 2250
gﬂfg;}?s dulces con chips de chocolate 4450 600 2400 5.6 224 200 180.0
gaiteéiltgzo()iulces Waffer Maxi Chocolate 5080 63,0 2520 5.5 220 260 2340
Galletitas dulces rellenas (Oreo) 485,0 65,0 260,0 57 22,8 22,0 198,0
Mantecol (Georgalos) 530,0 47,0 188,0 150 60,0 31,0 279,0
Budin marmolado (Valente) 387,0 63,0 252,0 48 19,2 13,0 117,0
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Tabla 6. Menu semanal de la dieta de cafeteria.

SEMANA 1

Lunes Chizitos + Galletitas Club Social + Rhodesia

Miércoles Chizitos + Galletitas Don Satur + Bon O Bon

Viernes Galletitas Club Social + Chizitos + Galletitas Bauducco
SEMANA 2

Lunes Chizitos + Oreo + Papas fritas

Miércoles Chizitos + Galletitas Toddy + Budin

Viernes Galletitas Club Social + Queso Parmesano + Mantecol

4.1.1 Efecto de la dieta CAF sobre la ingesta.

A lo largo de toda la intervencién dietaria se registré diariamente la cantidad de cada
alimento suministrado y el resto no ingerido, pudiendo calcularse por diferencia la ingesta. Desde
la primer semana de dieta se observé una tendencia (dado que sélo fue estadisticamente
significativa en algunas semanas) a una menor ingesta de alimentos (expresada en gramos) por
parte de las hembras CAF respecto a las C, que se mantuvo a lo largo de toda la intervencién
dietaria (Figura 13). Cuatro semanas de CAF disminuyeron en un 14% tanto la ingesta en masa
diaria promedio (p < 0,0001) como la ingesta en masa acumulada (p < 0,0001) respecto al grupo
C, diferencia que en ambos casos se exacerba hacia la semana 20 de dieta (Tabla 7). Al realizar un
andlisis a lo largo del tiempo, debemos resaltar que entre las semanas 4 a 11 de dieta los animales
C incrementan su ingesta en masa diaria promedio en mayor medida que los animales CAF. Sin
embargo, entre las semanas 11 y 20 son los animales CAF los que duplican su ingesta en masa
diaria promedio respecto a los animales C (Tabla 7). Este cambio no se refleja en la ingesta en

masa acumulada, la cual se incrementa de forma similar para ambos grupos a lo largo del tiempo.
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Figura 13. Ingesta semanal en masa de hembras alimentadas con dieta Control (C) o de Cafeteria (CAF).
Valores expresados como media + SEM (n=32/grupo). Se indican con *, ** *%* ]ag diferencias
significativas entre los grupos C y CAF a p<0,05; p<0,01 y p<0,001, respectivamente mediante analisis
ANOVA de medidas repetidas seguido del post test de Bonferroni.

La ingesta energética fue calculada en funcién de la composicién energética de cada
alimento (Tabla 5) y de la ingesta en masa diaria. La ingesta energética se vio incrementada

significativamente desde la segunda semana de dieta, diferencia que se mantuvo practicamente a
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lo largo de toda la intervencién dietaria (Figura 14). Cabe destacar que tanto los animales C como
CAF mostraron un marcado incremento en la ingesta energética desde el destete hasta la tercer
semana de dieta. Los animales CAF presentaron una ingesta energética diaria promedio 21%
mayor que los animales C (p < 0,0001), la cual se mantuvo a lo largo de todos los periodos de
dieta estudiados (Tabla 7). Cabe destacar que, entre las semanas 4 a 11 de dieta, el aumento en la
ingesta energética diaria fue similar para ambos grupos dietarios. Sin embargo, en las semanas 11
a 20, el aumento fue casi tres veces mayor para los animales CAF que para los C.
Consecuentemente, las hembras alimentadas con CAF por 4 semanas presentaron una ingesta
energética acumulada 21% mayor que las C, diferencia que disminuye levemente hacia la semana

11, para volver a incrementarse a un 25% en la semana 20 (p < 0,001; Tabla 7).
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Figura 14. Ingesta semanal en energia de hembras alimentadas con dieta Control (C) o de Cafeteria (CAF).
Valores expresados como media £+ SEM (n=32/grupo). Se indican con *, ** *** ]ag diferencias
significativas entre los grupos C y CAF a p<0,05; p<0,01 y p<0,001, respectivamente mediante andlisis
ANOVA de dos vias seguido del post test de Bonferroni.

Tabla 7. Ingestas diarias y acumuladas en masa y en energia de hembras alimentadas con dieta control por
4 (C4), 11 (C11) o 20 semanas (C20) o de cafeteria por 4 (CAF4), 11 (CAF11) o 20 (CAF20) semanas.
Valores expresados como media + SEM (n=10-11/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa
p < 0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post test de Tukey; factores: Dieta (D), la duracién de la
intervencion dietaria (t), interaccién dieta x duracién de la intervencidn dietaria (Dxt).

C4 CAF4 C11 CAF11 C20 CAF20 ANOVA

Ingesta diaria 3482+ 4224+ 4035+ 4761+ 4149+ 51,08+

promedio a b b ¢ b d D,t
(keal/dia) 0,66 0,43 0,44 0,54 0,47 1,01

Ingesta diaria 11,88+ 1041+ 1361+ 11,39+ 1396+ 12,05+ Dt
promedio (g/dia) 0,22° 0,21° 0,16° 0,16° 0,17¢ 0,26° ’
Ingesta acumulada 452,60 550,00 1331,50 1570,00 2489,60 3110,60+ D. t. Dxt
(kcal) +8,53"  +£5,59° +14,69° +16,61° +£28,000 37,43 o
Ingesta acumulada 15443 13534 44901 37573 83786 72990+ L
(g) £287° £266° +£527° £544° £1025° 9,56° o

Una de las caracteristicas de la dieta CAF es que le permite al animal la libre eleccién del
alimento a consumir [168]. De esta forma la ingesta de los distintos macronutrientes puede verse
afectada, por lo que resulta necesario calcularla. La ingesta de macronutrientes se expresé como

un porcentaje del consumo energético diario total a las 4, 11 o 20 semanas (Figura 15). A lo largo
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de todo el estudio, los animales alimentados con CAF presentaron un consumo de energia en
forma de lipidos 3 veces mayor a los animales C (p < 0,0001), y consumieron menos proteina (-
46%; p < 0,0001) y carbohidratos (-20%; p < 0,0001). Para nuestra sorpresa, a pesar de la gran
variabilidad de los items que conformaron la dieta CAF, la ingesta de cada macronutriente se
mantuvo estable a lo largo de las 20 semanas, primando el consumo de carbohidratos, seguido por
las grasas y en ultimo lugar por las proteinas (Figura 15). Sin embargo, la variabilidad de items
dietarios permitié que, pese a que la dieta ofrecié un 46% de energia en forma de grasa y un 8%
en forma de proteina, los animales bajo esta dieta s6lo consumieron un 33% de energia en forma
de grasa y aumentaron al 12% la ingesta de proteina, presumiblemente en un intento de mantener

el equilibrio de macronutrientes.
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Figura 15. Ingesta en macronutrientes de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria durante
4 (CAF4), 11 (CAF11) o 20 semanas (CAF20).Valores expresados como media + SEM (n=10-11/grupo).

Dado que no todos los componentes de la dieta CAF se eligen y consumen por igual, se
registré la cantidad exacta de cada alimento consumido [169]. De esta manera, al analizar la
ingesta por tipo de alimentos (Figura 16), se destaca que a lo largo de toda la intervencién
dietaria los animales alimentados con CAF prefirieron y consumieron cantidades excesivas de los
diferentes alimentos de alta palatabilidad presentados (85% de la ingesta energética diaria total,
aproximadamente), en relacion al alimento balanceado (15% de la ingesta energética diaria total).
Por otro lado, se pudo observar que la ingesta de CAF incrementa la preferencia hacia los
alimentos dulces a lo largo del tiempo. La intervencién a corto plazo produjo una preferencia del
47% de la ingesta energética acumulada hacia los alimentos dulces (sefalizados en verde) sobre
los salados (sefnalizados en amarillo - 36% de la ingesta energética acumulada), mientras que la
intervenciéon a mediano plazo incrementd la misma, ya que el 56% de la ingesta energética
acumulada de los animales CAF fue de alimentos dulces y un 30% de alimentos salados. Esta
preferencia se exacerba atin mds en el largo plazo, donde el 60% de la ingesta energética
acumulada esta representada por alimentos dulces y tan s6lo el 26% por alimentos salados (Figura

16).
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Figura 16. Porcentaje ingerido de cada alimento en relacién de la ingesta energética total de hembras
alimentadas con dieta de cafeteria por (a) 4 (CAF4), (b) 11 (CAF11) o (c) 20 (CAF20) semanas. En verde
se muestran los porcentajes de alimentos consumidos dulces - budin marmolado, mantecol, galletitas dulces
rellenas (Oreo), Galletitas Waffer Maxi chocolate (Bauducco), Galletitas con chips de chocolate (Toddy),
Chocolate, Rhodesia, Bon O Bon — y en amarillo los porcentajes de alimentos consumidos salados — Papas
fritas, Chizitos, Bizcochos salados (Don Satur), Galletitas sabor queso (Club Social) y Queso parmesano.
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4.1.2 Efecto de la dieta CAF sobre el peso corporal.

A partir del seguimiento semanal de los animales se realizé una curva de peso corporal
(Figura 17). Los animales de ambos grupos dietarios presentaron un continuo incremento del peso
a lo largo de los periodos estudiados. Se observa un menor peso corporal en las hembras
alimentadas con dieta CAF hasta la tercera semana de dieta, probablemente debido a la adaptacién
de los animales a la misma. A las 4 semanas ambos grupos dietarios presentaron el mismo peso
corporal (normopeso). Luego de este punto, los animales alimentados con dieta CAF comenzaron
a incrementar su peso corporal en mayor medida que los C, presentando una diferencia
significativa de peso a partir de la semana 9 de dieta (sobrepeso), la cual se mantuvo hasta el final
de la intervencidn dietaria, llegando a ser del 16% a las 20 semanas (p < 0,001), considerdndose
un cuadro de obesidad [170]. Esto trajo aparejado una ganancia de peso 15% mayor de las
hembras CAF respecto a las C a las 11 semanas de dieta (C: 171,51 = 4,13g; CAF: 197,43 +
3,80g; p < 0,001) que se incrementd a 19% a la semana 20 (C: 191,97 £ 3,24; CAF: 227,6 +
5,91g; p <0,001).
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Figura 17. Curva de peso corporal de las hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF)
durante 20 semanas. Los valores se expresan como la media £+ SEM (n=32 animales/grupo hasta las 4
semanas; n=22 animales/grupo hasta las 11 semanas y n=11 animales/grupo hasta las 20 semanas). Se
indican con * las diferencias significativas entre los grupos C y CAF con p<0,05 segtin test t de Student.

1.1.3  Efecto de la dieta CAF sobre el peso de los parches de tejido adiposo.

Para determinar los posibles cambios sobre el peso de los tejidos adiposos, se aislaron y
pesaron los parches de TARP, TAPg y TAS. Los resultados se expresan en gramos (valor
absoluto) y como porcentaje respecto del peso corporal total (Tabla 8). A corto plazo, se observo
un incremento en el peso del TAS de los animales CAF4 en relacién a los C4, tanto en forma
absoluta (p < 0,05) como relativa al peso del animal (p < 0,01). Ademads, se observé un
incremento en el TAPg% (p < 0,01). Todas estas diferencias se mantuvieron en el mediano y

largo plazo, a las cuales se sumaron un incremento en el peso del TARP como del TAPg de las
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hembras CAF, tanto en forma absoluta como relativa al peso del animal (p < 0,0001, en todos los
casos). Ademds, la adiposidad se vio afectada de forma diferencial en funcién de la duracion de la
intervencion dietaria: entre las semanas 4 a la 11, los parches de TAPg y TARP presentaron un
marcado aumento tanto en animales alimentados con dieta CAF como C, para luego estabilizarse,
a diferencia del TAS, que en ambos grupos dietarios aumenté en mayor medida entre las semanas

11220 (p < 0,0001).

Tabla 8. Peso de los tejidos adiposos de hembras alimentadas con dieta control por 4 (C4), 11 (C11) o 20
(C20) semanas o de cafeteria por 4 (CAF4), 11 (CAF11) o 20 (CAF20) semanas. Valores expresados como
media + SEM (n=10-11 animales/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin
ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey; factores: Dieta (D), duracién de la intervencién dietaria
(), interaccion dieta x duracion de la intervencion dietaria (Dxt).

Pardmetro C4  CAF4 CI1  CAFIl  C20 CAF20 ANOVA

005t 313+ 693+ 1336+ 799+ 1501<

TAPg () 0.10°  026° 073  124° 033" 0op¢ D LDxt

TAPg (/100 gde 079+  259:0, 341 5.92 3.66 6.31 bt

peso corporal) 0,10 19° +0,34"  +0,52° 0,11  +0,27° ’
068+ 120+ 411+ 649+ 495+ 990+

TARP (g) 008  017° 048" 043 041" 0760 D LDxt

TARP (@100 gde 0530, 0.9 203 2.88+0, 227 371 oo

peso corporal) 06" +0,11°  +0,24° 18° +0,15¢  +0,22¢ o
005+ 03340, 0.10+0, 0430, 08440, 13840,

TAS (g) 0,02° 06° 01 03¢ 12° 25¢ D,

TAS (g /100 g de 0,04 0.23 0.06 0.14 034 0550,

peso corporal) +0,02°  +0,05°  +0,01*  #0,01° 40,05 14° ’

1.1.4 Efecto de la dieta CAF sobre pardmetros metabolicos y niveles plasmdticos

hormonales.

A partir de la sangre troncal obtenida en los sacrificios, se determind la concentracién
sérica de metabolitos y hormonas circulantes. Ademds, se evalud la resistencia a la insulina de
acuerdo al indice HOMA vy se determiné la homeostasis de la glucosa mediante el test de
tolerancia intraperitoneal a la glucosa. Como puede observarse en la Tabla 9, luego de 11 semanas
de dieta las concentraciones séricas de leptina fueron significativamente mayores en las hembras
CAF respecto a las C, llegando a ser 3 veces mayores luego de 20 semanas (p < 0,0001). Los
niveles de glucosa e insulina basales no presentaron cambios con la dieta, lo que,
consecuentemente, tampoco se reflejé una variacion en el indice HOMA (Tabla 8). Ademds, 20
semanas de dieta CAF no produjo cambios en la homeostasis de la glucosa, dado que ni el test de
tolerancia intraperitoneal a la glucosa (Figura 18) ni el drea bajo la curva se vieron afectados por
la dieta (Tabla 9). Ademads, los valores séricos de triglicéridos y colesterol total no presentaron
cambios luego de 20 semanas de dieta (Tabla 9). Los niveles séricos de estradiol no se vieron
modificados por la dieta, pero si por la duracién de la intervencion dietaria, al aumentar luego de

20 semanas de intervencion dietaria, tanto en animales C como CAF (p < 0,01).
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Tabla 9. Parametros metabdlicos de hembras alimentadas con dieta control por 4 (C4), 11 (C11) o 20 (C20)
semanas o con dieta de cafeteria por 4 (CAF4), 11 (CAF11) o 20 (CAF20) semanas. Valores expresados
como media + SEM (n=10-11 animales/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05
segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey; factores: Dieta (D), duracién de la intervencién
dietaria (t), interaccion dieta x duracién de la intervencidn dietaria (Dxt).

Parametro C4 CAF4 C11 CAF11 C20 CAF20 ANOVA

Leptina (ng/ml)  1,32+0,14° 1,7320,10°° 1,74%0,05° 2,5320,11° 1744028 522¢020° DLDX

Glucosa (mM) 7,82+0,5 7,14+0,34  8,21+0,52  8,36+0,47  7,37+0,52  §,11+0,17

Insulina mU/M)  24,47+0,98 24,69+£2,37 27,32+1,28 27,15+1,03 27,99+4,20 27,38+6,33

HOMA 8,86+0,76  7,67+0,45 10,13%1,10 10,15+0,81 9,44+1,78 10,07+2.,68 -
Area bajo 141026 + 145854 +
la curva 93,14 118,82
Triglicéridos 102,89 + 82,45 + i
(mmol/l) 11,65 9,96
187,99+ 196,99 +
Colesterol 7.89 4.82 -
. 0,014 + 0,008 + 0,005 + 0,011 + 0,019 + 0,027 +
Estradiol (ng/ml) ) {5y, o 0,003 0,001 * 0,003** 0,004 "¢ 0,003 ¢ T, Dxt
ipGTT
300- - C
-o— CAF

£ 250+

£
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Figura 18. Test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa.Valores expresados como media + SEM (n=10-11
animales/grupo).

4.2 EFECTO DE LA DIETA DE CAFETERIA SOBRE LOS MECANISMOS
HOMEOSTATICOS DE REGULACION DE LA INGESTA A LO LARGO DEL
TIEMPO.

4.2.1 La dieta CAF altera la expresion génica de neuropéptidos en niicleos
hipotaldmicos discretos.

Con el fin de analizar si la dieta CAF afecta el sistema homeostitico de control de la
ingesta (Objetivo 2), se estudi6 la expresidon génica de neuropéptidos orexigenos y anorexigenos
en nucleos hipotaldmicos discretos, que se muestra en las Figura 19 y 20. En el corto plazo, no se
encontraron cambios en la expresiéon de los genes estudiados en los nticleos hipotaldmicos de
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interés en los animales CAF4 en relacion a los C4. En el mediano y largo plazo, la dieta CAF
indujo una sefial anorexigena en ARC: 11 semanas de CAF aumentaron significativamente la
expresion de Pomc, y este efecto se increment6 luego de 20 semanas, cuando los niveles de este
neuropéptido se triplicaron (p < 0,0001), cambio al cual se suma una disminucién a la mitad en la
expresion de Agrp en CAF20 en relacion a C20 (p < 0,05; Figura 19a). Tanto la expresion de Cart
como la de Npy no se vieron afectadas por la dieta en este nucleo. En contraste con el perfil
neuropeptidico del ARC, la dieta CAF indujo una sefial orexigena en PVN, VMN e HL. En PVN,
11 semanas de CAF aumentaron significativamente la expresion de Npy, llegando a duplicarse
luego de 20 semanas (p < 0,001), momento en el cual también se duplicaron los niveles de Agrp
en este nicleo (p < 0,01; Figura 19b). La dieta no generé cambios en la expresiéon de Pomc y Cart
en este nicleo. En VMN, 11 semanas de CAF duplicaron la expresién de Agrp y esta condicion se
mantuvo luego de 20 semanas de ingesta de CAF (p < 0,001), sin observarse cambios en la
expresion de Pomc, Cart ni Npy (Figura 19c). Finalmente, en HL, 11 semanas de CAF duplicaron
la expresion de Ox, cambio que se mantuvo luego de 20 semanas de dieta (p < 0,01; Figura 20).
Es necesario aclarar que para ambos grupos dietarios la expresion de todos los neuropéptidos

medidos fue aproximadamente 16 veces mayor en ARC que en PVN o VMN.

La duracion de la intervencién dietaria también afect6 la expresion de neuropéptidos en
los distintos ndcleos. En ARC, la expresion de Agrp aument6 con el tiempo (p < 0,01), mientras
que la de Cart y Npy se redujo tanto en animales alimentados con dieta C como CAF (p < 0,0001;
Figura 19a). En PVN los niveles de ARNm de Pomc (p < 0,01), Cart (p < 0,0001) y Npy (p <
0,0001) disminuyeron significativamente a partir de la semana 4 en ambos grupos dietarios
(Figura 19b). Por dltimo, en VMN, la duracién de la intervencién dietaria afectd la expresion de
Cart y de Npy, ya que sus niveles de expresiéon disminuyeron a partir de la semana 4 tanto en

animales alimentados con dieta C como CAF (p < 0,0001; Figura 19c).
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Figura 19. Expresion génica de neuropéptidos Pomc, Cart, Agrp y Npy en nicleos hipotalamicos discretos:
(A) ARC, (B) PVN, (C) VMN de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF) por 4, 11
0 20 semanas. Las columnas y las barras de error representan la media+SEM (n=6-8/grupo). Letras
diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

OX (HL)

2.40- mc
b Wl CAF

Expresion de ARNm

11 20
Semanas

Figura 20. Expresion génica de Ox en hipotdlamo lateral (HL) de hembras alimentadas con dieta control
(C) o de cafeteria (CAF) por 4, 11 o 20 semanas. Las columnas y las barras de error representan la
mediatSEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2
vias seguido de post-test de Tukey.

