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1.  RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica caracterizada por un aumento del tejido adiposo que lleva al
desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles como diabetes, hipertensién y dislipidemias,
entre otras. En la obesidad, el control homeostatico y heddnico de la alimentacién se encuentran
alterados y son los responsables de mantener la conducta de hiperfagia. En este contexto, el septum
lateral (SL) es un drea cerebral que regula a través de proyecciones GABAérgicas ambos sistemas
reguladores de la ingesta de alimentos, inhibiendo el hipotdlamo lateral (HL) y activando el drea
tegmental ventral (VTA). Sin embargo, los efectos de la exposicién crénica a una dieta alta en grasas
(HFD) sobre la neuroquimica de SLy su rol en la manutencién de la condicién de obesidad ha sido poco

estudiado.

El objetivo de fue evaluar los cambios neuroquimicos en neurotransmisores de dreas cerebrales
asociadas al control de la ingesta de alimentos en un modelo de obesidad inducida por dieta en ratas

Sprague-Dawley, expuestas a una prueba de preferencia al consumo de sacarosa.

Los resultados obtenidos mostraron un aumento en la preferencia por la sacarosa en todos los grupos
experimentales. Sin embargo, en ratas macho HFD hubo un significativo aumento en ingesta de la
solucién de sacarosa al 10% respecto del control, indicando una preferencia por la solucién con mayor
valor recompensante. Por otro lado, en las ratas hembras la exposicién a HFD produjo un menor
consumo de la solucidn de sacarosa al 10% respecto al grupo control, indicando posiblemente

alteraciones en los circuitos neuroquimicos asociados a conductas recompensantes.

A nivel neuroquimico, la exposicién a HFD por 6 semanas produjo principalmente una disminucién de
los niveles de dopamina (DA) en LS de ratas machos, sin afectar el contenido de este neurotransmisor
en hembras. En nticleo accumbens (NAcc), un area cerebral por excelencia asociada a la recompensa,
solo se observd diferencias sexuales donde machos de ambos grupos experimentales y tuvieron mas
contenido de DA que sus respectivos grupos experimentales de hembras. En relacidon a
neurotransmisores aminoacidérgicos como GABA solo observamos una reduccién significativa del
contenido septal de GABA en hembras expuestas a HFD respecto hembras control, sin observarse
cambios en machos en ninguno de los otros nucleos estudiados. Respecto a Glutamato (GLU) solo
observamos una diferencia sexual en hipotalamo lateral (HL) entre los grupos control, que se pierde
entre los grupos expuestos a HFD. Finalmente, el contenido de 5-HT demostré que machos y hembras

expuestas a HFD tienen un aumento significativo en el contenido septal de 5-HT en comparacion a sus



respectivos grupos control. Mientras que el NAcc, solo observamos una disminucién del contenido en
machos HFD respecto machos control.

La investigacion realizada en esta tesis entrega informacién relevante sobre los efectos
neurobioldgicos de estimulos deletéreos como la HFD en etapas tempranas del desarrollo y que
pueden predisponer a condiciones patoldgicas tan relevantes como la obesidad. Experimentos
nuevos serdn necesarios para dilucidar de mejor manera los efectos de cerebrales funcionales de la

HFD en este modelo animal de obesidad infanto juvenil.

Palabras Claves: HFD, dopamina, serotonina, glutamato, GABA, machos, hembras y septum lateral.



2. ABSTRACT

Obesity is a chronic disease characterized by an increase in adipose tissue that leads to the
development of chronic non-communicable diseases such as diabetes, hypertension and dyslipidemia,
among others. In obesity, homeostatic and hedonic control of feeding are altered and are responsible
for maintaining hyperphagia behavior. In this context, the lateral septum (SL) is a brain area that
regulates both food intake regulatory systems through GABAergic projections, inhibiting the lateral
hypothalamus (HL) and activating the ventral tegmental area (VTA). However, the effects of chronic
exposure to a high-fat diet (HFD) on the neurochemistry of SL and its role in maintaining obesity has

been poorly studied.

The objective of was to evaluate the neurochemical changes in neurotransmitters of brain areas
associated with the control of food intake in a model of obesity induced by diet in Sprague-Dawley

rats, exposed to a sucrose consumption preference test.

