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RESUMEN

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 la variedad de alimentos de alta pala-
tabilidad y densidad energética prevalentes en la sociedad occidental. A nivel cerebral, dos sistemas regu-
lan principalmente la ingesta: homeostatico - relacionado al control hipotalamico, que regula el balance
de energia incitando a comer tras el agotamiento de las reservas - y heddnico - que involucra al circuito
de recompensa y puede anular a la via homeostatica durante los periodos de abundancia de energia. Los
esteroides también pueden afectar la ingesta. Aunque varias enzimas neurosteroidogénicas se expresan
en el hipotdlamo, la relacién entre sus niveles y el estado metabdlico de los animales resulta desconocida.
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 homeostdticos y heddnicos que regulan la ingesta de
alimentos, al igual que su influencia sobre la neurosteroidogénesis hipotaldmica. Ademas, analizamos si
estos cambios podrian ser transmisibles transgeneracionalmente por mecanismos epigenéticos. Para
esto, ratas Wistar hembra fueron alimentadas con alimento balanceado o CAF desde el destete y du-
rante 4 (corto plazo), 11 (mediano plazo) o 20 (largo plazo) semanas. Los animales fueron sometidos a
tests de saciedad sensorial especifica, de locomociéon y de interaccién social. Luego de 14 semanas,
hembras de cada grupo dietario fueron apareadas con machos de fertilidad comprobada y mantenidas
en sus dietas durante el embarazo y la lactancia hasta el dia embrionario 21 (E21) o postnatal 10
(DPN10), momento en el que se sacrificaron las crias hembra. Al finalizar la intervencion dietaria los
animales fueron eutanizados y sus cerebros extraidos. Por la técnica de micropuncion se aislaron nu-
cleos cerebrales discretos en los que se analizaron los niveles de ARNm de neuropéptidos hipotaldmicos

relacionados con la ingesta, de genes claves de la via de recompensa cerebral, de enzimas neurosteroi-
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dogénicas y de receptores hormonales mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). Estudios epi-
genéticos fueron realizados mediante digestidon con enzimas de restriccion sensibles a la metilacion se-
guida de gPCR. Las hormonas séricas fueron dosadas mediante radioinmunoensayo.

A corto plazo, la dieta CAF incrementd la ingesta energética y la adiposidad, sin afectar el peso corporal.
Esto se relaciond a cambios en los mecanismos de recompensa cerebral: en el area tegmental ventral
(ATV) se incrementd la expresidn del transportador activo de dopamina (DAT) y disminuyeron ambas
isoformas de la enzima glutamato descarboxilasa, mientras que en el nucleo Accumbens (NAc) dismi-
nuyo la expresion del receptor de dopamina (DRD) 2 en la corteza (NAcSh) y aumento la de DRD1 en el
nucleo (NAcC). Los cambios en el ARNm de DAT se relacionaron con una disminucion en el estado de
metilacion de su regidn promotora. Estos cambios podrian estar vinculados a las alteraciones observa-
das en la saciedad sensorial especifica, el juego social, el comportamiento exploratorio y los niveles de
ansiedad. A mediano plazo, las hembras CAF mantuvieron la ingesta energética alta e incrementaron
aun mas la adiposidad, presentando un estado de hiperleptinemia y sobrepeso. Esto se relaciond con
una sefal orexigena proveniente del Hipotdlamo Lateral (HL) y de los nlcleos paraventricular (PVN) y
ventromediano (VMN) del hipotalamo, dada principalmente por el incremento en la expresion de los
neuropéptidos orexigenos: Orexinas (OX), proteina relacionada al Agouti (AgRP) y Neuropéptido Y
(NPY), que fueron contrarrestados por un aumento en los niveles de proopiomelanocortina (POMC) en
el nucleo arcuato (ARC) del hipotdlamo. Ademas, la dieta CAF alterd la expresion de enzimas neuroste-
roidogénicas en el hipotalamo: en PVN los niveles de 5a-reductasa 1 disminuyeron y aumentaron los de
citocromo p450Aromatasa (ARO), mientras que en VMN las enzimas 3B-hidroxiesteroide deshidroge-
nasa (3B-HSD) y ARO aumentaron su expresion. Todos estos resultados se asociaron con cambios en los
niveles de metilacidon de las regiones promotoras de los genes, indicando que mecanismos epigenéticos
podrian estar involucrados. En el largo plazo, estos cambios metabdlicos y moleculares se intensificaron,
manifestandose un cuadro de obesidad. Ademas, se encontrd una alteracidn en los niveles de AgRP, el
cual duplicé su expresién en PVN mientras que disminuyd en ARC. También se encontré un aumento en
la expresion de la enzima 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD) en VMN. Por otro lado, el estu-
dio de la progenie demostré que la dieta materna CAF disminuyd significativamente el peso corporal de
las crias y afecto al sistema homeostatico, ya que la expresion de POMC se redujo en E21, cambio que
se mantuvo en DPN10. En DPN10 la via dopaminérgica también se vio afectada: en el ATV la dieta ma-
terna CAF disminuyéd la transcripcién de la enzima tiroxina hidroxilasa (TH), DRD2 y DAT; y en NAc, redujo
la expresién de DRD1 y DRD2. Ademas, los cambios en la expresiéon de TH y DRD2 se relacionaron con
modificaciones en el estado de metilacidn de sus regiones promotoras. Nuestros resultados muestran
que la ingesta de una dieta de alta palatabilidad desde etapas tempranas de la vida altera de manera

diferencial a los sistemas cerebrales involucrados en el control de la ingesta. Ademas, algunos de los
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cambios observados serian transmisibles transgeneracionalmente. Finalmente, resulta esencial identi-
ficar 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

Neural mechanisms involved in the control of energy intake: aspects related to the homeo-

static, hedonic and neurosteroidogenic pathways

The aim of this thesis was to evaluate the effects of cafeteria diet (CAF) intake from weaning on the
homeostatic and hedonic brain mechanisms that regulate food intake, as well as its influence on hypo-
thalamic neurosteroidogenesis, at different feeding periods in female Wistar rats. Besides, we analyzed
whether these changes could be transmissible transgenerationally. The mRNA levels and DNA methyla-
tion state of feeding-related neuropeptides, key genes of the reward pathway, neurosteroidogenic en-
zymes, and hormone receptors were analysed by gPCR in discrete brain nuclei isolated by micropunch-
ing technique. Our results showed that the intake of CAF from early-stages of life differentially alters
the brain systems involved in food intake control depending on dietary intervention. Four weeks of CAF
(short-term) increased energy intake and adiposity, deregulating key genes of the reward pathway, at
least in part via epigenetic changes. Eleven weeks of CAF (medium-term) increased energy intake, adi-
posity, leptinemia, and body weight, deregulating the homeostatic and the neurosteroidogenic path-
ways. Metabolic and molecular changes were intensified after 20 weeks of diet (long-term), when obe-
sity was already manifested. Moreover, epigenetic changes were observed in the animals fed with CAF
in the medium and long-term, suggesting 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 were transmissible transgenerationally. The alterations in these brain nuclei could add
information about their differential role in food intake control, and how their action is disrupted during

the development of obesity.
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