4.2.2 La dieta CAF altera la expresion génica de receptores hormonales en niicleos
hipotalamicos discretos.

Se evalud la expresiéon de Obrb y Rins en todos los nicleos hipotaldmicos aislados y de

GhSR en ARC e HL (Figura 21). En el corto plazo no se afectd la expresion de ninguno de los

receptores estudiados, ya que no se encontraron diferencias en animales CAF4 en comparacién a

los C4. En el mediano plazo, los animales alimentados con dieta CAF incrementaron

significativamente los niveles de expresion de Obrb en ARC y este aumento fue ain mayor luego
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de 20 semanas de dieta (p < 0,01; Figura 21a). No se encontraron cambios en la expresién debido
a la dieta en ninguno de los otros nicleos hipotaldmicos estudiados.

Por otro lado, la duracién de la intervencion dietaria afectd los niveles de ARNm de
receptores en los distintos niicleos. En ARC se increment6 la expresion de Rins luego de 20
semanas de dieta, s6lo en CAF20 (p < 0,0001), sin generar cambios en Obrb o Ghsr (Figura 21a).
Tanto en PVN como en VMN los niveles de Obrb y de Rins se vieron disminuidos en la semana
11, independientemente de la dieta administrada (p < 0,0001; Figura 21 b y c). En HL, la
expresion de Rins también disminuy6 en la semana 11 (p < 0,0001) y la de Obrb en la semana 20
(p < 0,0001), a diferencia de la de Ghsr, que aumentd en la semana 20 para ambos grupos

dietarios (p < 0,001; Figura 21d).
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Figura 21. Expresién génica de receptores hormonales Obrb, Rins y Ghsr en nicleos hipotaldmicos
discretos: (a) ARC, (b) PVN, (c) VMN, (d) HL de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria
(CAF) por 4, 11 o 20 semanas. Las columnas y las barras de error representan la mediatSEM (n=6-
8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de
post-test de Tukey.
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4.2.3Andlisis in silico de las regiones reguladoras de los genes correspondientes a los
neuropéptidos POMC, AgRP y NPY.

En base a los resultados obtenidos y con el fin de investigar los posibles mecanismos
epigenéticos involucrados en los cambios en la expresién de neuropéptidos (Objetivo 5), se
analizaron las regiones reguladoras de los genes Pomc, Agrp y Npy y se estudiaron los posibles
sitios de unién a factores de transcripcion y sitios CpG potencialmente metilables. Los resultados
se indican en la Figura 22. Para el gen de Pomc, dos regiones diferentes fueron analizadas: el
promotor, que ya fue anteriormente descripto [131,171] y dos regiones activadoras
transcripcionales, llamadas nPE1 y nPE2. El activador nPE1 es una regién de 600 pb situada
aproximadamente 12 kb corriente arriba del gen Pomc y el activador nPE2 posee 150 pb y se
ubica aproximadamente 10 kb corriente arriba del gen. Fue demostrado que ambos activadores
intervienen en el control de la expresion hipotaldmica del gen Pomc [39,172]. En este gen se
estudioé un sitio de corte de la enzima de restriccion sensible a metilacion Mae II (de ahora en
adelante llamado sitio Mae II) cercano a la caja TATA (definido como Mae II (a)) y un sitio de
corte de la enzima de restriccion sensible a metilacion BstUI (de ahora en adelante llamado sitio
BstUI) situado corriente abajo del promotor (definido como BstUI (b)). En el activador nPE1 se
analizaron un sitio Mae 11 y uno BstUI (Mae 11/BstUI). El activador nPE2 no contiene ningun sitio
CpG, por lo que no pudo ser estudiado (Figura 22a). En el gen Npy (Figura 22b), 5 sitios BstUI
dentro del promotor fueron estudiados, para lo que se utilizaron 3 pares de oligonucleétidos:
BstUI (a), BstUI (b) y BstUI (c). La regién promotora Agrp no contiene ningtn sitio CpG en los
1200 nucleétidos corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion [39], por lo que el anélisis

de metilacién no pudo ser realizado para este gen.

a) Mae Il (a) BstUI (b)
POMC @ = — = =
STAT3 Mand ',’:o BTUI
nPE1 | [NPE2 |/ | [l
— T ! = H T 1
8 8 8 @ @ @ 8
BstUI
Mae ll
n A
like
Mae Il / BstU!
b) BstU! (b)
T e BstUI
NPy BstUI (a) * BstUl S (c)}
BstUl  © BstUl, BstUl T BstUl__

T
l II | y_ CNGFRED L [==]p
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@ Sp-1 @ 14 sp-1 ( nGF-A) (sp-1
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Figura 22. Esquema representativo (a) del promotor y de los activadores (nPE1 and nPE2) del gen de
POMC y (b) del promotor de NPY. Se muestran la posicion de la TATA box, de los sitios GC target para la
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digestion por las enzimas de restriccion sensibles a metilacion BstUI (CGCG) or Mae 11 (ACGT) y los sitios
predictivos de unién a factores de transcripcion CREB: proteinas de unién al elemento de respuesta a
cAMP; OCT-1: factor de unién a octdmeros 1; ATFI1: Factor de activacion transcripcional 1; STATI:
Transductor de sefial y activador de la transcripcion 1; STAT3: Transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3; FoxOl: del inglés, Forkhead box OI; NFkB: Factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas; Sp-1: Factor promotor selectivo 1; nGRE: factor de transcripcion
negativo del elemento sensible a glucocorticoides; AP1: Proteina activadora 1; AP-2a: Proteina activadora
2a; NGF-RE: Factor de crecimiento nervioso RE; NGFI-A: Factor de crecimiento nervioso I-A.

4.2.4 La dieta CAF produce cambios en el estado de metilacion de las regiones
reguladoras de los neuropéotidos POMC y NPY.

Para determinar si los cambios en la expresion génica Pomc en ARC y Npy en PVN
observados con la dieta CAF se deben a mecanismos de metilacion del ADN, las regiones
reguladoras de dichos genes fueron evaluadas en los 3 puntos de tiempo en dichos nicleos (Figura
23). En el corto plazo no se encontraron cambios en ninguna de las secuencias regulatorias de los
genes estudiados. Para el promotor Pomc, se detecté una disminucién en el estado de metilacién
del sitio Mae II (a) en ARC de hembras CAF11 en el mediano plazo, cambio que se exacerbd en
el largo plazo (p < 0,0001; Figura 23a). Sin embargo, no se encontraron modificaciones en el
activador nPE] (Figura 23b). Por otro lado, en el mediano plazo se observé una disminucién en el
estado de metilacion de los sitios BstUI (a) y BstUI (b) del promotor del gen de Npy en PVN de
animales CAF11, cambio que fue mds marcado luego de 20 semanas (BstUI (a): p < 0,001; BstUI
(b): p <0,0001; Figura 23c).

En ARC, el andlisis del activador nPE] revel6 que la duracién de la intervencidn dietaria
afecté de manera diferencial los niveles de metilacién del ADN tanto en el sitio Mae Il (p <
0,0001) como BstUI (p < 0,01) para ambos grupos dietarios (Figura 23b). La duracién de la
intervencion dietaria también afectd los niveles de metilacidn de los sitios BstUI (a) y BstUI (b)
del gen Npy en PVN de animales alimentados tanto con dieta C como CAF (p < 0,0001; Figura
23c¢).
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Figura 23. Analisis de metilacién de sitios regulatorios de neuropéptidos: (a) promotor de POMC'y (b)
activador nPE1 de POMC en ARC y (c) promotor de NPY en PVN de ratas alimentadas con dieta control
(C) o de Cafeteria (CAF) durante 4, 11 o 20 semanas. Las columnas y las barras de error representan la
media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2
vias seguido de post-test de Tukey.

4.3 EFECTO DE LA DIETA DE CAFETERIA SOBRE LOS MECANISMOS
HEDONICOS DE REGULACION DE LA INGESTA A LO LARGO DEL
TIEMPO.

4.3.1 Efecto de la dieta CAF sobre la expresion de diversos genes en dreas del cerebro
pertenecientes al sistema de recompensa.

4.3.1.1 Sistema dopaminérgico.

Dada la importancia que tiene la sefializacién dopaminérgica en el control de la ingesta, se
estudié la expresion de las principales moléculas involucradas en su sintesis, transporte y los
correspondientes receptores (Figura 24 — Objetivo 2). En el corto plazo, los animales CAF4
presentaron un aumento en la expresiéon de Dat en ATV (p < 0,01; Figura 24a), acompafiado por
una disminucidn en los niveles de Drd2 en NAcSh (p < 0,05; Figura 24b) y de Drdl en CeA (p <

0,001; Figura 24e). En este periodo de tiempo, en las hembras CAF4 también se observd un
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aumento en la expresion de Drdl en NAcC (p < 0,01; Figura 24c). Estos cambios no se
mantuvieron en el tiempo, al no observarse alteraciones dadas por la dieta en la expresion de

ninguna de las moléculas estudiadas ni en el mediano ni en el largo plazo.

La duracién de la intervencion dietaria también afect6 la expresion génica. En ATV tanto
la expresion de Drd2 (p < 0,0001) como la de Dat (p < 0,0001) disminuyeron con el tiempo, y la
de Th disminuy6 a las 20 semanas (p < 0,0001), en animales alimentados con dieta C y CAF
(Figura 24a). En NAcSh, los niveles de ARNm de 74 (p < 0,0001), Drd2 (p < 0,0001) y Dat (p <
0,0001) disminuyeron a partir de las 4 semanas y los de Drdl luego de 20 semanas de dieta
(Figura 24b). Ademas, la duracién de la intervencion dietaria afecté de manera diferencial la
expresion en NAcC, dado que la de Drdl disminuyé a lo largo del tiempo (p < 0,0001), a
diferencia de la de Drd2 que aument6 a partir de la semana 4 de dieta (p < 0,001), y la de Dat, que
disminuy6 a las 11 semanas, para volver a incrementarse a las 20 semanas de dieta (p < 0,0001),
tanto en animales C como CAF (Figura 24c). Por su parte, en las dos regiones de la amigdala
estudiadas, BLA y CeA, la expresiéon de Drdl (p < 0,0001) y Drd2 (p < 0,0001; p < 0,01;

respectivamente) disminuyo a lo largo del tiempo, para ambos grupos dietarios (Figura 24 d y e).
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Figura 24. Expresion absoluta de TH, DRDI1, DRD2 y DAT en los nucleos (a) ATV, (b) NAcSh, (¢)
NAcC, (d) BLA y (e) CeA de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF) por 4, 11 o
20 semanas. Las columnas y las barras de error representan la media £ SEM (n=6-8/grupo). Letras
diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.3.1.2 Sistema GABAérgico.

Siendo GABA el principal neurotransmisor con accién inhibitoria sobre la sefializacién

dopaminérgica, se abordé el estudio de la expresion de las enzimas involucradas en su sintesis

(Figura 25). En el corto plazo, se pudo observar una marcada disminucién en los niveles de

ARNm tanto de Gadl como de Gad2 en ATV (p < 0,01; Figura 25a), como asi también de Gad?2
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en VP (p < 0,05; Figura 25b) de animales alimentados con dieta CAF, sin encontrarse cambios en

el mediano y largo plazo.

La expresion de Gadl disminuyé con la duracion de la intervencidn dietaria tanto en ATV
como en HL (p < 0,0001; Figura 25 a y ¢). En ATV, los niveles de ARNm de Gad2 también
disminuyeron a lo largo de la duracién de la intervencién dietaria (p < 0,01; Figura 25a). Por el
contrario, en VP la expresion de Gad2 aument?6 a las 20 semanas de dieta, tanto para los animales

alimentados con dieta C como CAF (p < 0,0001; Figura 25b).
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Figura 25. Expresion de GAD1 y GAD2 en los nucleos (a) ATV, (b) VP y (c) HL. Las columnas y las
barras de error representan la media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa
p<0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.3.1.3 Sistema opioide.

Considerando el rol que tienen los opioides al potenciar la sefializacién dopaminérgica en
diferentes areas del sistema de recompensa, se estudié la expresiéon de uno de sus principales
receptores: el Mor (Figura 26). En el corto plazo, tanto en NAcSh (Figura 26b) como en VP
(Figura 26d) se observé una disminucién significativa en su expresion por efecto de la dieta CAF
(p < 0,05), diferencia que se acentué mds en el mediano plazo en NAcSh (p < 0,05). Por otra

parte, en el mediano plazo también se pudo apreciar un incremento en la expresiéon de Mor del
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60% en BLA en animales alimentados con CAF (p < 0,05; Figura 26f). No se observaron cambios

en la expresion de este gen en el largo plazo entre los grupos C y CAF.

La expresidon de Mor también se vio afectada por la duracién de la intervencién dietaria en
los nicleos NAcC (p < 0,001; Figura 26¢), VP (p < 0,01; Figura 26d) y BLA (p < 0,001; Figura
26f), donde la misma disminuyé a partir de la semana 4 de dieta. Por su parte, en los nticleos
NAcSh (Figura 26b), HL (Figura 26e) y CeA (Figura 26g) se observé una disminuciéon en los
niveles de¢ ARNm de Mor desde la semana 4 a 11 de dieta, para luego volver a aumentar a las 20

semanas (p < 0,01; para todos los casos), tanto en los animales alimentados con dieta C como
CAF.
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Figura 26. Expresiéon de MOR en los niicleos (a) ATV, (b) NAcSh, (c¢) NAcC, (d) VP, (e) HL, (f) BLA y
(g) CeA. Las columnas y las barras de error representan la media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes
indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.3.1.4 Sistema de orexinas.

El estudio de la transcripcion de Hcertrl y Hertr2 en diferentes nicleos permite relacionar
los sistemas homeostitico y hedénico, dada la integracién de sefiales que impulsan su produccién
y sus efectos en las regiones trarget (Figura 27). En el corto plazo, sélo se encontré una
disminucién en la expresion de Hcrtrl en ATV de hembras CAF (p < 0,05; Figura 27a). En el
mediano plazo tanto los niveles de ARNm de Hcrtrl como de Hertr2 disminuyeron en NAcSh (p
< 0,05; Figura 27b). Esto se revirtié en el largo plazo, en el cual aumentaron significativamente

los niveles de Hcrtrl tanto en ATV como en VP (p < 0,01; Figura 27 ay d).

La duracién de la intervencion dietaria afecté de forma diferencial la expresion de Hertrl,
ya que en ATV la misma disminuy6 a lo largo del tiempo (p < 0,0001; Figura 27a), pero en NAcC
(Figura 27c) y VP (Figura 27d) aumentd luego de 20 semanas de dieta (p < 0,05; p < 0,001;
respectivamente). Por otro lado, los niveles de Hcrtr2 disminuyeron con el tiempo en ATV,

NAcCy VP (p <0,0001; p <0,0001; p < 0,001; respectivamente - Figura 27 a, c y d).
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Figura 27. Expresion de HCRTR1 y HCRTR2 en los ntcleos (a) ATV, (b) NAcSh, (¢) NAcCy (d) VP. Las
columnas y las barras de error representan la media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican
diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.3.1.5 Receptores hormonales.

Considerando que las hormonas reguladoras del metabolismo, la ingesta y el gasto de
energia también modulan la actividad de las neuronas dopaminérgicas y sus proyecciones, se
estudio el patrén de expresion de los receptores hormonales en los distintos nicleos del sistema de
recompensa cerebral de interés (Figura 28). En el corto plazo, las hembras alimentadas con dieta
CAF presentaron en CeA una disminucién en la expresion de Rins (p < 0,05) y de Ghsr, que llegd
a ser del 50% en el dltimo caso (p < 0,01; Figura 28e). En el mediano plazo se encontrd una baja

en los niveles de ARNm de Rins en NAcSh de animales CAF (p < 0,05; Figura 28b) y un aumento
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en la expresion de Obrb en BLA, que se mantuvo luego de 20 semanas de dieta CAF (p < 0,01;

Figura 28d).

La duracién de la intervencion dietaria también afectd la expresion de los receptores. En

ATV y NAcSh, los niveles de ARNm de los 3 receptores estudiados aumentaron hasta las 11

semanas de dieta y luego disminuyeron a las 20 semanas, tanto para los grupos C como CAF

[ATV: Obrb, Rins y Ghsr (p < 0,0001; Figura 28a); NAcSh: Obrb, Rins (p < 0,0001) y Ghsr (p <

0,05; Figura 28b)].
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Figura 28.Expresion de ObRb, RIns y GhSR en los nicleos (a) ATV, (b) NAcSh, (c) NAcC, (d) BLA y (e)
CeA. Las columnas y las barras de error representan la media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes
indican diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.3.2 Analisis in silico de las regiones reguladoras de los genes correspondientes a las
moléculas del sistema dopaminérgico: TH, DRD1, DRD2 y DAT.

En base a los resultados obtenidos y con el fin de determinar si existe un control
epigenético sobre las moléculas de la via dopaminérgica, se analizaron las regiones reguladoras de
los genes correspondientes a Th, Drdl, Drd2 y Dat de rata y se estudiaron los sitios CpG
potencialmente metilables y los posibles sitios de unién a factores de transcripcién (Objetivo 5).
Los resultados se indican en la Figura 29. Para el gen de 7Th (Figura 29a), 3 sitios Mae II
pertenecientes a la regiéon promotora fueron estudiados (Definidos como Mae II (a), Mae 1I (b) y
Mae II (c)). En el caso del gen de Drdl (Figura 29b), se estudid un sitio BstUI (definido como
BstUI (a)) dentro de la isla CpG ubicada aproximadamente -770 pb del sitio de inicio de la
transcripcion y una regién que fue descripta como promotora, la cual posee aproximadamente 60
pb y estd ubicada alrededor de 1700 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion, que
posee un sitio Mae II (definido como Mae 11 (b)) [173]. Respecto al gen de Drd2 (Figura 29c¢), fue
reportado que su promotor carece de caja TATA o CCAAT y que posee una zona muy rica en
nucledtidos GC, que llega a ser del 80% en algunas regiones, reconocido como isla CpG. La
misma posee un sitio de iniciacién ubicado entre los nucledtidos -6 y +11, un elemento activador
ubicado entre los nucleétidos -75 y -30 y dos secuencias con actividad inhibitoria, una ubicada
entre -116 y -76 y otra entre los nucleétidos -160 y -135 [174]. Para este gen, se estudiaron 3
sitios BstUI ubicados dentro de la isla CpG (definidos como BstUIl). No se encontraron
nucledtidos CG ni en la regién activadora ni en ninguna de las dos regiones inhibidoras, por lo

que no han podido ser analizadas por esta metodologia. Para el gen de Dar (Figura 29d), se
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estudiaron dos sitios BstUI (definidos como BstUI (a) y BstUI (b)), un sitio Mae II (BstUI (a) /
Mae II) y un sitio Smal (BstUI (b) / Smal), ubicados dentro de la isla CpG de la regién promotora

del gen.
a) | TH
Mae If (c) Mae Il (b) B Mae Il (2) )
~ Maell = ~ Maell ~ ~— Maell E
: T ! >
b) | DRD1
Mae I (b) BstUl (a)
— < o T o
Kbt g il _ TATA | >
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8 ZF-5{NF-1 ) 8

Figura 29. Esquema representativo de los promotores del gen de (a) Th, (b) Drdl, (c) Drd2, (d) Dat. Se
muestran la posicion de la TATA box, de los sitios GC target para la digestion por las enzimas de
restricciéon sensibles a metilacion BstUI (CGCG), Mae II (ACGT) o Smal (CCCGGG) y los sitios
predictivos de unién a factores de transcripciéon. ACT: activador; AP: Proteina activadora; C/EBP:
CCAAT/proteina de union al activador; CRE: proteinas de unién a AMPc; CREB: proteinas de unién al
elemento de respuesta a cAMP; GRE: Elemento de respuesta a los glucocorticoides; INH: inhibidor; NF-1:
factor nuclear 1; NF-AT: factor nuclear de células T activadas; Sp1: Factor promotor selectivo 1.

4.3.3 La dieta CAF produce cambios en el estado de metilacion de las regiones
regulatorias de DAT.

Para determinar si los cambios producidos por la dieta CAF en la expresiéon de las
moléculas de la via dopaminérgica en las distintas dreas del sistema de recompensa cerebral

podrian estar mediados por mecanismos de metilacion del ADN (Objetivo 5), las secuencias
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promotoras de dichos genes fueron evaluadas (Figura 30). Basados en los cambios observados a
nivel transcripcional, decidimos enfocar el estudio epigenético en los animales alimentados por
corto y mediano plazo. Por tanto, el andlisis fue realizado sobre los promotores de los genes
correspondientes a Th y Daten ATV (Figura 30 a y d), Drdl en NAcC (Figura 30b) y Drd2 en
NAcSh (Figura 30c). En el corto plazo se encontré una disminucidn en el sitio Mae II del
promotor de Dat (p < 0,05). En el mediano plazo no se encontraron cambios en ninguna de las

regiones regulatorias estudiadas.