The results obtained showed an increase in the preference for sucrose in all the experimental groups.
However, in male HFD rats there was a significant increase in intake of the 10% sucrose solution
compared to the control, indicating a preference for the solution with the highest reward value. On
the other hand, in female rats, exposure to HFD produced a lower consumption of 10% sucrose
solution compared to the control group, possibly indicating alterations in the neurochemical circuits

associated with rewarding behaviors.

At the neurochemical level, exposure to HFD for 6 weeks mainly produced a decrease in dopamine
(DA) levels in the LS of male rats, without affecting the content of this neurotransmitter in females.
In the nucleus accumbens (NAcc), a brain area par excellence associated with reward, sexual
differences were only observed where males from both experimental groups had more DA content
than their respective experimental groups of females. In relation to aminoacidergic neurotransmitters
such as GABA, we only observed a significant reduction in the septal content of GABA in females
exposed to HFD compared to control females, without observing changes in males in any of the other
nuclei studied. Regarding Glutamate (GLU), we only observed a sexual difference in the lateral
hypothalamus (HL) between the control groups, which was lost between the groups exposed to HFD.
Finally, 5-HT content showed that HFD-exposed males and females have a significant increase in septal
5-HT content compared to their respective control groups. While in the NAcc, we only observed a

decrease in the content in HFD males compared to control males.



The research carried out in this thesis provides relevant information on the neurobiological effects of
deleterious stimuli such as HFD in early stages of development and that can predispose to pathological
conditions as relevant as obesity. New experiments will be needed to better elucidate the functional

brain effects of HFD in this animal model of childhood and juvenile obesity.

Keywords: HFD, dopamine, serotonine, glutamate, GABA, males, females, y lateral septum.



3. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica caracterizada por el aumento de la grasa corporal asociada a un
mayor riesgo para la salud. La clasificacién de la obesidad se realiza a través de la medicidn del indice de
masa corporal (IMC), estableciéndose que individuos con un IMC igual o superior a 30 kg/m? son
considerados obesos (Moreno, 2012). En este contexto, se ha establecido que la obesidad es un factor de
riesgo para enfermedades no transmisibles como: cardiovasculares, trastornos del aparato locomotor y
algunos tipos de canceres, entre otros.

Anivel epidemioldgico, la obesidad en el mundo ha aumentado su prevalencia durante las tltimas décadas,
donde el 39% de adultos mayores de 18 afos tienen sobrepeso y de ellos 650 millones son obesos
(Ginebra., 2019). La situacién no es muy distinta en nuestro pafs, la prevalencia de sobrepeso y obesidad
es de aproximadamente 78%, donde un 34,1% de los adultos son obesos y 44,5% de los nifios tienen
sobrepeso u obesidad (CHILE © MINISTERIO DE SALUD, 2019). Ademas, se presenta con una mayor
prevalencia en los estratos socioecondmicos bajos y con un aumento constante en la poblacién escolar
(Kain et al., 2005). En relacién con las diferencias sexuales en nuestro pais, podemos constatar que las
personas de sexo biolégico masculino presentan un 28,6% de obesidad versus un 33,7% en personas de
sexo bioldgico femenino, constatando que es una enfermedad relacionada con el funcionamiento
metabdlico u homeostatico (Departamento de Epidemiologia Division de Planificaciéon Sanitaria
Subsecretaria de Salud Publica, noviembre 2017).

Sin duda el contexto alimentario que se vive actualmente y la disponibilidad de alimentos obesogénicos
(ricos en azlcares y grasa) impulsa al desarrollo de una ingesta heddnica caracterizada por una motivacion
placentera frente a la comida sin la necesidad de tener hambre o de dejar de comer cuando haya saciedad
(Berthoud, 2011;Egecioglu et al., 2011;Lee and Dixon, 2017). En este contexto, el control alimentario esta
determinado por factores homeostaticos relacionados con el metabolismo y heddnicos involucradas con
el placer y motivacién, sin embargo, entender cémo la ingesta de alimentos obesogénicos afecta la
neurofisiologia de las dreas cerebrales asociadas al control de la alimentacién es una pregunta que no ha
sido completamente respondida. A lo largo de esta tesis se us6 un modelo animal de obesidad infanto-
juvenil inducida por dieta, desde el dia postnatal 21 al 66, para evaluar cambios neuroquimicos y
conductuales producidos en septum lateral (SL), una estructura cerebral que regula tanto el control

homeostdatico como hedodnico de la alimentacion.