La duracion de la intervencién dietaria sélo afectd los niveles de metilacion del sitio BstUI (b)

del gen Dat en ATV de animales alimentados tanto con dieta C como CAF (p < 0,01; Figura 30d).
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Figura 30. Analisis de metilacion de los promotores de los genes de: (A) TH en ATV; (B) DRDI1 en NAcC,
(C) DRD2 en NAcSh y (D) DAT en ATV de ratas alimentadas con dieta control (C) o de Cafeteria (CAF)
durante 4 u 11 semanas. Las columnas y las barras de error representan la media + SEM (n=6-8/grupo).
Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de
Tukey.

4.3.4 Efecto de la dieta CAF sobre la saciedad sensorial especifica.
Con el fin de evaluar la conducta hacia los alimentos (Objetivo 6), los animales fueron

sometidos en el corto y mediano plazo a un test de conducta que evalda el valor hedénico de los
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alimentos. Los dos tiempos de dieta fueron analizados por separado, advirtiéndose a las 4 semanas

de dieta un comportamiento diferente al apreciado a las 11 semanas.

Corto plazo

Se puedo apreciar un claro efecto de la dieta CAF sobre la familiarizacion, ya que los
animales bajo esta dieta mostraron un consumo de maltodextrina significativamente menor que el
de sacarosa (p < 0,001, Figura 31a) y sin presentar cambios en el consumo de sacarosa respecto a
los animales C. Ademds, se observé una diferencia significativa en el consumo de solucién entre
los animales alimentados con dieta C y CAF (p < 0,001). Durante la pre-exposicion, los animales
consumieron volimenes similares de cada solucién, sin embargo, nuevamente se observé un
menor consumo por parte de los animales alimentados con CAF respecto a los C (p < 0,01; Figura
31b), sin presentar efecto entre el consumo de las soluciones. Los resultados del choice test,
indican que los animales alimentados con dieta CAF consumieron un menor volumen de ambas
soluciones con respecto a los animales C (p < 0,001; Figura 31c), indistintamente de la solucion.
Ademads del consumo de menores cantidades de ambas soluciones, al evaluar la preferencia se
observé que los animales CAF ingirieron mayor volumen de la solucién a la cual no habian sido
pre-expuestos con respecto a la solucién conocida, indicando preferencia hacia la solucién que
representa la “novedad” (p < 0,01, Figura 31d). Los animales C por su parte, consumieron
volumenes similares de las dos soluciones, no mostrando preferencia hacia ninguna de ellas. Por
otra parte, observamos que los animales alimentados con dieta CAF consumieron menor cantidad
de la solucién a la que habian sido pre-expuestos con respecto a los animales control, lo que
demuestra que la dieta CAF afecta el comportamiento hacia la solucién conocida. Para evaluar
este efecto se realiz6 un andlisis de covarianza (ANCOV A), que mostro el efecto estadisticamente
significativo de la dieta CAF sobre la ingesta de la solucién pre-expuesta (p < 0,01) que no se

observa para la solucién no pre-expuesta.

Mediano plazo

Al analizar la familiarizacion a las 11 semanas de dieta se pudo observar un mayor
consumo de maltodextrina y un menor consumo de sacarosa en el grupo CAF respecto del C (p <
0,001; Figura 31a). Ademas, se distinguié un efecto de la dieta CAF, ya que estos animales
mostraron un consumo de maltodextrina significativamente mayor que el de sacarosa (p < 0,01).
En la pre-exposicion, no se observaron diferencias en el comportamiento hacia las soluciones, asi
como tampoco entre los grupos C y CAF, como se muestra en la Figura 31b. El choice test, indico
que no hubo diferencia en los volimenes consumidos entre los grupos, si bien la dieta CAF tuvo
un efecto sobre el consumo de maltodextrina disminuyendo el volumen ingerido respecto del C (p
< 0,01; Figura 31c). Analizando la preferencia, observamos que el grupo C presenté un mayor
consumo de la solucién a la que habia sido pre-expuesto, indicando una preferencia hacia la
solucion que representa lo “conocido” (p < 0,01); mientras que el grupo CAF consider6 ambas

soluciones como equivalentes (Figura 31d). A través de un ANCOVA se pudo verificar ademads
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que la pre-exposicién no gener6 diferencias en la preferencia entre los grupos C y CAF por las

soluciones tanto pre-expuesta como no pre-expuesta.
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Figura 31. Efecto de la dieta CAF sobre la saciedad sensorial especifica. Consumos volumétricos (ml)
durante (a) la familiarizacidn, (b) pre-exposicion, (c) choice test 'y (d) preferencia en animales sometidos a
dieta control (C) o de cafeteria (CAF) durante 4 u 11 semanas. Los valores se presentan como el promedio +
SEM (n=6/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de medidas
repetidas (a y ¢) y ANOVA para muestras dependientes (b). La preferencia dentro de cada grupo se analizé
por una prueba t para muestras relacionadas, y el efecto de la pre-exposicion entre los grupos por ANCOVA

(d); ** p<0,01.
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4.3.5 Efecto de la dieta CAF sobre la locomocion y la interaccion social.

Tanto en el corto, mediano y en el largo plazo la dieta CAF increment6 la cantidad de
veces que el animal se irgui6 en dos patas en el test de locomocién (p < 0,01; Figura 32b), lo cual
indicarfa una mayor conducta exploratoria por parte de los animales CAF respecto a los C. Sin
embargo, no se encontraron diferencias en los pardmetros tiempo en centro del campo y
frecuencia con la que el animal cruzé lineas en los animales CAF (Figura 32 a y c), indicando que

la actividad locomotora y ansiedad se encontrarian intactas.

Cuatro semanas de dieta CAF aumentaron la frecuencia de evasién en el test de
interaccién social respecto a los animales C (p < 0,01; Figura 33a), que luego se normalizé a las
11 y 20 semanas de dieta. Al analizar el seguimiento y la exploracioén social no se encontraron
diferencias entre los animales de dietas C y CAF en los tiempos estudiados (Figura 33 b y c).
Tanto la evasion como el seguimiento disminuyeron con la duracién de la intervencion dietaria

tanto en animales C como CAF (evasion: p < 0,0001; seguimiento: p < 0,05).
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Figura 32. Test de locomocién: (a) Tiempo en centro del campo abierto; (b) Frecuencia con la que el
animal se par6 en dos patas y (c) Frecuencia con las que el animal cruzé lineas y (d) Cantidad de bolos de
materia fecal en el campo abierto. Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA
de medidas repetidas seguido de post-test de Bonferroni.
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Figura 33. Test de interaccion social: (a) Frecuencia de evasién del animal al compaifiero; (b) Frecuencia
con la que el animal persigui6 al compafiero y (c) Frecuencia con las que el animal exploré al compaiiero.
Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA de medidas repetidas seguido de
post-test de Bonferroni.

44  EFECTO DE LA DIETA CAF SOBRE LA VIA NEUROESTEROIDOGENICA EN
EL HIPOTALAMO.

4.4.1 La dieta CAF produce cambios en la expresion génica de enzimas
neuroesteroidogénicas en PVN 'y VMN.

Puesto que ha sido reportada una relacién cercana entre los esteroides y la ingesta
energética, se estudi6 si la expresién de enzimas neuroesteroidogénicas en los distintos nicleos
hipotalamicos de interés se ve alterada por la dieta CAF a lo largo del tiempo (Figura 34 —
Objetivo 3). En el corto plazo sélo se encontré una disminucién en la expresién de Sa-r en ARC
de animales CAF4 (p < 0,001; Figura 34a). En el mediano plazo, la expresiéon de 5a-r en PVN
disminuy6 al 50% (p < 0,001; Figura 34b) y la de Aro se duplicé en VMN (p < 0,01; Figura 34c)
de animales alimentados con dieta CAF. Estos cambios se sostuvieron en el largo plazo, momento
en el cual también se duplicé la expresiéon de Aro en PVN (p < 0,01; Figura 34b) y de 3a-hsd (p <
0,001) y 36-hsd (p < 0,01) en VMN de animales CAF20 (Figura 34c).

La duracién de la intervencion dietaria también afecté la expresion de las enzimas
neuroesteroidogénicas. En ARC, la expresion de 3f-hsd (p < 0,0001) disminuy6 con el tiempo,
mientras que la de Aro (p < 0,001) aument6 luego de 20 semanas de dieta tanto en animales C
como CAF (Figura 34a). Por su parte, los niveles de ARNm de Star y Sa-r (p < 0,0001)
disminuyeron a las 11 semanas, pero volvieron a aumentar luego de 20 semanas (Figura 34a). En
PVN, la expresion tanto de 35-hsd como de Sa-r (p < 0,0001) disminuyé a partir de la semana 4
de dieta, en ambos grupos dietarios y los niveles de Star y 3a-hsd (p < 0,0001) disminuyeron a las
11 y aumentaron a las 20 semanas de dieta (Figura 34b). Por tltimo, en VMN, la duracién de la
intervencion dietaria afectd la expresion de 3a-hsd 'y Aro (p < 0,0001), ya que la misma
disminuy6 a partir de la semana 4, a diferencia de la de Star y Sa-r (p < 0,0001), que aument6

luego de 20 semanas de dieta, en hembras C y CAF (Figura 34c).
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Figura 34. Expresion génica de enzimas neuroesteroidogénicas en ntcleos hipotaldmicos discretos: (a)
ARGC; (b) PVN; (c) VMN de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF) por 4, 11 o0 20
semanas. Las columnas y las barras de error representan la media+SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes
indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.
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4.4.2 La dieta CAF altera la expresion de receptores de hormonas esteroides.

Teniendo en cuenta el rol de las hormonas esteroides en el control de la ingesta, se
estudiaron los posibles cambios inducidos por la dieta CAF en la expresion de sus receptores, en
los distintos niicleos hipotalamicos (Figura 35). En el corto plazo, en ARC se encontr6 un
aumento en la expresion tanto de Rea (p < 0,01) como de Rp (p < 0,01) de animales CAF4 (Figura
35a). En el mediano plazo no se observaron cambios de expresion en ninguno de los receptores.
Por 1ltimo, en el largo plazo en ARC se pudo apreciar un aumento en la expresién de Rea (p <

0,05) y de RP (p < 0,01; Figura 35a).

La duracién de la intervencién dietaria también afect6 la expresion de los receptores. La
expresion de Rea disminuyd con el tiempo en los 3 nicleos estudiados, tanto para animales
alimentados con dieta C como CAF (p < 0,0001). Por su parte, los niveles de ARNm de Rp
aumentaron luego de 20 semanas en ARC (p < 0,0001; Figura 35a), pero disminuyeron con el

tiempo en PVN y VMN (p < 0,0001; Figura 35 by c).
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Figura 35. Expresion génica de receptores hormonales REa y RP en ntcleos hipotalamicos discretos: (a)
ARC, (b) PVN y (c) VMN de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafetaia (CAF) por 4, 11 0 20
semanas. Las columnas y las barras de error representan la media=SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes
indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.
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4.4.3 La dieta CAF produce cambios en el estado de metilacion de las regiones
regulatorias de enzimas neuroesteroidogénicas en PVN, pero no en VMN.

Para analizar si los cambios en la expresion génica de las enzimas neuroesteroidogénicas
observados en animales alimentados con dieta CAF se deben a mecanismos de metilacién del
ADN, las secuencias regulatorias de los genes de Sa-r, Aro y 3a-hsd fueron evaluadas en los
nucleos hipotaldmicos PVN y VMN (Figura 36). En el corto plazo, no se observaron cambios en
el estado de metilacion de ninguna de las regiones estudiadas. Por su parte, en el mediano plazo se
pudo apreciar un aumento en el estado de metilacién de los sitios BstUI (a) (p < 0,001) y Mae 11
(d) (p <0,01) del promotor de 5a-r en PVN de hembras CAF (Figura 36b). Para el promotor de
Aro, se detect6 una disminucién en el estado de metilacién del sitio Mae Il (p < 0,05) en PVN de
animales CAF (Figura 36d). Todos estos cambios se mantienen en el largo plazo, sumado a un
incremento en los niveles de metilacién del sitio Mae II (c) (p < 0,05) del promotor de Sa-r en
PVN de CAF20 (Figura 36b). Por el contrario, en VMN no se detectaron cambios por dieta en el
estado de metilaciéon de ninguno de los sitios de los promotores de Aro o 3a-hsd estudiados

(Figura36ey g).

La duracion de la intervencion dietaria no afectd a los niveles relativos de metilacion de

ninguno de los promotores de los genes de las enzimas neuroesteroidogénicas estudiados.
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Figura 36. Esquema representativo de los promotores del gen de (a) 5a-R, (¢) ARO, (f) 3a-HSD y analisis
de metilacion de sitios regulatorios de las enzimas neuroesteroidogénicas: (b) 5a-R en PVN, (d) ARO en
PVN y (e) VMN y (g) 30-HSD en VMN de ratas alimentadas con dieta control (C) o de Cafeteria (CAF)
durante 4, 11 o 20 semanas. Se muestran la posiciéon de la TATA box, de los sitios GC target para la
digestion por las enzimas de restriccion sensibles a metilacién BstUI (CGCG) y Mae II (ACGT) y los sitios
predictivos de unién a factores de transcripcion.Las columnas y las barras de error representan la media +
SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias
seguido de post-test de Tukey. Spl: Factor promotor selectivo 1; GATA-1: Proteina de unién a elementos
regulatorios de esteroles 1; OCT-1: Factor de unién a octimeros 1; CREB: proteinas de unién al elemento
de respuesta a cAMP; SREBP-: Proteina de unién a elementos regulatorios de esteroles. También se indican
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elementos de unién a miembros de la familia de receptores nucleares (NREa y NREb) y elementos similares
al elemento de respuesta a AMPc (CLS).

4.4.4 Desarrollo de anticuerpos policlonales para la deteccion de ARO y 5a-R.

Teniendo en cuenta el rol del E, y de la alopregnanolona en el control de la ingesta, nos
propusimos estudiar la expresion proteica de las enzimas ARO, responsable de la conversion de
los andrégenos en estrégenos y 50-R, encargada de convertir progesterona en sus derivados
reducidos, precursores de alopregnanolona. Por esto, estudiamos la expresién proteica de estas
enzimas en los nucleos hipotaldmicos ARC, PVN y VMN. Optamos por producir los anticuerpos
especificos para estas enzimas en nuestro laboratorio, dado que los anticuerpos comerciales que
evaluamos presentaron poca marcacion especifica, por lo que nos resulté muy dificil la puesta a

punto de las THQ.

4.4.4.1 Diserfio y obtencion de antigenos especificos.

Mediante el estudio bioinformatico de la secuencia aminoacidica reportada para ARO y
Sa-R, se detectaron regiones de alta antigenicidad tedrica (en la Figura 37 se muestra el andlisis de
secuencia para ARO; el procedimiento para seleccionar la secuencia antigénica de Sa-R fue el
mismo). Teniendo en cuenta estas regiones se selecciond, en la secuencia nucleotidica
correspondiente de cada proteina, el fragmento a ser amplificado por PCR para generar los
antigenos. Dicho fragmento abarcé la region comprendida entre los aminoécidos 341 - 400 de la
secuencia de ARO de Rattus norvegicus (nro. acceso Genbank: NP_058781.2) y la region
comprendida entre los aminodcidos 157 — 209 de la secuencia de 5a-R de R. norvegicus (nro.
Acceso Genbank: NM_017070.3). El fragmento seleccionado para cada molécula fue traducido y

comparado in silico con el resto del genoma de rata utilizando la herramienta BLAST protein-

protein del sitio web del National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov),

sin observarse alineamientros significativos con otras proteinas de rata.
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Figura 37.Seleccién del fragmento de la secuencia de aromatasa (ARO), para ser utilizado como antigeno
en la produccién de un anticuerpo policlonal especifico. (a) Andlisis de la antigenicidad tedrica de la
proteina ARO. En rojo y negro se muestra la antigenicidad correspondiente al polipéptido codificado por la
secuencia seleccionada. (b) Salida del programa informéatico Vector NTI. Se observa la secuencia
codificante completa del gen de ARO de R. norvegicus. En azul se encuentra resaltada la regiéon de la
secuencia utilizada para generar el antigeno por PCR.

Siguiendo la estrategia de clonado direccional detallada en la seccién 3.11.1 se obtuvieron
antigenos que fueron purificados mediante columnas cromatograficas GSTrap . Las fracciones
obtenidas durante la elucién se separaron mediante SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con Coomasie

Blue (Figura 38).

GST-ARO  GST

Figura 38. Purificacion de los antigenos GST-ARO y GST-5aR mediante cromatografia de afinidad. Gel de
poliacrilamida tefiido con Coomasie Blue. Se observan fracciones de una cromatograffa realizada con
GSTrap. De izquierda a derecha: GST-5aR purificada, marcador de peso molecular (PM), GST-ARO
purificada y GST purificada.
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En la Figura 38 se puede observar que las proteinas recombinantes purificadas estuvieron
compuestas por tres péptidos mayoritarios. De acuerdo al peso molecular de las mismas, la banda
de menor peso molecular corresponderia a la proteina GST, la banda de mayor peso a GST-ARO
o GST-5aR (aproximadamente 35 kDa) y la banda de peso intermedio podria deberse a una
liberacion prematura del complejo de traduccién del plasmido, resultando en una proteina de peso

intermedio conteniendo el extremo amino terminal de ARO y 5aR, respectivamente.
4.4.4.2 Generacion y caracterizacion de los anticuerpos policlonales.

La caracterizacion de los anticuerpos especificos anti-ARO y anti-5aR obtenidos
mediante inoculacién de conejos se realizo por técnicas de Western blot e IHQ. En los ensayos de
Western blot se observé una banda especifica de 58 kDa para la proteina ARO y de 29 kDa para
la proteina Sa-R en extracto proteico de ovario de una hembra prefiada en dia gestacional 17
(Figura 39A). A continuacion, para evaluar la inmunoreactividad en tejidos fijados en parafina, se
realizaron ensayos de IHQ en secciones de ovario y se defini6 el patrén de expresiéon de ambas
proteinas (Figura 39B). La marcacion especifica de la enzima 50-R se encontré en el citoplasma
de las células de la granulosa y de la teca de ovario, mientras que se detect6 intensa
inmunoreactividad especifica de ARO como proteina mitocondrial, al observarse una marcacién
citoplasmatica en patrén granular caracteristico principalmente en las células de la granulosa. Las
células de la teca también presentaron inmunomarcacién positiva para ARO pero de menor
magnitud (Figura 39b). No se detecté marcacion especifica cuando el anticuerpo primario (anti-

ARO o anti-5aR) fue pre-incubado con el péptido utilizado como inmunégeno.

A) PM ARO 5aR Neg

90



B)

Resultados

Figura 39. Caracterizacién de los anticuerpos anti-ARO y anti-5aR en évario de rata. (A) En los ensayos de
Western blot se detecté la proteina ARO (58 kDa) y S5aR (29 kDa) en ovario de rata. (B)La
inmunoreactividad del anticuerpo (a) ARO y (b) 5aR se evalué por inmunohistoquimica en secciones de
tejido de ovario. (a) La inmunoreactividad se observd como un patrén citoplasmatico punteado compatible
con una proteina localizada mitocondrial en el citoplasma de los ovocitos.(b) La marcacién especifica de la
enzima 5a-R se encontré en el citoplasma de las células de la granulosa y de la teca de ovarios de rata. (c y
d) cuando los anticuerpos primarios fueron preadsorbidos con el antigeno correspondiente utilizado como
inmunégeno no se observé marcacién especifica. La ITHQ se revel6 con DAB y se contrasté con
hematoxilina de Mayers. Barras: 50 pm.

4.4.4.3 Expresion proteica de ARO y 5aR en niicleos hipotaldmicos relacionados al
control homeostdtico de la ingesta.

La expresion de las proteinas ARO y 5aR se evalué por IHQ en los nicleos ARC, PVN y
VMN de hembras a las 20 semanas de dieta (Objetivo 4). Tanto en hembras C20 como CAF20, se
detecté inmunoreactividad especifica de la proteina ARO en neuronas de ARC, PVN y VMN,con
su patréon de expresion citoplasmdtico y punteado, caracteristico (Figura 40). Por otro lado, se
observé inmunoreactividad especifica de la proteina 5aR en células de la glia en los nicleos ARC,
PVN y VMN de animales C20 y CAF20 (Figura 40).
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Figura 40. Andlisis mediante inmunohistoquimica delos anticuerpos(a) anti-ARO y (b) anti-5aRen tejido
hipotaldmico de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF) durante 20 semanas.Se
observé marcacion positiva para ARO y 5aR en en los ntcleos hipotalimicos PVN, ARC y VMN. Las
inserciones a mayor aumento muestan que la expresion especifica de AROse observo en el citoplasma como
un patréon punteado (flechas negras) y la marcacion de 5a-R se encontrd en células de la glia (flechas
negras).Magnificacion de las microfotografias: 600X.
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4.4.4.4 Expresion proteica de REa y RP en hipotdlamo.