3.1 AREAS CEREBRALES ASOCIADAS AL CONTROL DE LA ALIMENTACION

Las principales dreas cerebrales involucradas en el proceso de la ingesta alimentarias son: la corteza
prefrontal (PFC) que regula la accién y decision de generar el acto de comer; la amigdala que participa en
el procesamiento y almacenamiento de reacciones emocionales asociadas a la ingesta de alimentos, el
hipocampo que se asocia a memoria episddica y espacial, que es fundamental para aprender a identificar
y conseguir los alimentos(Volkow et al., 2017) y, septum lateral (SL) el cual es una importante estacion
integral de relevo de informacién que conecta el hipocampo con el hipotdlamo. Sin embargo, el control
homeostdtico de la alimentacidn esta dado por el hipotalamo y sus nicleos, como: hipotadlamo lateral (LH),
hipotdlamo ventromedial (VMH), hipotdlamo paraventricular (PVN) y nticleo arcuato (ARC), mientras que
el control heddnico de la alimentacién estd regulado por dreas del cerebro como area tegmental ventral
(VTA) y sus proyecciones hacia nucleo accumbens (NAcc), estriado dorso lateral (DLS) y PFC (Volkow et

al., 2017).

3.1.1 HIPOTALAMO Y CONTROL DE LA ALIMENTACION

El hipotalamo es un nucleo cerebral ubicado en el diencéfalo y dividido en tres regiones con funciones
fisioldgicas especificas: Anterior (o predptico), Medial (o Tuberal) y Posterior (o Mamilar). Especificamente
en la zona medial, se sittia el drea hipotaldmica lateral (HL) que constituye el 45% del drea hipotaldmica
total (Palkovits M, 1980), la cual se caracteriza por no ser un nucleo, sino mas bien contener una poblacién
heterogénea de neuronas que se encuentran dispersas de forma difusa, y por ser la zona mas
interconectada del hipotdlamo, esto le permite recibir gran variedad de informacién interoceptiva y
exteroceptiva, ademds de modular funciones cognitivas, motor esquelética, autondmica y
endocrina(Berthoud and Minzberg, 2011). Ademas, HL consta de 15 poblaciones distintas de neuronas
glutamatérgicas, 15 de neuronas GABAérgicas y 11 tipos de células no neuronales(Mickelsen et al., 2019).
Existen otras dreas del hipotalamo medial que también han sido asociadas con la regulacidén de la ingesta
de alimentos, por ejemplo, el hipotdlamo ventromedial (VMH) el cual es conocido como el “centro de la
saciedad”, ya que la activacion eléctrica de este nicleo produce saciedad, mientras que la lesién
electrolitica produce un aumento en laingesta de alimentos (Stuber and Wise, 2016). Ademas, la activacién
eléctrica del HL, conocido como el centro del hambre produce un aumento de la ingesta de
alimentos(Delgado and Anand, 1953) y una lesidn electrolitica de este nicleo produce una disminucién de
la alimentacién (Sweeney and Yang, 2016). En resumen, el HL es un nticleo fundamental en la regulacién de
la ingesta de alimentos y otras dreas cerebrales interconectadas, como el septum lateral (SL), el cual

también es esencial para el control fisiolégico de la alimentacion. Una desregulacion de estas dreas podria



formar parte de los eventos fisiopatoldgicos que afectan a la homeostasis alimentaria y conducen al

sobrepeso y obesidad.

3.1.2 SEPTUM LATERAL E INGESTA DE ALIMENTOS

El septum es una estructura del sistema limbico que se divide en tres regiones: medial, lateral y posterior
(Swanson and Cowan, 1979). El SL estd principalmente mediado por neurotransmisor GABA (4cido gama
amino butirico), y por ende, neuronas GABAérgicas de proyeccidn e interneuronas que regulan procesos
fisiolégicos relacionados con la funcién cognitiva y respuestas humorales (Jakab and Leranth, 1990a;b). En
varias lineas de investigacion se evidencia que el SL es una importante estacién integral de relevo de
informacion que conecta el hipocampo con el hipotdlamo(Swanson and Cowan, 1979) (Swanson and
Cowan, 1977). En este contexto neuroanatémico, el SL recibe informacidn aferente del tipo glutamatérgica
desde el hipocampo, gatillando la activacion de las neuronas GABAérgicas del SL(Assaf and Miller, 1977).
Mientras que proyecciones eferentes del SL son de origen GABAérgico y se proyectan principalmente al
hipotdlamo lateral, observandose que una activacién del SL produce una inhibicién del HL. Sin embargo,
el rol fisiopatoldgico del SL en la conducta alimentaria de animales obesos no ha sido dilucidado.