Como se ha mencionado en la introduccién de esta tesis, los efectos del E, y de la
progesterona sobre el balance de energia estdn mediados a nivel central principalmente por la
union a REa y PR, respectivamente (Figura 41). Por lo tanto, evaluamos la expresion proteica de
estos receptores por IHQ en los nucleos hipotaldmicos ARC, PVN y VMN en hembras
alimentadas con dieta C y CAF por 20 semanas. En el caso del REq, se detectdé como una proteina
nuclear principalmente en ARC y VMN y en menor medida en PVN (Figura 41a). Por otro lado,
el RP mostrd un patrén nuclear sélo en los nicleos ARC y VMN, sin poder detectarse la proteina
en PVN (Figura 41b).
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Figura 41. Expresion de REa y PR en tejido hipotaldmicode hembras alimentadas con dieta control (C) o
de cafeteria (CAF) durante 20 semanas. (a) La marcacion especifica de Rea fue observada en los nicleos de
las células positivas de PVN, ARC y VMN tanto en hembras alimentadas con dieta control (C) como de
cafeteria (CAF) por 20 semanas. (b) La marcacion de RP fue observada s6lo en los nticleos de las células de
ARC y VMN tanto en hembras alimentadas con dieta C como CAF por 20 semanas.
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4.5 EFECTO DE LA OBESIDAD MATERNA SOBRE LAS AREAS CEREBRALES
INVOLUCRADAS EN EL CONTROL HOMEOSTATICO Y HEDONICO DE LA
INGESTA EN LA PROGENIE (F1) - OBJETIVO 7.

4.5.1 Efecto de la dieta materna sobre el peso corporal de la progenie.

En primer lugar, se realizé el seguimiento semanal del peso corporal de las hembras C y
CAF a lo largo de toda la prefiez. Durante la misma se mantuvo la diferencia significativa de peso
entre los grupos dietarios, que llegé a ser de 290 + 8 g para C y de 340 + 10 g para CAF, a los 21
dias de gestaciéon (E21). El peso corporal de los embriones C-E21 y CAF-E21 fue evaluado al
momento del sacrificio, sin presentar diferencia significativa entre ellos. Luego del parto el peso
corporal de la progenie fue registrado cada dos dias hasta el DPN10 (Figura 42). A lo largo de
todo el seguimiento el peso de las crias provenientes de hembras CAF fue significativamente
menor a lo de las provenientes de hembras C (p < 0,05). Cabe mencionar que durante este periodo
no se detectaron diferencias aparentes en cuanto el comportamiento materno entre los grupos M-
CON y M-CAF.
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Figura 42. Curva de peso corporal de la F1 en periodo de lactancia. Se graficé el peso corporal promedio
de las crias de madres tratadas con dieta C (C-DPN10) y CAF (CAF-DPN10) desde el dia postnatal 1 al 10
en funcién de los dias de vida (n=12/grupo). Los valores son graficados como la media + el SEM. * indica
diferencia significativa con p < 0,05 utilizando el test t no pareado de dos colas.

4.5.2 Efecto de la dieta materna sobre los mecanismos homeostdticos de control de la

ingesta en la progenie.

4.5.2.1 Efecto sobre la expresion de neuropéptidos.

Con el fin de conocer si la dieta materna CAF genera cambios en el sistema homeostatico
de control de la ingesta en la progenie durante la prefiez y lactancia, se estudid la expresion génica
de neuropéptidos orexigenos y anorexigenos en dreas hipotaldmicas discretas de ratas hembra en
dia E21 y PND10 (Figura 43). En los animales CAF-E21, la dieta materna disminuy® la expresion
de Pomc (p < 0,001) y Cart (p < 0,05) en el AHP. La disminucién en los niveles de Pomc (p <

0,01) se mantuvo en los animales CAF-DPN10, no asi la de Cart.
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La edad también afect6 la expresion de los neuropéptidos en la progenie. En AHP, los
niveles de Cart (p < 0,0001), Agrp (p < 0,05) y Npy (p < 0,001) se incrementaron con la edad, a
diferencia de la expresion de PND10 (Figura 43a). En los animales CAF-E21, la dieta materna
disminuy6 la expresion de (p < 0,0001) que present6 una disminucion, tanto para las crias de las
hembras alimentada con dieta C como CAF. En AHL, se observé un aumento de la expresion de

Ox con la edad (p < 0,0001; Figura 43b).
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Figura 43. Expresién génica de neuropéptidos en (a) Area Hipotaldmica Periventricular (AHP) y (b) Area
Hipotaldmica Lateral (AHL) de crias en estadio embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10)
obtenidas de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF). Las columnas y las barras de
error representan la media £+ SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p < 0,05
segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.5.2.2 Efecto sobre la expresion génica de receptores hormonales.

Con el fin de analizar si la dieta materna afecta la expresioén de receptores hormonales, los
niveles de Obrb, Rins y Ghsr fueron estudiados en la progenie (Figura 44). En E21, las crias
provenientes de madres alimentadas con dieta CAF disminuyeron la expresiéon de Obrb en AHL
(p <0,05; Figura 44b). En DPN10, las crias CAF-PND10 no presentan cambios en la expresion de

receptores hormonales respecto a las C-DPNI10.
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La edad también tuvo un efecto en la expresion de receptores hormonales. En AHP la
expresion de Rins disminuy6 con la edad (p < 0,0001; Figura 44a). Por otro lado, en AHL se vio

un aumento en la expresion de Ghsr con la edad (p < 0,001), independientemente de la dieta

materna (Figura 44b).
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Figura 44. Expresi6n absoluta de receptores hormonales ObRb, RIns y GhSR en (a) Area Hipotaldmica
Periventricular (AHP) y (b) Area Hipotaldmica Lateral (AHL) de crias en estadio embrionario 21 (E21) o
Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF).
Las columnas y las barras de error representan la media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican
diferencia significativa p<0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

4.5.2.3 Efecto de la dieta materna sobre los mecanismos hedonicos de control de la
ingesta en la progenie.

o  La dieta materna CAF modifica la expresion génica de moléculas claves implicadas en
el sistema dopaminérgico de la progenie.

Para determinar el efecto de la dieta materna CAF sobre el sistema dopaminérgico de la
F1, se analiz6 la expresion de moléculas implicadas en la sintesis, transporte y recaptacion de DA
en regiones clave del cerebro (Figura 45). En E21, la dieta materna CAF no afectd la expresion de
ninguna de las moléculas estudiadas. Sin embargo, en DPN10, la dieta materna disminuyd la
expresion de Th (p < 0,001), Drd2 (p < 0,01) y Dat (p < 0,001) en ATV (Figura 45a) y la de Drdl
(p <0,01), Drd2 (p < 0,01) y Dat (p < 0,05) en NAc de crias CAF-DPN10 (Figura 45b). Ademas,
se observé una disminucién en la expresion de Drd2 (p < 0,05) en CeA de CAF-DPN10 respecto
a C-DPN10 (Figura 45d).

La edad también afectd la expresion de estas moléculas. En ATV (Figura 45a) y en NAc
(Figura 45b), la expresion de Th, Drdl y Drd2 aument6 con la edad (p < 0,0001; excepto Th en
NAc: p <0,05). A su vez, en ATV se observé un incremento de los niveles de Dat (p < 0,0001),
tanto en crias provenientes de madres alimentadas con dieta C como CAF (Figura 45a). Por otra
parte, en BLA la expresion de Drdl (p < 0,0001) y Drd2 (p < 0,01) aumenté con la edad (Figura
45c).
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Figura 45. Expresioén génica de TH, DRDI1, DRD2 y DAT en (a) ATV, (b) NAc, (c) BLA y (d) CeA de
crias en estadio embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras alimentadas con
dieta control (C) o de cafeteria (CAF). Las columnas y las barras de error representan la media+SEM (n=6-
8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p < 0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de
post-test de Tukey. Para el andlisis de expresién en CeA se aplico el test de Mann Whitney, considerandose
diferencia significativa a p < 0,05.

e La dieta materna CAF varia la expresion génica de las enzimas involucradas en la
sintesis de GABA en la descendencia.

Con el objetivo de estudiar como la dieta materna CAF podria afectar la sintesis de
GABA de la progenie, se analiz6 la expresion de las enzimas implicadas en la misma (Figura 46).
No se encontraron cambios en la expresion de estas enzimas en los animales E21. Sin embargo, se
observo una disminucién en los niveles de Gadl (p < 0,0001) en ATV de las crias CAF-DPN10
(Figura 46a).

La edad de los animales también afectd la expresion de Gadl y Gad2, ya que ambas
enzimas incrementaron su expresion tanto en ATV (Figura 46a) como en AHL (Figura 46b) en

crias DPN10 en relacién a E21 (p < 0,0001).

97



Resultados

a) ATV
GAD1 GAD2
E
z 8.00- 5.00- "
CAF
< 6.00- 3.751
o
£ 4.00 2.501
0
@ 2.00- 1.254
Q
2 0.00 0.00
b) AHL
GAD1 GAD2

g 1.204 b b 3.60- s
74 b
< (.90 2.701
B
c 0.60- 1.80
9
o 0.30- 0.901
& 0.00 0.00 o e

E21 DPN10 E21 DPN10

Figura 46. Expresion absoluta de GAD1 y GAD2 en (a) ATV y (b) AHL de crias en estadio embrionario
21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria
(CAF). Las columnas y las barras de error representan la media+SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes
indican diferencia significativa p < 0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

e La dieta materna CAF afecta la expresion de moléculas implicadas en el sistema
opioide en la descendencia.

Para analizar como la dieta materna CAF podria influir en el sistema opioide de la
progenie, se evalud la expresiéon de Mor, principal subtipo de receptor opioide implicado en la
activacion del sistema de recompensa (Figura 47). En E21, la dieta materna CAF no afect6 la
expresion de este receptor. En cambio, en los animales CAF-DPN10 se observé un marcado
aumento en la expresion de Mor en BLA (p < 0,001) respecto a los C-DPN10 (Figura 47d).

Los niveles de expresion de Mor también se vieron afectados por la edad. Los niveles de
ARNm de Mor aumentaron con la edad tanto en ATV (Figura 47a) como en AHL (p < 0,0001;
Figura 47c), a diferencia de NAc (p < 0,0001; Figura 47b), nicleo en el cual la expresion

disminuy6 con la edad, en crias de madres alimentadas con dieta C como CAF.
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Figura 47. Expresion génica de MOR en (a) ATV, (b) NAc, (¢) AHL, (d) BLA y (e) CeA de crias en
estadio embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras alimentadas con dieta
control (C) o de cafeteria (CAF). Las columnas y las barras de error representan la media=SEM (n=6-
8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p < 0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de
post-test de Tukey. Para el andlisis de expresion en CeA se aplic el test de Mann Whitney, considerdndose
diferencia significativa a p < 0,05.

o  La dieta materna CAF afecta la expresion de moléculas relacionadas al sistema de OX
en la descendencia.

Con el fin de estudiar si la dieta materna CAF podria modificar la via de las OX en el
cerebro de la progenie, se evalud la expresion sus receptores en ATV y NAc (Figura 48). La dieta
materna CAF no alterd la expresién de ninguno de los receptores en crias E21. En cambio, las
crias CAF-DPN10 disminuyeron la expresion de Hertr2 tanto en ATV (Figura 48a) como en NAc
(p <0,001; Figura 48b).

La expresion de Hcertrl y de Hertr2 también se vio afectada por la edad, al aumentar en
ATV y en NAc (p < 0,0001; Figura 48 a y b) tanto en crias de madres alimentadas con dieta C
como CAF.
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Figura 48. Expresion absoluta de HCRTR1 y HCRTR2 en (a) ATV y (b) NAc de crias en estadio
embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras alimentadas con dieta control (C)
o de cafeteria (CAF). Las columnas y las barras de error representan la media+SEM (n=6-8/grupo). Letras
diferentes indican diferencia significativa p < 0,05 segiin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.

e La dieta materna CAF altera la expresion génica de los receptores hormonales en la
descendencia.

Para determinar si la dieta materna CAF podria modificar la accién de las hormonas
relacionadas al control de la ingesta - leptina, insulina y ghrelina - en la progenie, se midié la
expresion de sus receptores en dreas claves del sistema de recompensa (Figura 49). En P21 no se
encontraron cambios en la expresién de ninguno de los receptores entre las crias provenientes de
madres alimentadas con dieta CAF vs. C. En las crias DPN10, sdlo se encontré una disminucion

en la expresion de Ghsr (p < 0,001) en ATV de CAF-DPNI10 (Figura 49a).

La edad también afect6 la expresion de los receptores en todas las dreas estudiadas. En
ATV, la expresion de Obrb (p < 0,01), Rins (p < 0,001) y Ghsr (p < 0,0001) aument6 con la edad
(Figura 49a). En NAc, los niveles de ARNm de Obrb (p < 0,0001) y Rins (p < 0,05) disminuyeron
con la edad (Figura 49b). Por tltimo, en BLA la expresién de Rins y Ghsr (p < 0,0001) aument6

con la edad tanto en la progenie de hembras alimentadas con dieta C como CAF (Figura 49c).
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Figura 49. Expresion génica de receptores hormonales ObRb, RIns y GhSR en (a) ATV, (b) NAc, (c) BLA
y (d) CeA de crias en estadio embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras
alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF). Las columnas y las barras de error representan la
media+SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p < 0,05 segin ANOVA de 2
vias seguido de post-test de Tukey. Para el andlisis de expresion en CeA se aplicé el test de Mann Whitney,
considerandose diferencia significativa a p < 0,05.

e La dieta CAF produce cambios en el estado de metilacion de las regiones regulatorias
de moléculas clave de la via dopaminérgica en ATV y NAc.

Para determinar si los cambios producidos por la dieta CAF en la expresién de las
moléculas de la via dopaminérgica en ATV (Figura 50) y NAc (Figura 51) de la progenie de
hembras alimentadas con dieta C y CAF podrian estar mediados por mecanismos de metilacién
del ADN, fueron evaluadas las secuencias promotoras de dichos genes. Asi, se encontré que en
ATV, los niveles de metilacién del sitio Mae II (c) del promotor de Th aumentaron en CAF-

DPN10 (p < 0,05; Figura 50a). En este estadio también se encontré un aumento en los niveles de
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metilacion del sitio BstUI del promotor Drdl (p < 0,05; Figura 50b). Para el promotor de Drd2 se
registré un aumento en sus niveles de metilacion tanto en crias CAF-E21 como CAF-DPN10 (p <
0,05; Figura 50c). Por ultimo, se encontré un aumento en el sitio Sma I del promotor de Dat en
CAF-DPNI10 (p < 0,05; Figura 50d). En NAc, se encontr6 un aumento en los niveles de
metilacion de los sitios BstUI del promotor de Drdl (p < 0,05; Figura 51b) y Sma I del promotor
de Dat (p < 0,01; Figura 51d) en CAF-DPNI10.

La edad también afect6 los niveles relativos de metilacién de los promotores. En ATV,
los niveles de metilacién de los sitios Mae Il (a) y Mae II (b) de Th aumentaron con la edad (p <
0,001), mientras que los de Mae II (c) disminuyeron con la misma (p < 0,05; Figura 50a). Por otro
lado, el promotor de Drdl disminuy6 sus niveles de metilacién en el sitio BstUI con la edad (p <

0,0001; Figura 50b).
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Figura 50. Andlisis de metilacién de los promotores de los genes de: (A) TH; (B) DRD1, (C) DRD2 y
(D) DAT en ATV de crias en estadio embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de
hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF). Las columnas y las barras de error
representan la media + SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segtin
ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.
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Figura 51. Anilisis de metilacién de los promotores de los genes de: (a) TH; (b) DRDI, (c) DRD2 y (d)
DAT en NAc de crias en estadio embrionario 21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras
alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria (CAF).Las columnas y las barras de error representan la
media £ SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa p<0,05 segiin ANOVA de 2
vias seguido de post-test de Tukey.

4.5.2.4 Efecto de la dieta materna CAF sobre la expresion de enzimas

neuroesteroidogénicas en el hipotdlamo de la progenie.

Se estudi6 la expresion de enzimas neuroesteroidogénicas en AHP de la progenie con el
fin de determinar si las mismas son afectadas por la dieta materna CAF. En E21 no se encontraron
cambios en la expresion de las enzimas estudiadas (Figura 52). Sin embargo, en DPN10 se detect6
un incremento en los niveles de¢ ARNm de 3a-HSD (p < 0,01) de crias provenientes de madres
CAF en relacién a las C.

La edad también afectd la expresion de las enzimas neuroesteroidogénicas, ya que tanto
los niveles de Sa-r como los de 3a-hsd (p < 0,0001) aumentaron en DPN-10 respecto a E21, para

crias provenientes de madres alimentadas tanto con dieta C como CAF.
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Figura 52. Expresion absoluta de enzimas neuroesteroidogénicas en AHP de crias en estadio embrionario
21 (E21) o Dia postnatal 10 (DPN10) obtenidas de hembras alimentadas con dieta control (C) o de cafeteria
(CAF). Las columnas y las barras de error representan la media+SEM (n=6-8/grupo). Letras diferentes
indican diferencia significativa p < 0,05 segin ANOVA de 2 vias seguido de post-test de Tukey.
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5.  DISCUSION

El deseo por la comida es parte de la naturaleza humana. En un ambiente que facilita el
acceso y en el cual se ve estimulado el consumo de comidas de alta palatabilidad resulta complejo
comprender las sefiales que llevan a ingerir alimentos en exceso y a desarrollar obesidad [85]. Asi,
el problema de sobrepeso y obesidad se encuentra estrechamente asociado al consumo de
alimentos procesados de alto contenido energético, ricos en grasas y carbohidratos.
Independientemente del estado de hambre o saciedad, la ingesta puede ser influenciada por la
sensacion placentera que genera cada alimento. De este modo, no es s6lo el balance energético el
que dirige la ingesta alimenticia, sino que el valor de recompensa asociado un alimento también
tiene un rol fundamental [175]. Por otro lado, no sélo ha sido reportado que el hipotdlamo es
capaz de sintetizar neuroesteroides de novo, sino también que las hormonas esteroides pueden
afectar la ingesta energética de forma diferencial [176]. Sin embargo, resulta desconocido si
cambios en la ingesta afectan la sintesis de neuroesteroides, particularmente a nivel hipotaldmico.
Por todo esto, en el presente trabajo se estudiaron los efectos de la ingesta de una dieta CAF en
ratas hembra a lo largo del tiempo, especificamente en un estado de normopeso (corto plazo),
sobrepeso (mediano plazo) y obesidad (largo plazo), evaluando cambios en la ingesta, pardmetros
metabdlicos y en la expresion de neuropéptidos, receptores de hormonas y neurotransmisores
involucrados en los sistemas homeostdtico y de recompensa, en nticleos cerebrales discretos.
Ademds, se analiz6 la expresién de enzimas neuroesteroidogénicas en nicleos hipotaldmicos
discretos para obtener un abordaje integrado del modelo de obesidad desde los multiples aspectos
que lo conciernen. En base a los resultados obtenidos, propusimos que modificaciones
epigenéticas podrian estar involucradas en todos estos procesos. Por tltimo, estudiamos el efecto
de la dieta materna CAF sobre los sistemas de control de ingesta homeostético y de recompensa y
sobre la expresion de enzimas neuroesteroidogénicas en la progenie.

e Ladieta CAF altera la ingesta e incrementa la adiposidad, el peso corporal y los niveles

de leptina circulante.

Numerosos estudios han reportado el efecto de la CAF sobre el desarrollo de la obesidad,
sin embargo dependiendo de los alimentos seleccionados, el tiempo de administracion, la edad y
el sexo de los animales, entre otras variables, difieren los resultados respecto al desarrollo de
sindrome metabdlico y la sensibilidad a diversas hormonas [136,169,177,141,138]. En este
sentido, dado que son pocos los autores que han reportado las consecuencias de administrar esta
dieta en ratas hembra desde el destete, estudiamos el cambio en la ingesta como promotor de
alteraciones en el peso corporal y de los tejidos adiposos y su relacién con los cambios
metabdlicos. Los animales alimentados con CAF mantuvieron una ingesta energética
significativamente mayor a partir de la segunda y a lo largo de las 20 semanas de dieta estudiadas,
en concordancia con lo que ha sido reportado por otros grupos en estudios realizados en hembras

desde el destete [136,178-180]. Cabe destacar que tanto los animales C como CAF mostraron un
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marcado incremento en la ingesta energética desde el destete y hasta la tercer semana de dieta,
probablemente debido a la alta tasa de crecimiento de los animales a esa edad [181]. Luego de
este punto y hasta la semana 11 de dieta, ambos grupos dietarios presentaron un aumento en la
ingesta energética diaria similar, aunque la misma siempre fue mayor para los animales
alimentados con CAF. Posteriormente los animales CAF continuaron aumentando su consumo de
energia diario a una tasa mayor que los animales alimentados con alimento balanceado, los cuales
mantuvieron una ingesta diaria practicamente constante hasta la semana 20. Consecuentemente,
esto llevo a una elevada ingesta energética acumulada por parte de los animales CAF respecto a
los C en todos los puntos estudiados, tal como fuese reportado previamente tanto en hembras
[178] como machos [182,183] alimentados con CAF desde el destete. Este perfil de ingesta
variante a lo largo del tiempo nos brindaria indicios de que los mecanismos que regulan la ingesta
cambiarfan con la longitud del tratamiento dietario. Ademads, podria inferirse que este perfil de
resultados es caracteristico las dietas de estilo occidental ricas en grasas y azicares, ya que han
sido publicados diversos trabajos en donde se observd un incremento en la ingesta energética no
s6lo cuando la intervencion dietaria comenzd en el destete sino también en la adultez,

independientemente del tiempo de exposicion a la misma [138,184,59,185,186].

Cabe destacar que, aunque la dieta CAF promovié una mayor ingesta energética, no
produjo hiperfagia, indicativo de la significativamente mayor densidad calérica de los alimentos
de alta palatabilidad respecto al alimento balanceado [182]. De esta manera, los animales CAF
consumieron significativamente menores cantidades diarias de alimento que los C, lo que llevé a
que la ingesta en masa acumulada sea menor en todos los puntos de tiempo estudiados. Este
resultado es dicotomico, dado que ha sido reportado tanto que este tipo de dieta incrementa la
masa de alimento consumida [138,185,187,141] como que no produce hiperfagia [182]. Ademas,
pese a que la ingesta diaria fue menor respecto a los animales C, esta se vio incrementada a lo
largo del tiempo en los animales CAF, indicando que habria un efecto de la dieta
independientemente de la edad de los animales. Si bien en la presente Tesis no se determind el
patrén de alimentacidén a lo largo del ciclo luz-oscuridad, algunos autores han reportado que este
tipo de dieta promueve el consumo de pequefias cantidades de alimento de manera frecuente
(snacking) luego de 5 semanas de dieta, lo cual deja de observarse luego de 10 semanas de
intervencion dietaria. Sin embargo, este comportamiento no afecta la cantidad diaria ingerida en
términos de masa y energia [141]. Ademads, la bibliografia sugiere que este comportamiento puede
deberse a una menor saciedad causada por el alimento ingerido, que cambiaria al extenderse el
tiempo de dieta, reflejando asi una tolerancia a la palatabilidad [141,188]. De este modo, la
ingesta frecuente de comidas de alto contenido energético en estadios tempranos podria llevar a la

ganancia de peso en el largo plazo.

Una de las principales caracteristicas de la dieta CAF es que promueve la libre eleccion de

los alimentos que el animal consume [168], lo cual condiciona la ingesta de macronutrientes, ya

107



Discusion

que los alimentos de alta palatabilidad seleccionados poseen diversa composicién de los mismos.
Pese a la gran variabilidad de alimentos ofrecidos, se ha observado que la ingesta en
macronutrientes se mantuvo constante durante los distintos estadios de intervencién dietaria
estudiados (corto, mediano o largo plazo), consumiendo una mayor proporcién de grasas en
funcion de la energia total ingerida (3 veces mds) y menor proporcion de proteina (cerca de un
50% menos) y carbohidratos respecto de los animales C, tal como fuese reportado por otros
autores en diversos modelos de CAF [9,138,189,169]. La dieta CAF ofrecida posee en promedio
un elevado contenido de grasas (46%) y baja cantidad de proteinas (8%). Estos porcentajes
revelan que el proceso de eleccion de los alimentos ingeridos lleva a incrementar el consumo de
proteinas y disminuir el de grasas como mecanismo compensatorio, lo cual podria explicar, en

parte, la ausencia cambios en el metabolismo de la glucosa y de sindrome metabdlico.

Otra caracteristica de la dieta CAF es que la forma de administracién de los distintos
alimentos permite la evaluacién de la seleccién de gustos y preferencias realizadas con el animal a
lo largo del tiempo [190]. De esta manera pudimos observar que los animales alimentados con
CAF eligieron los distintos items de comida de alta palatabilidad ofrecidos por sobre el alimento
balanceado, prefiriendo siempre el sabor dulce sobre el salado, diferencia que se incrementa a lo
largo del tiempo. De forma innata, tanto los humanos como los roedores jovenes tienen una
preferencia mayor por el sabor dulce, la cual va disminuyendo desde finales de la adolescencia
hasta la edad adulta [191,192]. Sin embargo, esta baja en la preferencia al sabor dulce se ve
alterada en individuos obesos [192,193]. Particularmente, se ha sugerido que la respuesta neuronal
a las comidas de sabor dulce es menor en mujeres propensas al aumento de peso, necesitando una
mayor ingesta de las mismas para obtener la misma respuesta [194]. De esta forma, la mayor
eleccion de alimentos dulces por parte de las hembras CAF en el mediano y largo plazo podria
deberse a una desregulacién neuronal vinculada al sobrepeso y la obesidad. Ademds, los cambios
observados en la preferencia por lo sabores a lo largo de la intervencién dietaria podrian estar
relacionados a que los mecanismos que controlan la ingesta en los distintos plazos estudiados son

diferentes.

En el corto plazo, las ratas hembra alimentadas desde el destete con una dieta altamente
apetecible mostraron no sélo una mayor ingesta de energia en comparacién con los animales
alimentados con alimento balanceado, sino también una mayor ingesta de grasas, lo cual refleja la
alta palatabilidad de la dieta, sobretodo en animales jovenes [139]. Esta mayor ingesta de grasa de
los animales alimentados con CAF se mantuvo en el tiempo y persistié incluso cuando la misma
excedia el requerimiento de energia. Las grasas dietarias alteran el monitoreo de nutrientes orales
e intestinales [190,191], atenuando la deteccién de la ingesta excesiva de grasas y conduciendo a
un consumo excesivo de alimentos ricos en ellas, independientemente de la disponibilidad
continua de alimento balanceado. De esta manera, en el corto plazo la mayor ingesta de energia en

hembras CAF estuvo acompafiada por un aumento marcado en la deposicion de grasa,
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particularmente en las parches de TAPg y TAS, que aumentaron tres y seis veces su peso,
respectivamente, en comparacién con las ratas alimentadas con dieta C. Esto podria indicarnos
que cada parche de tejido adiposo es sensible a la dieta de manera diferencial [192]. En este
sentido, Ribot y col. [169] reportaron un incremento en el TAPg de hembras luego de 4 semanas
de ingesta de dieta CAF. Los parches de TAPg y TAS estarian reflejando los efectos tempranos de
la mayor ingesta energética de CAF. A pesar del gran aumento en la adiposidad, no hubo
diferencias significativas en los niveles de leptina circulante o del peso corporal entre los animales
alimentados con una dieta CAF o C a corto plazo, de acuerdo con otros autores [184,8,59].
Controversialmente, ha sido reportado que una ingesta a corto plazo de CAF tiene la capacidad de
incrementar el peso corporal de los animales. Sin embargo, la mayoria de estos resultados se
obtuvo comenzando la intervencion dietaria en animales adultos (200-250g) y no desde el destete
[178,177,195,190] o utilizando cepas de rata Sprague-Dawley, las cuales han demostrado ser mas
sensibles al incremento de peso corporal y a la adiposidad frente una dieta CAF que otras cepas de
rata [196].

En el mediano plazo, se mantuvo la elevada ingesta energética en los animales CAF,
llevando consecuentemente a un mayor aumento en el peso de los tejidos adiposos,
principalmente TAPg y TARP lo que derivé en un incremento tanto del peso como de la ganancia
de peso corporal de los animales, llevando al sobrepeso. En particular, el TAPg registré un
aumento del 70%, convirtiéndolo en un tejido adiposo visceral muy sensible a la dieta. En este
sentido, algunos autores han reportado un incremento de la ganancia de peso corporal similar a la
encontrada por nuestro grupo cuando la dieta CAF se ofrecié desde el destete tanto a hembras
[180] como a machos [183]. Sin embargo, otros autores han reportado una ganancia de peso
mayor en hembras alimentadas con CAF desde el destete pero utilizando ratas de la cepa Sprague-
Dawley [136]. La leptina es una hormona producida principalmente por los adipocitos y una sefal
de las reservas energéticas que participa en el control de la ingesta y el gasto energético [197,37].
En este sentido, nuestros resultados muestran que los cambios en la adiposidad a mediano plazo
estuvieron acompaifiados por un marcado aumento en la concentracion sérica de leptina, llegando
a ser esta 50% mayor en los animales CAF vs. C, en concordancia con lo reportado por otros
autores [183].

Todos estos cambios metabdlicos y moleculares se intensificaron a largo plazo,
evidenciando un estado de obesidad. La ingesta prolongada de CAF continué incrementando mas
rapidamente la adiposidad y el peso corporal: en particular los parches de TAPg se incrementaron
un 74% y la ganancia de peso fue del 19% respecto a los animales C. Esto trajo aparejado un
incremento de los niveles de leptina circulante, que llegaron a ser 3 veces mayores en animales
CAF respecto a los C, al igual que fuese reportado por otros autores [198,199,179]. Sin embargo,
a pesar de todas estas alteraciones y de la duracién de la intervencion dietaria, la alimentacién con

CAF no alter6 el metabolismo de la glucosa en ninguno de los periodos de dieta estudiados, como
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asi tampoco generd sindrome metabélico. Estos resultados son dicotémicos ya que, al igual que
nosotros, algunos autores reportaron que una ingesta prolongada de CAF no afecta el
metabolismo de la glucosa [179,177,199,200,189], ni provoca sindrome metabdlico
[199,179,200], mientras que otros autores han reportado que una alimentaciéon con CAF desde el
destete altera el metabolismo de la glucosa y provoca sindrome metabdlico [136,180]. Estas
diferencias pueden deberse a que en los distintos estudios difirieron las cepas de rata, el sexo y
edad de inicio de la intervencion dietaria de las mismas, al igual que la composicién de la dieta.
Respecto a este dltimo punto, algunos autores en vez de alimento balanceado regular utilizan
alimento balanceado enriquecido con grasa o mezclado con distintos alimentos de alta
palatabilidad formando un bolo, sin proporcionarle al animal la posibilidad de elegir [180].

o Ladieta CAF altera los circuitos cerebrales homeostdticos de control de ingesta.

Los animales alimentados con CAF incrementaron la ingesta energética a lo largo de toda
la intervencién dietaria, sin embargo los mecanismos homeostaticos de regulacion estudiados no
se vieron afectados en el corto plaze. En este sentido, Castro y col. [59] reportaron que una
ingesta durante 2 semanas de dieta CAF en ratas macho en edad temprana no produjeron cambios
en la expresion de Pomc ni Npy en hipotilamo completo. Puesto que la alimentacién esta
influenciada por el placer y los alimentos altamente sabrosos podrian activar el sistema de
recompensa cerebral a pesar de una ingesta energética suficiente, la ausencia de cambios en el
sistema homeostdtico neuropeptidico de los animales alimentados con CAF a corto plazo nos
indicaria que la mayor ingesta energética observada en estos animales podria deberse a la accion
de una via no homeostitica. De este modo, tal como se discutird mds adelante, proponemos que
otro sistema, como el sistema mesolimbico cerebral, actuaria a corto plazo, conduciendo el exceso

en la ingesta energética y contribuyendo al desarrollo de la obesidad a largo plazo.

El eje hipotdlamo-tejido adiposo contribuye en gran medida al control de la ingesta de
alimentos [201], principalmente a través de la leptina circulante. Esta hormona promueve un
balance energético negativo a nivel cerebral, principalmente en ARC, ejerciendo su efecto al
unirse y activar al ObRb, inhibiendo a las neuronas NPY/AgRP y activando a las POMC,
resultando en una reduccién de la ingesta de alimentos [37]. La interrupcién de esta accién
conduce a un estado conocido como resistencia a la leptina, que se caracteriza por respuestas a la
leptina alteradas y una reduccién de la expresion y/o de los niveles de proteina de Obrb [202]. En
el presente estudio, las ratas alimentadas con CAF a mediano plazo desarrollaron
hiperleptinemia, pero la sensibilidad a la hormona en ARC podria no verse afectada segin el
incremento en la expresion de Obrb y Pomcobservados en el mediano plazo. El incremento en los
niveles de Pomc es consistente con un estudio publicado por Kinzig et al [203], quien observé que
luego de 8 semanas en una dieta alta en grasas, las ratas macho aumentaron el ARNm de Pomc en
ARC. Ademds, en el largo plazo los niveles de expresion de Agrp en ARC de hembras

alimentadas con CAF disminuyeron a la mitad, probablemente en un intento por limitar el
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consumo de energia y el aumento de peso excesivo. Sin embargo, esta respuesta anorexigena del
ARC no fue suficiente para mantener la ingesta de energia en valores regulares, lo que sugiere que
mecanismos hipotaldmicos adicionales estarfan actuando para contrarrestarla. De esta manera,
otros nucleos hipotaldmicos como el HL (a través del aumento de Ox), PVN (con su mayor
expresion de Npy y Agrp) y VMN (con el incremento de Agrp) generan una sefial orexigena que
estarfa mediando el alto consumo de energia observado en el mediano y largo plazo. Postulamos
que la contribucién orexigena de Ox en HL seria la m4s importante y la principal encargada de
conducir el incremento en la ingesta energética observado en los animales CAF, ya que la
produccién de neuropéptidos en PVN y VMN es menor que en ARC. Ha sido reportado que la
sobreexpresion de Npy en PVN induce obesidad a través de un incremento en la ingesta de
alimentos [204]. En este sentido, se ha encontrado mayor expresiéon de Npy en PVN de ratas
macho alimentadas con una dieta de alta palatabilidad durante 8 semanas [205]. Ademas, se han
encontrado mayores niveles de Npy y Agrp en PVN de animales genéticamente obesos, como
ratas Zucker fa/fa, y ratones db/db y ob/ob[206-208]. Conjuntamente, ha sido reportado que el
NPY no sélo estimula la ingesta de alimentos, sino que tiene un efecto preferencial sobre la
ingesta de azidcares [209-211] y/o grasas [211-213]. De esta manera, la mayor preferencia por los
alimentos dulces manifestada por los animales CAF en el mediano y largo plazo podria deberse a
la mayor expresion de este neuropéptido. Por otro lado, el incremento en los niveles de ARNm de
Ox en HL podria responder a los altos niveles de leptina circulantes, ya que se ha reportado que
esta hormona promueve el aumento de la expresiéon de Ox [214], aunque se encontraron
alteraciones en los niveles de Obrb en el HL de las hembras alimentadas con dieta CAF. En este
sentido, resulta importante distinguir que en el HL se han registrado al menos tres poblaciones
neuronales cada una de las cuales tiene patrones de expresion moleculares diferentes [215].
Mientras que las neuronas OX no expresan Obrb, muchas de las neuronas circundantes lo hacen,
siendo la regulacion de las mismas a través de determinadas poblaciones del HL. que expresan el
receptor, asi como las poblaciones hipotaldmicas del ARC [214]. Por su parte, ha sido reportado
que la leptina tiene un rol clave sobre la actividad eléctrica de estas neuronas OX, ya que
indirectamente las inhibe logrando la hiperpolarizacién de sus membranas [214]. No obstante, se
ha observado que el aumento en los niveles de leptina promueve un incremento en la expresion
génica de Ox en dichas neuronas, lo cual se sugiere seria mediado a través de las poblaciones
neuronales adyacentes, aunque la naturaleza del neurotransmisor se desconoce atin [214,216].
Estos efectos que parecen un tanto antagénicos, se vinculan con la regulacién rapida que se da
luego de una comida (inactivacién eléctrica), y con un estado persistente que se espera
promoveria los efectos crénicos de las OX, como es el gasto energético en el largo plazo [216].
Ademds, las OX también impulsan la ingesta heddénica de alimentos de alta palatabilidad y tienen
un rol critico en las adicciones, mediando tanto el comportamiento hacia los alimentos como el

consumo en situaciones de alta motivacién y recompensa [214,217], lo que sugiere que el
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incremento en la expresion de Ox en hembras CAF en el mediano y largo plazo podria estar més
relacionado con su papel en la alimentacién heddnica que en el sistema homeostatico [214]. En el
largo plazo, los sistemas neuropeptidicos del hipotdlamo continuaron desreguldndose, al
incrementarse los cambios observados en el mediano plazo: la expresion de Agrp aumenté en
PVN, reforzando la respuesta orexigena de este nicleo, y disminuyé en ARC, aumentando la
tendencia anorexigena de este ultimo, lo que nos indicaria que este neuropéptido es relevante en la
exposicion prolongada a la dieta CAF. En conjunto, estos cambios podrian explicar el hecho que
la ingesta energética diaria de los animales alimentados con CAF aument$ casi 3 veces en
relacion a los C de mediano a largo plazo, mucho més alld de sus necesidades metabdlicas. Estos
datos nos permiten suponer que, a mediano y largo plazo, la sefial orexigena observada en el HL,
PVN y VMN de hembras alimentadas con CAF lider6 el aumento en la ingesta de energia,
provocando el sobrepeso y la obesidad. Sin embargo, en ambos momentos, ARC presentd una
tendencia anorexigena, probablemente en un intento de proteger a los animales contra la ingesta

de alimentos no controlada y los trastornos metabdlicos consiguientes.

Con el fin de investigar los mecanismos moleculares involucrados en los cambios de
expresion génica encontrados, se analizé el patrén de metilacién de los promotores de los genes
Pomc y Npy en el corto, mediano y largo plazo, ya que ha sido propuesto que el estado de
metilacién de estos genes es critico para la regulacion de la ingesta de alimentos y del peso
corporal [218,219]. Se ha demostrado que la expresion de Pomc estd fuertemente influenciada por
el estado de metilacion de su promotor en diferentes tejidos, siendo particularmente sensible a las
condiciones nutricionales en el hipotdlamo [219]. En el mediano plaze, en ARC de animales
alimentados con CAF se encontraron menores niveles de metilacion en un sitio Mae II del
promotor de Pomc, adyacente a un potencial sitio de unién para el factor de transcripcién STAT3,
cambio que se mantuvo en el largo plazo. STAT3 es fundamental para mediar los efectos
genémicos de la leptina, al regular la expresion génica de Pomc en el hipotdlamo[220]. Ademas,
en respuesta a la sefializacion de leptina, fosfo-STAT3 activa el promotor Pomc a través de un
mecanismo que requiere un sitio de unién a Spl [221]. Por tanto, la disminucién del patrén de
metilacién del promotor Pomic en este punto podria permitir la unién del factor fosfo-STAT3 y la
consecuente accién de la leptina sobre las neuronas Pomc de ARC, desencadenando asi la
activacion del promotor y el subsiguiente incremento en la expresion del ARNm del Pomc. Los
cambios encontrados en el patrén de metilacién del promotor Pomc podrian explicar, al menos en
parte, el aumento en los niveles de ARNm de Pomc en ARC de animales alimentados con CAF a
mediano y largo plazo, y son consistentes con el incremento en la expresion de Obrb como
consecuencia de los mayores niveles de leptina circulante. Ademds, este sitio de Mae II es un
potencial sitio de unién para el factor de transcripciéon negativo del elemento sensible a
glucocorticoides (nGRE), un elemento del ADN necesario para la represion glucocorticoide del

gen Pomc [213]. Una disminucién en el patréon de metilacion en este sitio podria llevar a una
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expresion de Pomc disminuida; sin embargo, esto no se observd. Otros autores encontraron un
estado de metilaciéon mas bajo de este sitio en animales sobrealimentados, lo que indica una
posible correlacién entre los cambios observados en los diferentes modelos de obesidad
[214,129]. Sin embargo, debido a las limitaciones de la técnica utilizada, algunos sitios de CG
dirigidos a la metilacion no se incluyeron en el andlisis del promotor Pomc; por ejemplo, el sitio
de unidén Spl, que se informd que es esencial para la mediacion de los efectos de la leptina en la
expresion de Pomc [212]. Aunque los potenciadores nPE1 y nPE2 también estdn involucrados en
dirigir la expresion génica a neuronas hipotaldmicas Pomc, no se encontraron diferencias en el
patrén de metilacion de ratas alimentadas con CAF en ninguno de los puntos temporales
estudiados, como informaron otros autores [39]. Por otro lado, ha sido reportado que el estado de
metilacién del promotor Npy era sensible a las condiciones de alimentacién [218,222]. En linea
con esto, se encontré una disminucién en el patréon de metilacién del promotor Npy en PVN, tanto
en el mediano como en el largo plazo, en dos sitio BstUI adyacentes a un potencial sitio de unién
para el factor de transcripcion AP-2a, el cual es muy importante para la promocién de la
transcripcién de genes NPY en el hipotdlamo [223]. Por lo tanto, la desmetilaciéon en un sitio
adyacente podria modificar la capacidad de este factor de transcripcién para unirse al promotor y
contribuir asf al aumento en la expresiéon de Npy en PVN. Esto es consistente con los resultados
obtenidos por otros autores [222], los cuales informaron una disminucién en el grado de
metilacién para el promotor Npy en el hipotdlamo de ratas hembra adultas bajo una dieta alta en
carbohidratos. Los cambios en el patrén de metilacion de los promotores de Pomc y Npy
proporcionan evidencia de una regulacién transcripcional por mecanismos epigenéticos
dependientes de la dieta, que contribuirian al desarrollo del sobrepeso y la obesidad al alimentarse
los animales con una dieta de alta palatabilidad como la CAF.

o  Efecto de la duracion de la intervencion dietaria sobre el sistema homeostdtico de

control de ingesta.

La expresion hipotaldmica de los genes que codifican los neuropéptidos involucrados en
el control de la ingesta se vio afectada por la duracién de la intervencion dietaria [224]. Asi, el
periodo de alimentacién afecté de forma diferencial los niveles de ARNm de los neuropéptidos,
tanto en hembras alimentadas con dieta C como CAF. La expresion de Npy y Cart disminuyé con
el tiempo en ARC, PVN y VMN, tal como fuese informado por otros autores [225,226]. Ademas,
a partir de las 11 semanas de dieta, los niveles de Pomc cayeron en PVN y la expresion de Agrp
aument6 en ARC [227]. Estos cambios, principalmente orexigenos estuvieron en linea con el
mayor consumo diario de energia que presentaron los animales alimentados con alimento
balanceado a las 11 semanas y en las semanas posteriores, en comparacién con los animales C a
las 4 semanas. Ademds, la duracién de la intervencién dietaria disminuy6 la expresion de Obrb
en PVN, VMN y HL, pero no en ARC, tal como fuese reportado [228]. En este sentido, se ha

informado que los efectos anorexigenos centrales de la leptina dependen de la edad y que los
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animales adultos mayores desarrollan resistencia a la leptina de forma natural [229,228].
Nuestros resultados podrian sugerir que los animales alimentados durante 20 semanas con
alimento balanceado presentarian una resistencia incipiente a la leptina en PVN, VMN y HL.
Esto se relaciona a la disminucién en la expresion de Obrb y el aumento de los niveles de leptina
circulantes (a pesar de que estos no fueron estadisticamente significativos). Sin embargo, esta
hipétesis deberia corroborarse con estudios futuros, por ejemplo mediante determinacion de la
fosforilacién del transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT3) y la medicion de
la expresién del supresor de la sefializaciéon de citoquinas 3 (SOCS3), fundamentales en la
seflalizacion de Obrb y mediadores de la resistencia central a la leptina [230].
o Efecto de la dieta CAF sobre el sistema de recompensa cerebral.

Los circuitos dopaminérgicos desempefian un papel fundamental en la activacién de la
recompensa mediada por los alimentos. Se ha reportado que alteraciones en los mismos pueden
contribuir a una mayor susceptibilidad a la obesidad [193]. Los animales alimentados durante un
corto plazo con dieta CAF presentaron, en ausencia de sobrepeso y cambios en los niveles de
insulina y leptina, un estado hipodopaminérgico del sistema mesolimbico, reflejado a través de un
aumento en la expresion de Dat en ATV y una disminucién en el nivel de expresion de Drd2 en
NAcSh. Esto podria estar vinculado con un mayor consumo de comida palatable como un modo
de compensar esta hiposensibilidad a la recompensa [188,132]. Dado que al aumentar dichos
umbrales es necesario consumir cada vez mas cantidad del estimulo para alcanzar el nivel de
placer minimo, esta hiposensibilidad de recompensa inducida por la dieta puede tener un papel
fisiopatoldgico en el desarrollo de la obesidad al aumentar la motivacién para consumir alimentos
ricos en grasas y/o azicares de alta recompensa [188]. Por otra parte, estudios en humanos han
demostrado que la actividad Drd2 de individuos obesos resulta disminuida en respuesta a comidas
de alta palatabilidad, e inclusive se la ha correlacionado con el aumento del indice de masa
corporal [66,231]. El hallazgo de un polimorfismo en una variante alélica de Drd2 vinculada a
esta disminucién con alta prevalencia entre los individuos obesos, ha estrechado la relacién
existente entre la obesidad y la regulacién de este gen, destacdndolo como un factor que favorece
el desarrollo de dicho trastorno [232,233,66,234]. Se ha propuesto también que junto con otros
desordenes de tipo compulsivo, como la adicciébn a las drogas, reflejan un “sindrome de
deficiencia de recompensa” cuya causa seria, al menos en parte, esta reduccion en los niveles de
Drd2 [66,231]. De este modo la disminucién en la sensibilidad del circuito de recompensa seria
una respuesta para enfrentar la sobreestimulacién palatable, desencadenando alteraciones que
acabarian llevando al sobrepeso [188,235,66]. Paraddjicamente, la dieta CAF produjo un
incremento en la expresién de Drdl en NAcC, contradiciendo lo que han reportado otros autores
[184,132]. Sin embargo la mayoria de ellos han estudiado la expresiéon de Drdl en NAc sin
distinguir entre sus regiones. Es importante destacar que, aunque los receptores Drdl y Drd2

tienen un efecto opuesto a nivel molecular, a menudo actian de forma sinérgica [236]. Ha sido
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reportado que altas concentraciones de DA incrementan los niveles de expresion de Drdl [237],
por lo que este incremento en los niveles de Drdl en NAcC podria estar actuando como
mecanismo compensatorio a la baja de Drd2 en NAcSh. Si bien se desconoce la arquitectura
precisa de estos nucleos, se ha demostrado que la DA tiene multiples y complementarios roles
segun el circuito, permitiéndole asi al animal optimizar los comportamientos gratificantes [64].
Por su parte, NAcSh tiene una funcidn integradora entre el valor de motivacién y la novedad del
estimulo, creando asi la motivacion por el resultado. En cambio, en NAcC la DA provee un valor
de motivacién genérico asociado a una posible recompensa que permite traducirla luego en
acciones concretas, llevando al desarrollo de conductas motivadas [57,238,75]. Por otro lado,
dado que las neuronas Drdl del NAc influyen sobre la actividad GABAérgica del ATV [59], este
aumento en la expresion del receptor podria estar vinculado a las alteraciones observadas en ATV.
Por todo lo antes mencionado, al estar el NAcC y la sefializacién a través de Drdl en dicho niicleo
vinculados al aprendizaje y desarrollo de respuestas hacia el alimento [238,75], podriamos
suponer que este aumento en su expresion permite sentar las bases que llevan a la alteracién del
patrén de alimentacién. Por otra parte, se ha visto que el bloqueo de la sefializacion por Drdl
afecta la preferencia por los azicares, reforzando el rol de este receptor en la asociacién con un
incentivo [239]. Ademds, se ha resaltado que la activacién de CeA es critica al momento de la
adquisicién de una conducta [240], ya que su modulacién puede crear una sefializacién negativa
que no solo afecte la motivacién por el estimulo sino que altere el valor hedénico asociado a esa
recompensa [241]. Entonces, dada su influencia sobre la valoracién de un estimulo, asi como su
rol en las etapas iniciales del aprendizaje asociativo, podriamos suponer que la disminucién en
Drdl observada en CeA contribuye al estado hipodopaminérgico, permitiendo generar

alteraciones en la preferencia hacia los alimentos y el patrén de alimentacién.

Otro marcador de una alteracién en el funcionamiento del sistema mesolimbico es la
disminucién de la expresion de Gadl y Gad2 en ATV. Numerosos trabajos han reportado una
menor actividad en las neuronas GABAérgicas frente a diferentes estimulos gratificantes, y
aunque representan alrededor del 40% de las neuronas del ATV, su participacion en la inhibicién
de las neuronas dopaminérgicas resulta de gran importancia [69,242]. En concordancia con
nuestros resultados, estudios utilizando animales obesos han observado una menor actividad
GABAérgica en ATV [242,243]. Esto resulta relevante, ya que dichas neuronas hacen sinapsis
tanto sobre las dendritas como los cuerpos neuronales dopaminérgicos [244], permitiéndole de
este modo generar resultados “escalonados” mediante la combinacion de diferentes inputs[69].
Dicha inhibicién se ha observado de manera sostenida en algunos comportamientos de adiccién a
drogas, resultando en una modificacién del tono dopaminérgico en el largo plazo [245,246]. Por
otro lado, la expresion de Gadl y Gad2 en ATV responde a inputs GABAérgicos provenientes de
otros nucleos, como NAc y VP, los cuales a su vez son inervados por las neuronas del ATV

[247,58]. Considerando entonces todos los posibles inputs neuronales que pueden afectar la
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expresion de Gadl y Gad2, se podria interpretar esta modificacién en la expresiéon como un modo
de contribuir a la modulacién del tono dopaminérgico en ATV. Por otro lado, en el corto plazo, la
dieta CAF duplicé los niveles de expresion de Gad2 en VP. Se ha reportado que el mayor input
inhibitorio GABAérgico que recibe el ATV proviene del VP [247], ademds del feedback
proveniente de la activaciéon del NAc. Si bien las proyecciones del NAc tienen como blanco
principal las neuronas no-dopaminérgicas [248], el VP impacta tanto en las poblaciones
dopaminérgicas como GABAérgicas del ATV [249]. A su vez, los cambios producidos en las
neuronas GABAérgicas del ATV pueden afectar la produccién de GABA por VP [55]. De este
modo la dieta CAF habria afectado la sintesis de GABA en VP, lo que podria contribuir a
desinhibir las neuronas dopaminérgicas al disminuir indirectamente la expresion de Gadl y Gad2
en ATV. Todos estos cambios observados en las ratas alimentadas con CAF en el corto plazo son

revertidos en el mediano y largo plazo, indicando que el sistema dopaminérgico se estabilizaria,

dado por una regularizacién en la expresion de Drdl, Drd2, Dat y de Gadl y Gad?2.

De todos los cambios en la expresién génica encontrados en el sistema dopaminérgico
mesolimbico en el corto plazo, sélo el incremento en los niveles de Dat en ATV de hembras
CAF estuvo relacionado con una disminucién en el patrén de metilacién del sitio Mae I del
ADN. En este sentido, ha sido reportado que la ingesta de una dieta rica en grasa desde el destete
en ratones se relacioné a menores niveles de metilacién del promotor de Dat[250]. Estos datos
podrian identificar la metilacién diferencial del ADN como un vinculo mecanico entre el
consumo de una dieta CAF y los cambios resultantes en la expresién de genes relacionados con

la DA tales como Dat.

Por otra parte, y atendiendo a la disminucién en la expresion de Mor hallada en NAcSh y
VP en el corto plazo, algunos autores sugieren que la exposicion a una dieta palatable ad libitum
altera su expresion [184,189,132]. En este sentido se ha propuesto que la reduccidn en su
trascripcion podria ser un modo de responder a un incremento en la sintesis y liberacién de
opioides enddgenos, asociados a la ingesta de comidas de alta palatabilidad [189]. Esto resulta
curioso ya que tanto NAc como VP producen opioides, si bien la medicién de su sintesis escapa a
los objetivos de la presente Tesis. Mas aun, algunos autores han detectado pequefios “puntos
hedonicos calientes” dentro del VP y del NAcSh donde los opioides estimulan el “gusto” por los
alimentos placenteros, mientras que otros “puntos frios” donde los opioides suprimen el impacto
hedoénico positivo, generando entonces su estimulacién un comportamiento diferente [13].
Podriamos hipotetizar entonces, que la disminucién de Mor en NAcSh y VP seria un mecanismo
adicional a la hiposensibilidad dopaminérgica por el cual se estaria disminuyendo la funcién del
sistema de recompensa en respuesta a la palatabilidad en el corto plazo. A su vez, ha sido
propuesto que el impacto hedénico positivo del sabor dulce estd mediado por incrementos en los
receptores MOR en NAcSh [251]. De esta manera, la disminucién en la expresion de Mor

encontrada en NAcSh de los animales CAF en el corto plazo podria estar mediando la mayor
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eleccion de los alimentos salados por sobre los dulces observada en las hembras CAF4. La
disminucién en la expresion de Mor hallada en NAcSh en el corto plazo se pronuncié atin mds en
el mediano plazo. En este sentido, algunos autores sugieren que la exposicion ad libitum a una
dieta palatable podria contribuir a reducir esta sensibilidad a los opioides. Esto se veria acentuado
por el tiempo de administracién de la misma, resultando fisiol6gicamente relevante para la
regulacién de la homeostasis energética en el largo plazo y su consecuente impacto sobre el peso
corporal [184,189]. En ratones genéticamente obesos (ob/ob) también se ha encontrado una
desregulacion de la expresion de Mor{87], proponiéndose que la misma podria ser un mecanismo
adicional para disminuir el funcionamiento del sistema de recompensa en los animales obesos
[132]. Se ha sugerido que las sefiales provenientes del tejido adiposo, como por ejemplo la
leptina, y los efectos de la dieta podrian contribuir sinérgicamente a las alteraciones en su
expresién, aumentando la vulnerabilidad a la ganancia de peso [132,252]. Paraddjicamente, la
expresion de Mor en BLA result6 incrementada en un 60%, hecho que ademds se vio acompaiiado
por un aumento en la expresion de Obrb y Ghsr. El aumento de Mor resulta sorprendente ya que
se ha observado una regulacién reciproca de su expresiéon en BLA segtin el estado energético
[253]. Sin embargo, existe una diferencia en el comportamiento hacia la comida palatable
respecto de VP o NAcSh, pues en dichos niicleos la sefializacién opioide estd vinculada al efecto
hedénico, mientras que en BLA se asocia al valor del incentivo [254]. En este sentido, se ha
demostrado una mayor expresion de Mor en BLA de animales obesos, lo que permitid
correlacionarlo con el aumento observado en los niveles séricos de leptina [253]. A su vez, se ha
reportado que los efectos de la sefializacién de OX dependen en cierta medida de la activacion del
sistema opioide [255], y dado que BLA envia proyecciones al HL[75,256] se ha propuesto que
dicha interaccién seria importante para motivar el consumo voluntario de alimentos [257]. Por
otra parte, el tratamiento con ghrelina en humanos ha aumentado la puntuacién del nivel de
hambre en funcién de la activacién de la amigdala, sugiriendo que el incremento de la motivacién
por la comida mediado por ghrelina estaria fuertemente vinculado a esta region [258]. A partir de
lo observado y considerando que BLA se activa frente a respuestas voluntarias, podemos suponer
que esta sefializacion de opioides en BLA estaria implicada en la transmisién de las propiedades
“afectivas” del alimento modulando el valor de recompensa de la comida [254]. Lo cual, sumado
al aumento en la sefalizacién de leptina y ghrelina contribuirfa a influir sobre la efectividad de la
sefalizacion de OX que estaria motivando la ingesta. Sin embargo, pese a que los niveles de
adiposidad y de leptina circulante son mayores, en el largo plazo este sistema se restablece, lo
que podria indicarnos que el incremento en la ingesta energética de los animales CAF se deberia

principalmente al sistema homeostatico.

La disminucién en la expresion de Hcertrl en AVT encontrada en el corto plazo podria
actuar como mediadora de la disminucién de Mor hallada en NAcSh. En este sentido, ha sido

reportado que el bloqueo de la sefializacién de OX dentro del ATV atentia el comportamiento de
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alimentacién impulsado por opioides [217]. Por otro lado, en el mediano plazo el incremento en
los niveles de expresion de Ox tiene como consecuencia una disminucién de la expresion de los
receptores Hcrtrl y Hertr2 presentes en NAcSh. Este niicleo, si bien no se ha reportado como el
blanco principal de las OX, recibe inputs de dichas neuronas y se lo vincula a una ingesta basada
en la recompensa en condiciones de saciedad [259], dado que a su vez envia proyecciones
inhibitorias a las neuronas GABAérgicas del HL [79]. Proponemos entonces que, al disminuir la
expresion de los receptores de OX en NAcSh, se estarfa contribuyendo a promover la ingesta ain
en condiciones de saciedad. A su vez, hay evidencia de que una ingesta prolongada de dietas ricas
en azdcares, tal como es el caso de la dieta CAF, disminuye la activacién neuronal en el NacSh
mientras que activa a las neuronas OX del HL, donde VP actuaria como modulador [260]. El VP
recibe proyecciones de OX del HL. En este sentido, ha sido reportado que una microinyeccién de
OX en VP incrementa el impacto hedénico de la sacarosa, incentivando al mayor consumo de la
misma [261]. De esta manera, el incremento en la expresion del Hcrtrl observado en VP de
animales alimentados con CAF en el largo plazo estaria estimulado por el incremento en los
niveles de Ox en HL y podria estar incentivando, al menos en parte, la mayor ingesta de alimentos
dulces observada en los animales CAF20. Por ltimo, algunos autores indican que la activacién de
neuronas OX, y particularmente su posterior sefializacién a través de su receptor HCRTR1 en
ATV, incentivan la ingesta de alimentos de alta palatabilidad [217]. Asi, el incremento de Hcrtrl
en ATV de hembras CAF en el largo plazo, podria estar mediando, probablemente de manera
parcial, el incremento en la ingesta de alimentos palatables por sobre el alimento balanceado en

este punto de la intervencién dietaria.

La amigdala tiene un papel critico en los efectos motivacionales y las propiedades de
refuerzo de las sustancias de abuso. En particular, CeA estd implicado en las respuestas
conductuales y fisioldgicas asociadas con el consumo de estas sustancias, entre las que se
encuentra la comida palatable [262]. Ha sido reportado que la activaciéon de Ghsr en CeA media
los efectos placenteros de las sustancias de abuso [262]. De esta forma, la disminucién observada
en el corto plazo de Ghsr en CeA estaria representando otra forma de inactivacion del sistema de
recompensa, el cual podria estar mediando el incremento en la ingesta de alimentos de alta
palatabilidad observada en los animales CAF como mecanismo compensatorio. En concordancia
con el aumento de los tejidos adiposos y el incremento de la leptina circulante, se observé un
aumento en la expresion de su receptor en ATV en animales alimentados con CAF en el mediano
plazo. La presencia de este receptor en diferentes poblaciones neuronales del mesencéfalo sugiere
un potencial rol como punto de conexién entre las sefiales metabdlicas periféricas y los circuitos
neuronales que regulan la ingesta [263]. En este sentido, numerosos estudios han reportado que la
leptina modula tanto las neuronas del hipotdlamo como las del sistema de recompensa para
promover la saciedad, suprimiendo de este modo el valor de incentivo asociado a cada alimento

[264]. Sin embargo, las consecuencias de los impulsos neuronales, la actividad enzimatica y la
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concentraciéon de DA generada escapan a los resultados de esta Tesis, dado que sélo se planted
como objetivo la determinacion de los niveles de expresion génica. El Obrb se expresa en la
amigdala, especialmente en BLA [265], que a su vez que actia como un regulador del peso y de
la ingesta. Ha sido reportado que el un incremento en la expresion de Obrb en BLA,
independientemente del incremento de leptina circulante, estaria mediando la formacién y el
mantenimiento de conductas hacia la comida, tanto gustosas como aversivas [265]. Por otra parte,
también ha sido reportado que los niveles de leptina estdn relacionados de forma directa con la
preferencia por el gusto dulce [266]. De esta manera el aumento de Obrb observado en BLA de
hembras CAF en conjunto con los mayores niveles de leptina circulantes tanto en el mediano

como largo plazo podria estaria influyendo en la mayor eleccidén de los animales por la comida

de alta palatabilidad, especialmente por aquellas de gusto dulce.

Pese a las desregulaciones observadas en el sistema de recompensa, a partir del andlisis
del comportamiento hedénico hacia el alimento de los animales CAF en el corto plazo se
pudo observar un menor consumo de las soluciones ofrecidas a lo largo de todo el TSSS,
independientemente de la solucién ingerida. Esto podria deberse a que la dieta CAF presenta una
mayor cantidad de humedad respecto del alimento balanceado que ingieren los animales del
grupo C. Por otra parte, se observo que la presencia del sabor dulce de la sacarosa no condiciona
la eleccién del animal, lo cual resulté ser independiente de la dieta administrada. En cuanto al
andlisis de preferencias, se distingui6é que los animales alimentados con dieta CAF demostraron
una preferencia hacia la solucion que representa la “novedad” con respecto al consumo de la
solucién conocida. Dada la amplia variedad de alimentos palatables que componen el modelo de
dieta CAF y el esquema de rotacién de los mismos se garantiza la variedad sin producir
acostumbramiento, estimulando en forma constante la ingesta. En este sentido, ha sido reportado
que la variedad en la dieta estimula la ingesta de comidas nuevas constantemente, lo cual se
denomina “efecto buffet”, y que involucraria al sistema mesolimbico en la motivacién por este
comportamiento [94]. Por otro lado, la dieta CAF tuvo un mayor impacto sobre el consumo de la
solucién conocida, disminuyendo su ingesta respecto del grupo C. De este modo el animal
responde ante lo “conocido” teniendo en cuenta lo ocurrido en el momento previo, es decir
durante la pre-exposicién. A su vez, esta disminucidn en la respuesta hacia lo conocido podria
vincularse a las alteraciones observadas en el sistema dopaminérgico, particularmente aquellas
que involucran a la regién de la amigdala, dado que la misma integra los factores sensoriales y de
saciedad en la regulacién de la ingesta [267]. Asi, aunque los volimenes ingeridos por las
hembras CAF fueron menores respecto de las C, un consumo de 6-7 ml durante la pre-exposicion
es suficiente para evocar la saciedad sensorial especifica en los animales alimentados con dieta
CAF, mostrando una preferencia hacia el sabor novedoso. En contraste con lo mencionado, la
ingesta de dieta CAF a mediano plazo no afectd el consumo a lo largo del TSSS. Si bien durante

la familiarizacién se vio un efecto de la dieta CAF marcando una mayor inclinacién hacia la
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maltodextrina, este no es robusto y contundente, dado que se revierte durante el choice test,
presentando una mayor preferencia por el sabor dulce de la sacarosa. Respecto al andlisis de la
preferencia, se pudo observar que la pre-exposicién no genera cambios en la saciedad, lo cual se
ha propuesto estaria vinculado a una insensibilizacién a las propiedades motivadoras del alimento
en el mediano y largo plazo, pese a su variedad [268,269]. Ademads, considerando el estado de
sobrepeso y el incremento en la concentracion de leptina hallados, podemos suponer que estos
factores han influido sobre la respuesta de las ratas alimentadas con dieta CAF a la novedad,

haciendo que se deje de observar lo ocurrido en el corto plazo.

Ha sido reportado que la ingesta de alimentos de alta palatabilidad afecta la actividad
locomotora y exploratoria[198,136]. Los animales alimentados con CAF tanto en el corto,

mediano como largo plazo incrementaron su actividad exploratoria y disminuyeron sus niveles

de ansiedad, dado por el incremento en el nimero de veces que el animal se paré en dos patas y
el menor nimero de bolos fecales realizados en el campo abierto. En linea con nuestros
resultados, Lalanza y col. [136] hallaron que la administracién de dieta CAF a hembras por un
largo plazo aumenta el comportamiento exploratorio y tiene un fuerte efecto anti-ansiedad.
Planteamos que la disminucién en los niveles de ansiedad observada en el mediano y largo plazo
podria deberse a los mayores niveles de Npy encontrados en el ndcleo PVN, dado que ha sido
reportado que la expresion de Npy en hipotdlamo seria inversamente proporcional a los niveles de
ansiedad [198]. Sin embargo, también ha sido reportado que esta dieta disminuye la actividad
locomotora [136], generalmente debido a un excesivo peso corporal, pero esto no fue observado
para ninguno de los tiempos estudiados, pese al incremento de peso de los animales CAF. La
activacion de Drdl como Drd2 tanto en NAcC y NAcSh promueve la locomocién [237]. En el
corto plazo, el incremento de Drdl en NAcC (que se esperaria que lleve a una mayor actividad
locomotora), estaria contrarrestado por la disminucién de Drd2 en NAcSh, pudiendo ser,
consecuentemente el motivo por el cual no cambia la actividad locomotora, al igual que en el

mediano y largo plazo, donde no se encuentran cambios en la via dopaminérgica mesolimbica.

Debido a que el juego social es una recompensa natural, se esperaria que la comida
palatable lo incremente, al activar al sistema de recompensa cerebral [98]. Ha sido reportado que
el tratamiento con antagonistas de los receptores de DA reducen el juego social [98,270], de este
modo, los mayores niveles de evasion presentados por las hembras CAF en el corto plazo
podrian relacionarse con el estado hipodopaminérgico mesolimbico encontrado, dado que en el

mediano v largo plazo este circuito se estabiliza como asi también los niveles de evasidn de los

animales. Cabe aclarar que este resultado, indicativo de que las hembras alimentadas con CAF en
el corto plazo presentan mayores niveles de ansiedad, es en parte dicotdmico con el encontrado

en el test de locomocidn.
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o  Efecto de la longitud dietaria sobre la expresion de los distintos componentes del
sistema de recompensa.

La expresién mesolimbica de la mayoria los genes que codifican para las distintas
moléculas involucradas en las vias dopaminérgicas del sistema de recompensa cerebral fue
afectada por la duracion de la intervencion dietaria[271]. Asi, se encontré una disminucién de los
niveles de ARNm de Th, Drd2 y Dat en ATV y NAc, tanto en hembras alimentadas con dieta C
como CAF. Estos cambios estuvieron en linea con lo reportado por varios autores, que indican
que la expresion de moléculas del sistema dopaminérgico se altera con la edad [272,273]. Estos
cambios podrian traer aparejada una menor sensaciéon de recompensa, tanto en animales C como
CAF, provocando un incremento de la ingesta de comida como modo de recompensa natural.
Estos resultados estarian en linea con la disminucién de la expresion de Gadl y Gad?2 con la
duracién de la intervencion dietaria en ATV de animales C y CAF, lo que podria indicarnos una
menor inhibicién de las neuronas dopaminérgicas, a modo de efecto compensatorio por esta
hiposensibilidad a la recompensa.

o La dieta CAF altera la expresion de las enzimas neuroesteroidogénicas y de los
receptores hormonales esteroides.

Las ratas alcanzan su madurez sexual entre los 40 y 60 dias de edad [274]. Dado que no
todas las hembras sacrificadas a las 4 semanas de dieta presentaron ciclos estrales regulares, los

resultados obtenidos en el corto plazo podrian no deberse exclusivamente a la dieta.

Los estrégenos y sus receptores desempeflan un papel fundamental en el control de la
homeostasis energética y del metabolismo de la glucosa. Las acciones de los estrégenos en los
nicleos hipotaldmicos controlan diferencialmente la ingesta de alimentos, el gasto de energia y la
distribucién del tejido adiposo blanco. Los efectos de E, en el balance de energia estan mediados
principalmente por REa. El aumento de la sefializacion de REa suprime el consumo y aumenta el
gasto de energia [121]. El Rea se expresa ampliamente en varios nicleos hipotaldmicos, como
ARC, VMN y PVN. Particularmente, en ARC, se expresa principalmente en las neuronas POMC,
donde se producen la mayoria de las acciones de los estrégenos en la ingesta de alimentos [120].
De hecho, ha sido reportado que la eliminacion del Rea en las neuronas POMC de ratones
conduce a hiperfagia, sin influir de forma directa en el gasto de energia o en la distribucién del
tejido adiposo [121]. Por lo tanto, en ARC de ratas alimentadas con CAF, la respuesta
anorexigena mediada por POMC podria verse incrementada por el aumento en la expresion del
ARNm de Rea en el largo plazo, incitando a restringir el aumento exacerbado en la ingesta de
alimentos. Ademds, REa y ObRb colocalizan en las neuronas POMC [119], de esta forma el
incremento en la expresion de estos receptores podria indicar que la sefializacién del estrégeno
también potencia la sensibilidad a la leptina [275]. Los niveles de E, en el cerebro femenino
dependen de los niveles circulantes de esta hormona y de la neurosteroidogénesis de novo[276].

ARO es la enzima responsable de la conversion de testosterona en E,. En este sentido, se ha
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informado de los ratones con alteracion genética de ARO (ArKO) desarrollan obesidad [277]. En
el mediano plazo la dieta CAF duplicé los niveles de expresion de Aro en VMN, cambio que se
mantiene en el largo plazo y se suma un gran incremento de la expresion también en PVN, lo que
podria conducir a una mayor sintesis de E, y una accién anoréxica posterior [278]. A su vez, ha
sido reportado que, en hipotdlamo, Rea coexpresa con Aro, sugiriéndose que la sefializacion de
ARO a través de estrogenos cerebrales sintetizados localmente podrian mediar los efectos
biologicos activando los receptores ERa y B pre y post-sindpticos [279]. También se ha reportado
una importante accion estrogénica tanto autdcrina como pardcrina [279], lo que podria indicarnos
que la mayor produccién de E, de los nicleos VMN y PVN estarfa impactando en ARC,
aumentando la expresion de su receptor Rea. A nivel proteico, se vio una alta expresion de Reo en
ARC y VMN, evidencidndose a nivel nuclear [279] y una menor expresién en PVN. Por su parte,
ARO se observé en neuronas [280], tanto en los nidcleos PVN, VMN como ARC, particularmente
expresada en citoplasma con un patrén moteado, tal como fuese reportado por la bibliografia

[280,279].

La progesterona es sintetizada por la enzima 3p-HSD, la cual se encuentra ampliamente
distribuida en el cerebro de rata [281]. Ha sido reportado que, en la médula espinal, la mayor
actividad de 3B-HSD es seguida por una hiper producciéon de progesterona y se da en forma
simultdnea a la sobreexpresion de 3f-hsd [282]. Por lo tanto, el aumento en la expresion de 34-
hsd en VMN de animales alimentados con CAF en el largo plazo, podria conducir a grandes
cantidades de progesterona que estimularian un incremento en la ingesta energética [113]. En
linea con esto, se observd un incremento del receptor de esta hormona en ARC de hembras
alimentadas con CAF a largo plazo, por lo que podriamos suponer que hay una comunicacién
paricrina que estaria mediando la accion orexigena de la progesterona. A su vez, a nivel proteico
se observé una gran expresion de Rp en ARC. Por otro lado, ha sido reportado que la
alopregnanolona, un metabolito de la progesterona sintetizado primero por la enzima 50-R y
posteriormente por 30-HSD, promueve la ingesta de comida de alta palatabilidad [283]. Ademas,
se ha demostrado que una menor expresion de ARNm de Sa-r conduce a una disminucién en los
niveles cerebrales de alopregnanolona [284]. Nuestros resultados muestran que las ratas
alimentadas con CAF disminuyeron los niveles de ARNm de Sa-r en PVN tanto en el mediano

como largo plazo, pero duplicaron la expresién de 3a-hsd en VMN en el largo plazo, sugiriendo

que la dieta CAF podria modular de diferente manera la sintesis de alopregnanolona en nucleos
hipotalamicos discretos. Ademds, ha sido reportado un efecto estimulante de alopregnanolona
sobre la liberacién de DA en NAc, mecanismo neurobiolégico que podria mediar algunos de los
efectos conductuales de los neuroesteroides particularmente sobre la motivacion y la recompensa
[285]. Ademds, la bibliografia indica que el aumento en la liberaciéon de DA inducido por
alopregnanolona per se es similar al inducido por los reforzadores naturales, tales como los

alimentos de alta palatabilidad [286]. A su vez, han sido reportadas conexiones neuronales
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reciprocas entre VMN y NAc [287]. De esta manera, pese a que no vimos cambios en los
receptores de DA en NAc en el largo plazo, podria ser que, si existiese una mayor sintesis de este
neuroesteroide en VMN, el mismo esté provocando una mayor liberacion de DA en NAc y
mediando el efecto placentero de la comida CAF. A nivel proteico, se observo que la 5a-R se
expreso en escasa cantidad en células de la glia en PVN, VMN y ARC, tal como fuese reportado
[288,289]. Aunque seria interesante relacionar los cambios que encontramos a nivel de ARNm
con cambios en la expresion proteica, la cuantificacion por Western blot o inmunohistoquimica
resulta compleja debido a la baja expresion de estas enzimas en cerebro [290]. Nuestros resultados
proporcionan evidencia de que la dieta CAF modifica la expresion de varias enzimas involucradas
en la sintesis de neuroesteroides de novo en diferentes nicleos hipotaldmicos, lo que podria tener

un impacto significativo en el control de la ingesta de alimentos.

Con el fin de determinar si la metilacién diferencial del ADN es un posible mecanismo
molecular involucrado en los cambios de expresién génica encontrados, se analizé el patrén de
metilacion de los promotores de los genes Sa-r, 3a-hsd y Aro en los nicleos PVN y VMN de
animales alimentados con dieta CAF en el corto, mediano y largo plazo. En PVN de ratas

alimentadas con CAF en el mediano plazo vy largo plazo, se observé un estado de

hipermetilacién del promotor de 5a-r, lo cual podria explicar la disminucién de la expresion del
ARNmMm de esta enzima observada. El promotor Sa-rse encontré metilado en dos sitios adyacentes
a potenciales sitios de unién para los factores de transcripcién Spl y GATA-1. En este sentido, ha
sido reportado que la actividad del promotor Sa-r depende de la presencia del factor de
transcripcion Spl [291]. Ademds, algunos autores han demostrado que la hipermetilacion
corriente arribade la secuencia de unién del factor Spl en Sa-rpuede bloquear su actividad [292].
Estos resultados sugieren que la disminucién en la expresiéon de Sa-r observada en PVN de
animales alimentados con CAF en el mediano y largo plazo podria deberse a una metilacién de
los sitios estudiados, que interfieren con la unién del factor de transcripcién Spl. El estado de
metilacién del promotor de Aro se analizé en PVN y VMN de los animales. En PVN de ratas
alimentadas con CAF se observé una reduccién en el estado de metilacion del sitio Mae II del
promotor II de Aro. En este sitio, se describié una secuencia tipo elemento sensible aladenosin
monofosfato ciclico (AMPc) llamada CLS [293]. Esta regién es reconocida por la proteina de
unién al elemento sensible al AMPc y la mutacién de este elemento reduce en gran medida la
induccidn de la actividad promovida por el AMPc [294,295]. En este sentido, ha sido reportado
que cuando los CLS criticos dentro del promotor II de Aro se encuentran hipermetilados en
fibroblastos del tejido adiposo, los niveles de expresiéon de Aro se alteran, probablemente
mediante la modulacién de la unién del factor CREB al sitio CRE proximal [296]. Por lo tanto, el
estado de hipometilacién del sitio CLS podria estar participando en el incremento en la expresion
del ARNm de Aro observada en PVN de animales CAF en el largo plazo. Curiosamente, nuestro

grupo ha informado previamente cambios en el estado de metilacién de estos mismos sitios del
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promotor en el hipocampo [134,104], lo que sugiere que los sitios sensibles a la metilacién
estudiados podrian ser importantes sitios de regulacién transcripcional en la expresion de las
enzimas neurosteroidogénicas en diversas situaciones fisiopatoldgicas. Sin embargo, pese a que la
expresion génica se vio modificada, no se encontraron cambios en el estado de metilacién de Aro
0 3a-hsd en VMN, en ninguno de los tiempos estudiados. Estos mismos resultados fueron
obtenidos por otros autores sobre el estado de metilacion del gen 3a-hsd en el hipocampo [104].
Sin embargo, debido a las limitaciones propias de la técnica utilizada algunos sitios CG
potencialmente metilables no fueron incluidos en el andlisis. Sumado a ello, es posible que la
transcripcion de dichos genes sea regulada por otros mecanismos no incluidos en este estudio. En
este sentido, la modificaciéon de las histonas ha sido asociada con la represién y activacion
transcripcional de los genes implicados en la biosintesis y la accién de las hormonas esteroides
[129]. Por otra parte, ha sido reportada la implicancia de ciertos factores de transcripcion sobre la
regulacion de la expresién de 3a-hsd. A modo de ejemplo, las regiones flanqueantes en 5° de los
genes de 3a-hsd tanto de rata como de humano contienen secuencias de consenso para AP-1, Oct-
1 y elementos de respuesta a hormonas esteroides, que podrian estar involucrados en el control de
la expresiéon génica de esta enzima [297]. Por lo tanto, representa un desafio estudiar otras
posibles modificaciones o alteraciones epigenéticas en la accidn de los factores de transcripcién

que estdn asociados con la regulacion de la expresion del ARNm del gen 3a-hsd.

o Efecto de la duracion de la intervencion dietaria sobre la expresion de enzimas

neuroesteroidogénicas y receptores hormonales esteroides.

La expresion hipotaldmica de la mayoria los genes que codifican para las enzimas
neuroesteroidogénicas fue afectada por la duracién de la intervencion dietaria, pero de manera
diferencial en los distintos nicleos estudiados. Se encontré una disminucién de los niveles de
ARNm de 3f-hsd en ARC y PVN, 5a-r en PVN y 3a-hsd y Aro en VMN con el tiempo tanto en
hembras alimentadas con dieta C como CAF. En este sentido, fue reportado por nuestro grupo
que, en hipocampo de hembras, se presenta una disminucion de estas enzimas con la edad [104].
Los cambios en la expresion de las enzimas neuroesteroidogénicas detectados con la edad podrian
afectar los niveles de neuroesteroides en los animales adultos mayores. Asi, algunos autores
correlacionaron una disminucién en los niveles de proteina y de ARNm de la enzima 5a-r con una
reduccién de aproximadamente el 50% de los niveles de alopregnanolona en la corteza frontal de
ratones [284]. Ademds, se encontré una disminucién de Rea con la duracién de la intervencién
dietaria en ARC, PVN y VMN y de Rp en PVN y VMN. En este sentido, nuestro grupo de
investigacién ha reportado una disminucién de la expresién de Rea en el hipocampo de roedores
adultos, sugiriendo que el tiempo no sélo estaria afectando la sintesis de los neuroesteroides, sino

también las vias de accion de los mismos [298].
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e Efecto de la dieta materna CAF sobre la progenie.
- La dieta materna CAF disminuyo significativamente el peso corporal de la progenie

desde el nacimiento hasta el DPN10.

En la actualidad se sabe que la obesidad materna durante el embarazo aumenta el riesgo
de obesidad en la descendencia, al menos en parte, a través de los efectos que produce en el
desarrollo del cerebro durante los estadios peri- y post-natales tempranos [299]. No se registraron
diferencias de peso corporal entre la progenie E21 de hembras alimentadas con dieta C o CAF.
Sin embargo, esta diferencia podria existir y no ser observada dada la limitada sensibilidadde la
balanza utilizada frente al bajo peso de las crias. La dieta materna CAF redujo significativamente
el peso corporal de las criasdesde el nacimiento (17%) hasta el DPN10 (30%). En este sentido,
han sido reportados resultados similares en la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF
en DPN1 y DPN21 [10] como asi también en DPN3 [8]. Por el contrario, las crias provenientes de
madres alimentadas con una dieta rica en grasas no presentaron diferencias de peso corporal al
nacer, mientras que en DPN16 y DPN19 el peso corporal de la descendencia fue un 30% mayor
en comparacion con las crias de hembras alimentadas con alimento balanceado [300,18]. Estos
resultados nos sugieren que los efectos de una dieta materna CAF sobre el peso corporal de la
descendencia son opuestos a los observados en la descendencia de las madres alimentadas con
otras dietas obesdgenas como la dieta rica en grasas. La disminucién en el peso corporal de las
crias provenientes de madres alimentadas con dieta CAF podria deberse al excesivo peso corporal
materno, que se propone actuaria como un agente de programacion per se, o a otros aspectos de la
dieta CAF, tales como su alto contenido de grasa o su bajo contenido de proteinas [9]. En este
sentido, al aumento en la ingesta energética de las madres alimentadas con CAF se suma el hecho
de que las mismas consumieron una proporciéon de energia en forma de grasas muy alta y una
mucho menor en forma de proteinas, respecto a las madres C (datos no mostrados), tal como fuese
reportado por otros grupos [10,190,9,301,195]. La ingesta reducida de proteinas durante la
gestacion y la lactancia seria un factor clave para explicar la reduccién del peso observada al
nacer y al destete en las crias provenientes de madres CAF y que la ingesta de proteinas materna,
en lugar de la ingesta total de energia, desempefiaria un papel fundamental en la regulacién de la
masa corporal de la descendencia [10]. Es importante destacar que el efecto observado en el peso
corporal de las crias CAF-DPNI10 es similar al reportado para la descendencia de madres
alimentadas con un modelo de dieta baja en proteinas [302,303]. Por otro lado, la ingesta limitada
de proteinas de la dieta CAF podria afectar también la produccién y composicién de la leche
materna. Aunque este factor no fue analizado en la presente Tesis, ha sido reportado que la leche
proveniente de ratas alimentadas con dieta CAF contiene mds energia, primando el contenido de
grasa y de 4cidos grasos de cadena larga, pero menos proteina y dcidos grasos de cadena media
que la proveniente de madres alimentadas con alimento balanceado [304]. Por el contrario, otros

autores informaron que no se encontraron diferencias en el contenido de proteinas de la leche
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provenientes de madres CAF o C, a pesar de la menor ingesta de proteinas de las madres durante
el embarazo y la lactancia [305-307]. Es importante destacar que no se encontraron diferencias en
la eficiencia reproductiva entre las madres C y CAF, tal como fuese sugerido por Akyol y col. [9].
Por tltimo, investigaciones previas han demostrado que el consumo materno de alimentos de alta
palatabilidad puede, ademas de aumentar el apetito en general, predisponer a la preferencia hacia
alimentos ricos en grasas y/o azicares, incrementando la probabilidad de la F1 a presentar

obesidad [299,8,10].

- La dieta materna CAF afecta los mecanismos homeostdticos de control de la ingesta en
la progenie.

El desarrollo de la red hipotaldmica de regulacién del apetito en roedores ocurre
predominantemente después del nacimiento. Si bien los neuropéptidos se expresan desde los 14.5
dias de gestacién, las proyecciones entre los distintos ntcleos no se completan hasta
aproximadamente los 10 a 11 dias después del nacimiento [16]. Estd bien establecido que el
fenotipo de un individuo puede ser impulsado tanto por el ambiente in utero como post-natal
temprano, entre ellos el estado nutricional de la madre [308]. Esto ha dado lugar a la nocién de
"programacién del desarrollo" que propone que las condiciones presentadas durante una ventana
critica del desarrollo pueden conducir a alteraciones programadas permanentes en los sistemas
fisioldgicos en el largo plazo [308]. Ha sido reportado que el consumo materno de una dieta rica
en grasa reprograma permanentemente el sistema homeostitico de control de la ingesta,
favoreciendo las vias orexigenas en la descendencia [201]. En este sentido, encontramos que la
progenie de las madres alimentadas con dieta CAF presentaron disminuciones en la expresion de
Pomc en el APV del hipotidlamo, tanto en un estadio embrionario (E21) como en uno post-natal
temprano (DPN10), desregulacién que podria predisponer a un estado orexigeno del hipotdlamo.
Ha sido reportado que crias provenientes de hembras alimentadas con una dieta rica en grasa
presentaron menores niveles de expresion de Pomc en el hipotdlamo [309]. Ademds, la
alimentacién exclusiva con leche materna proveniente de hembras diabéticas disminuyd la
expresion proteica tanto de Pomc como de a-msh en la progenie [310]. Estos cambios podrian
deberse a alteraciones en la produccién de leptina e insulina. En este sentido, en roedores se
produce un pico de produccién y liberacion de leptina entre DPN7 y 10, sugiriendo que esta
hormona juega un papel importante en el desarrollo de los sistemas neuronales en el embridn,
principalmente en aquellos que responden a la misma [311]. De esta manera, las concentraciones
inadecuadas o un cambio en los niveles de estas hormonas durante una ventana critica del
desarrollo neuronal y de las conexiones hipotaldmicas pueden tener consecuencias estructurales
permanentes [312]. Ha sido reportado que la administracién de dieta CAF durante el embarazo y
la lactancia generaun aumento de los niveles de leptina e insulina circulantes en la progenie
debido a su transferencia a través de la placenta o la leche [15], lo que podria alterar el desarrollo

normal de las vias de control de ingesta hipotalamicas en la F1. A su vez, se ha descripto que crias
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de hembras alimentadas con dieta CAF presentaron concentraciones mayores de leptina en
periodos perinatales, los cuales disminuyen con la edad pero que estdn relacionadoscon una
mayor ingesta de alimentos palatables en la adultez [15,8]. Ademds de presentar las vias
anorexigenas disminuidas, la reduccion de la expresion de Obrb en E21 sugeriria que la progenie
de madres con sobrepeso estaria presentando una resistencia central a la leptina temprana, pero
que no persiste en el tiempo, dado que sus valores se normalizan en DPN10 [309]. Ademds, pese
a que no se estudid en la progenie, la bibliografia indica que las crias de las madres alimentadas
con dieta CAF presentan un exceso de adiposidad, lo que podria estar llevando a mayores niveles
de leptina circulantes y generando resistencia central a esta hormona [10,313].

- La dieta materna CAF altera el sistema de recompensa cerebral de la progenie.

La ontogenia del sistema de DA en roedores ha sido estudiada por varios autores
[15,299,314,315]. Algunos han reportado que el desarrollo del sistema dopaminérgico en la rata
comienza durante la vida embrionaria y continda hasta la tercera semana post-natal [316]. Las
primeras neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica pueden identificarse en el cerebro de
rata en E12, aunque las inervaciones de los axones dopaminérgicos no se completan hasta la
tercera semana de vida postnatal [15]. El ARNm de Th ha sido encontrado en cerebro en estadios
embrionarios tempranos (E10-E12) y su actividad especifica aument6 desde la gestacién hasta la
edad adulta [317-319]. Ademds, los receptores Drdl y Drd?2 se detectaron en tejidos neurales en
El14 y en E18 su localizaciéon fue similar a la observada en el cerebro adulto. La expresion de
ARNmMm para ambos subtipos de receptores de DA en el sistema mesolimbico en ratas al nacer se
aproxima a la observada en ratas adultas [320,321]. Por otro lado, el ARNm de Dat se detectd
por primera vez en E14. En E18, las neuronas que lo expresan en ATV presentaron un patrén
similar al encontrado en el cerebro adulto [322,323]. En linea con todo lo expuesto, detectamos

la presencia de ARNm de Th, Drdl, Drd2 y Dat en ATV y NAc en E21.

Las crias en DPN10 de madres alimentadas con dieta CAF presentaron una disminucion
en la expresion del ARNm de Th, Drd2 y Dat en ATV y una reduccién en los niveles de
transcripto de Drdl y Drd2 en NAc, sugiriendo que podria existir una reduccién de la
sefializacion de DA en el sistema de recompensa mesolimbico de estos animales. A su vez se
encontrd una menor expresion de Drd2 en CeA. Algunos autores han reportado los efectos de la
alimentacién materna sobre la descendencia en la adultez encontrando una reduccién de la
sefalizacion en las vias dopaminérgicas y una preferencia por la comida alta en grasa [8,132,324].
Por otro lado, la menor expresién de 7h en ATV observada se ha relacionado previamente con
una produccién reducida de DA [324]. Ademds, se ha informado que la ghrelina impacta en ATV
e induce la liberaciéon de DA [55], proponiendo que la coexistencia de GhSR-TH coordina la
regulacion de los niveles de DA. En este sentido, también encontramos menores niveles de Ghsr

en ATV en crias en DPNI10 provenientes de hembras CAF. Se ha reportado que la ghrelina

127



Discusion

incentiva la ingesta de alimentos aumentando los niveles de DA en NAc, y las proyecciones
dopaminérgicas del ATV al NAc, junto con la activacién de DRD1 y DRD2 en NAc [325].
Aunque estos estudios se han realizado en ratas adultas, algunos trabajos sugieren que la ghrelina
y su receptor tienen un papel fundamental en el crecimiento lineal y desarrollo en la vida
temprana [326,327]. Es importante resaltar que, al momento de presentacion de este trabajo de
Tesis, no hay estudios previos sobre el efecto de la dieta materna CAF en la expresion de los
genes de la via dopaminérgica en estadios perinatales de la progenie. Una menor expresion de Dat
en NAc de crias en DPN42 provenientes de madres alimentadas con dieta CAF ha sido reportada
[8]. Otros autores demostraron que las crias de madres alimentadas con una dieta rica en grasa
redujeron la sefializacién de DA mediante la disminucién de la expresion de los receptores Drdl y
Drd2 y el aumento de la expresion de Dat en la adultez [252]. En conjunto, pese a que los
modelos dietarios y las edades de los animales en estudio difieren, podria sugerirse que una dieta
materna con alto contenido graso, como es la dieta CAF, podria establecer alteraciones
permanentes en la funcién de la via dopaminérgica de la progenie, pudiendo tener un efecto
duradero mas adelante en la vida y en la edad adulta, alterdndola de manera irreversible. Ademas,
la disminucién de Drd2 en NAc y ATV en DPNI10, podria ser un marcador temprano de una
condicién de obesidad en la edad adulta. En este sentido, existe evidencia de que el DRD2 de las
neuronas dopaminérgicas del ATV actia como receptor pre-sindptico, auto-inhibiendo la accién
de estas neuronas, y que una disminucién de Drd2 en este nicleo promueve una conducta de
adiccidén hacia la comida de alta palatabilidad en humanos [328]. Por dltimo, observamos que los
niveles de transcripciéon de los genes de la via dopaminérgica aumentaron de E21 a PNDI10,
sugiriendo que el desarrollo del sistema dopaminérgico en la rata continia desde la etapa
embrionaria hasta las primeras semanas de vida.

Encontramos que los cambios tempranos en la expresién génica de Th, Drd2 y Dat en
ATV y de Drdl y Dat en NAc en ratas hembras estdn acompafados por alteraciones en la
metilacion del ADN del promotor. Particularmente, la menor expresién de Drd2 en ATV fue
asociada a mayores niveles de metilacién en un sitio BstUI del promotor, que coincide con un
sitio putativo de unién al factor de transcripcidén proteina activadora 2 (AP-2). Esto es muy
interesante ya que ha sido reportado que este factor de transcripcion juega un papel importante en
el desarrollo embrionario del mesencéfalo [329]. Ademas, en el cerebro de rata se han reportado
cambios en los niveles de metilacion y la actividad de unién al ADN en sitios de unién a AP-2 en
algunos trastornos dietarios, como el atracén [329]. Por otro lado, el promotor de Dat se encontrd
hipermetilado, tanto en ATV como en NAc, en un sitio putativo de unién para el factor de
transcripcién Elk-1. En este sentido, ha sido reportado que este factor es tejido especifico y se ha
propuesto que tiene un rol regulatorio fundamental durante el desarrollo y la diferenciacion [330].
Es importante aclarar que, debido a las limitaciones de la técnica, algunos sitios de CG dirigidos a

la metilacién no se incluyeron en el andlisis; sin embargo, también es posible que la transcripcién
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de estos genes esté regulada por otros mecanismos epigenéticos que no se incluyeron en este

estudio, como las modificaciones de histonas o por ciertos factores de transcripcién [331,332].

A diferencia de la informacién existente sobre la ontogenia de las vias dopaminérgicas, la
expresion de los genes relacionados con la via GABAérgicas, no han sido reportados en las
regiones y los estadios aqui presentados, siendo este trabajo de Tesis el primero en detectar e
informar la presencia de ARNm de las isoformas Gadl y Gad2 en ATV y AHL en E21 de rata.
Por otro lado, se encontrd una disminucién en la expresién de Gadl en crias en DPN10 de madres
alimentadas con dieta CAF. Se ha propuesto que el nivel de ARNm de Gad podria ser un
representante fiable de la liberaciéon de GABA [333] y que las interneuronas GABAérgicas del
ATYV inhiben a las neuronas dopaminérgicas, no s6lo localmente sino también en la regiones hacia
las cuales se proyectan, entre las que se incluye el NAc [334]. En este sentido, la menor expresion
de Gadl en ATV podria llevar a una menor liberacion de GABA, probablemente en un intento
por desinhibir las neuronas dopaminérgicas de ATV y NAc, de modo de restaurar la sefializacién
disminuida de DA que presentan las crias en DPN21 provenientes de hembras CAF.

Por otro lado, se evidencié que una dieta materna CAF incrementd los niveles de
expresion de Mor, el principal receptor de opioides involucrado en la repuesta hacia alimentos de
alta palatabilidad, s6lo en BLA de crias en DPN10. Es importante mencionar que no se han
reportado estudios sobre la expresion de Mor en la progenie de madres CAF en los periodos
embrionarios en regiones como AHL, BLA y CeA. Nuestros resultados se corresponden con lo
reportado por Gugusheff y col. [299] quienes observaron una expresion normal de Mor en ATV y
NAc de crias de madres alimentadas con dieta CAF en periodo de lactancia (DPN1 y 7). Estos
resultados, junto con los obtenidos en este trabajo de Tesis proporcionarian evidencia de que la
dieta materna puede influir sobre la via de los opioides segin la edad de la progenie. Por otra
parte, la bibliografia sugiere que un aumento en la sefializacién opioide por medio de Mor puede
promover la obesidad [70]. En BLA, la sefializacién de opiodes estd vinculada a las propiedades
de los alimentos, que modulan el valor de incentivo de la comida y el comportamiento de
bisqueda de recompensa, contribuyendo asi al deseo de los alimentos de alta palatabilidad [335].
En este sentido, el incremento de Mor en BLA de crias en DPN10 provenientes de madres CAF
podria relacionarse entonces con un deseo mayor de consumir alimentos de alta palatabilidad en
exceso y posiblemente desarrollar obesidad durante su vida adulta.

La progenie en DPN10 proveniente de madres alimentadas con dieta CAF presenté una
disminucién en la expresion del receptor Hcrtr2 de OX tanto en ATV como en NAc. Al
momento, no hay reportes sobre el efecto de la dieta materna CAF sobre la expresiéon de dichos
genes en la progenie en estadios perinatales. De acuerdo con los resultados obtenidos, dado que
no se han encontrado cambios en la expresién de Ox en AHL, inferimos que la via orexinérgica
no estarian interviniendo en la regulacién de la ingesta en los periodos tempranos de vida, y que el

efecto generado por la dieta materna CAF no tendria un impacto trascendente sobre esta via.
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- La dieta materna CAF altera la expresion de enzimas neuroesteroidogénicas en
hipotdlamo de la progenie en DPN10.

Ha sido demostrado que la sintesis de novo de esteroides se produce en el cerebro en
desarrollo de roedores [103], indicando que la proteina StAR ya es funcional durante el periodo
postnatal temprano. En este sentido estudios inmunohistoquimicos revelan que la proteina es
detectada por primera vez en DPNI1 en ratén y en DPN10 en rata, sin embargo no se han
reportado estudios de la expresion de StAR en cerebro en el estadio embrionario [103]. Por otro
lado, se ha reportado que el ARNm de Sa-R se expresa en las zonas germinales y ventriculares del
cerebro de rata desde el dia E12. La expresion transitoria del gen 50-R en las zonas germinales y
las areas diferenciadas del cerebro en desarrollo de los roedores sugiere que los esteroides Sa-
reducidos pueden ejercer funciones importantes en la proliferacién y diferenciacién neuronal
durante la ontogénesis [103]. Ademads, una actividad enzimadtica alta de 5a-R se observa en el
cerebro de roedores durante las dos primeras semanas postnatales, un periodo de intensa
mielinogénesis, sugiriendo que los esteroides Sa- reducidos podrian participar en el control de la
formacion de la mielina [103]. A su vez, se ha reportado actividad de 3a-HSD durante las
primeras semanas postnatales (antes de la pubertad) de roedores [336]. Por dltimo, durante la
ontogénesis del cerebro de rata, el gen ARO se expresa primero en las dreas predptica e
hipotaldmica a partir del dia E16 [337]. De esta manera, el presente trabajo demuestra que hay
expresion de las proteinas y enzimas neuroesteroidogénicas, StAR, 3B-HSD, 5a-R, 3a-HSD y
ARO en estadios embrionarios, representando un hallazgo puesto que la expresion de las mismas
en hipotdlamo no ha sido reportada al momento. El incremento en la expresiéon de 30-HSD
observado en AHP de crias en DPN10 provenientes de madres alimentadas con dieta CAF podria
conllevar a una mayor produccién de alopregnanolona, lo que podria estar relacionado a una

respuesta orexigena, que, de mantenerse en el tiempo, podria llevar a un estado de obesidad.
- Efecto de la edad sobre la expresion de genes en la progenie

A modo general, nuestros resultados demuestran que los niveles de transcripto de los
genes estudiados son mayores en la progenie en DPN10 con respecto a los observados en E21.
Especificamente, este perfil de expresion se observa en la mayoria de los genes implicados en las
vias  homeostitica (excepto POMC), dopaminérgica, GABAérgica, orexinérgica,
neuroesteroidogénica y en la expresion de receptores hormonales, en la mayor parte de las
regiones cerebrales analizadas. Se podria inferir que, en general, los niveles de transcriptos
aumentan con la edad durante los estadios perinatales, a pesar de que algunos genes presenten un
perfil de expresion particular. En base a lo expuesto, proponemos que los niveles de transcriptos
estarian ligados al estadio de desarrollo en el cual se encuentra el animal. En este sentido, en E21
los sistemas homeostético, hedénico y neuroesteroidogénico estudiados se encontrarian en una
etapa temprana del desarrollo y, pese a que sus componentes ya son detectables, estos sistemas

podrian no encontrarse totalmente activos. Por otro lado, en DPN10 los mayores niveles de
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transcripto podrian indicar que estos sistemas estarian mds desarrollados. Todo lo expuesto
demuestra que la dltima semana de vida embrionaria y las primeras semanas postnatales son
periodos criticos en el desarrollo de los sistemas de control de ingesta, los cuales son
particularmente vulnerable a las influencias del entorno, resultando cruciales para determinar el

desarrollo de la vida posterior.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente Tesis nos permiten concluir que el consumo de
alimentos de alta palatabilidad de manera prolongada desde etapas tempranas de la vida altera de
forma diferencial y progresiva los sistemas cerebrales involucrados en el control de la ingesta,

conduciendo a un estado de obesidad a largo plazo.

e En todos los tiempos estudiados, la dieta CAF promovié una mayor ingesta energética,
sin hiperfagia. Pese a la gran variabilidad de alimentos ofrecidos, la ingesta de macronutrientes se
mantuvo constante en el tiempo, destacdndose el elevado consumo de grasas y la baja proporcién
de proteinas. Las hembras CAF consumieron los diferentes alimentos de alta palatabilidad por
sobre el alimento balanceado, primando la ingesta de alimentos salados en relacién a los dulces a
corto plazo, eleccién que se modifica en el mediano y largo plazo, al incrementarse la ingesta de
alimentos dulces en proporcién a los salados.

e La elevada ingesta energética a corto plazo se vio reflejada en un incremento de la
adiposidad, sin afectar el peso corporal o los parametros séricos. A mediano plazo, la acrecentada
ingesta energética trajo aparejada un mayor incremento en los tejidos adiposos, conllevando a un
aumento tanto en el peso corporal — que derivé en sobrepeso - como en los niveles de leptina
circulantes. Esto se exacerbd en el largo plazo, momento en el cual se manifesté un cuadro de
obesidad.

e La desregulacion de la via homeostatica de control de la ingesta desempefié un papel
importante en el mediano y largo plazo de la intervencion dietaria con CAF. En este sentido, la
sefal orexigena proveniente del HL, PVN y VMN, mediante el incremento de la expresioén de Ox,
Npyy Agrp, impulsaria el gran aumento en la ingesta energética, superando la accién anorexigena
del ARC, Esta sefial anorexigena estaria respondiendo a la accién de la leptina, dado que
sensibilidad a esta hormona no estarfa afectada en el ARC.

e A corto plazo, el incremento en la ingesta energética responderia a alteraciones en los
mecanismos hedoénicos. En este sentido, desregulaciones a nivel molecular en las vias
dopaminérgica, GABAérgica y opioide podrian afectar la motivacién por la comida palatable.
Particularmente, se observé una disminucién de las vias que involucran tanto a la dopamina como
al GABA vy a los opioides. Estos cambios trajeron aparejados alteraciones en la saciedad sensorial
especifica, el juego social, el comportamiento exploratorio y los niveles de ansiedad y estarian
vinculados con un mayor consumo de comida palatable como un modo de compensar el
incremento en los umbrales de recompensa. En su mayoria, estos mecanismos se reestablecen en
el mediano y largo plazo.

e La dieta CAF afectd la expresion de enzimas neuroesteroidogénicas en el mediano y
largo plazo principalmente en el PVN y VMN, hecho que podria afectar la sintesis de E,,

progesterona y alopregnanolona. Los cambios observados podrian desempefiar un papel
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importante en la regulacion del balance energético, dada la influencia de los neuroesteroides en el
control de la ingesta de alimentos.

e En los animales alimentados con CAF, los cambios en los niveles de expresion
encontrados en algunos de los genes de las vias homeostética, heddnica y neuroesteroidogénica
estarfan asociados a modificaciones en el patrén de metilacion del ADN en las regiones
promotoras de los mismos, indicando que mecanismos epigenéticos podrian estar involucrados en
su control.

e FEl estudio de la progenie demostré que la dieta materna CAF disminuyd
significativamente el peso corporal de las crias, afectando los sistemas tanto homeostatico como
hedénico de control de ingesta. Muchos de estos cambios se relacionaron con el estado de
metilacion de regiones promotoras, indicando que la dieta materna CAF podria alterar la
regulacion transcripcional de los genes de la via dopaminérgica, los cuales estarian regulados por

mecanismos epigenéticos.

Finalmente, entender los procesos fisiolégicos y moleculares que controlan la ingesta al
comienzo del desarrollo de la obesidad - principalmente de alimentos de alta palatabilidad y
densidad energética prevalentes en la sociedad occidental - resulta esencial en el desarrollo de
terapias tanto para el tratamiento como para la prevencién de esta patologia y sus trastornos

asociados.
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