El SL no sélo estaria involucrado en el control homeostdtico de la ingesta de alimentos, es decir, favorecer
la ingesta de alimentos frente a necesidades metabdlicas o reducir la ingesta de los mismos frente a un
exceso de alimentacidn, sino que también esta relacionado con el circuito de la recompensa, recibiendo
proyecciones dopaminérgicas desde VTA (Assaf and Miller, 1977;Gaspar et al., 1985). A continuacién,

revisaremos los mecanismos neurobioldgicos involucrados en el control de la ingesta de alimentos.

3.2 CONTROL HOMEOSTATICO DE LA INGESTA ALIMENTARIA

Las hormonas periféricas como ghrelina, leptina e insulina, participan en el control homeostatico de la
alimentacién modulando la actividad de neuronas del nticleo arcuato (ARC) (Klok et al., 2007). Desde el
estomago se secreta la ghrelina la cual activa las neuronas orexinérgicas (AGRP/NPY) productoras del
péptido relacionado con Agouti (AGRP) y del neuropéptido tirosina (NPY). Estas neuronas AGRP/NPY
inhiben a neuronas anorexigénicas (POMC/CART) del PVN y activan a neuronas del LH que
conductualmente aumentan la ingesta de comida (Klok et al., 2007). Después de la ingesta de alimentos,
la secreciéon de hormonas como la leptina, producida por el tejido adiposo blanco, o insulina, producida
por células B-pancredticas, estimulan neuronas glutamatérgicas del VMH que estimulan a neuronas
anorexigénicas productoras de los péptidos pro-opiomelanocortina (POMC) y del transcrito relacionado
con cocaina y anfetamina (CART) del ARC. Estas neuronas POMC/CART liberan el péptido a-MSH en el PVN,

disminuyendo la ingesta de alimentos (ver figura 1).



En este control homeostatico de la alimentacidn se recalca laimportancia de HL debido a ser caracterizado,
ya desde los afios 507, como “centro del hambre”(Delgado and Anand, 1953), sin embargo, en los dltimos
afios se han conocido nuevas conexiones con otras zonas del sistema limbico, como por ejemplo SL. Su
estrecha relacién radica, en que curiosamente, las principales eferencias GABAérgicas que son
proyectadas hacia HL provienen desde SL (Swanson and Cowan, 1979). Por ende, esta inhibicién septal
sobre el HL puede ser producida por una activacién hipocampal excitatoria que es la principal via activante
del SL a través de la liberacién de glutamato (GLU). En este contexto, Sweeney & Yang (Sweeney and
Yang, 2015), demostraron que expresando DREADD (Receptor disefiado exclusivamente activado por una
droga de disefio) derivado del receptor muscarinico tipo 3 hM3Dq, que corresponde a un receptor de
disefio biosintético acoplado a la proteina Gq y solamente activado por el ligando exdgeno Clozapina N-
Oxido (CNO), en neuronas glutamatérgicas del giro dentado, principal drea de proyeccién hacia el SL,
produce una disminucién de la ingesta de alimentos, mientras que la expresién de DREADD derivado del
receptor muscarinico tipo 3 (hM4Di, acoplado a la proteina Gi/o) aumenta la alimentacién. Cabe sefalar,
que los autores usaron un trazador retrégado que lleva a la expresién de los DREADDs en la via neural
exclusiva que comunica el hipocampo con el SL. Por lo tanto, la conectividad neural hipocampo-LS-LH es
una importante via de control fisiolégico del proceso de alimentacién. Sin embargo, los cambios

fisiopatoldgicos en esta via asociados a la ingesta crénica de comidas obesogénicas no ha sido estudiada.
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Figura 1. Control homeostatico de la ingesta alimentaria. Adaptada Seong et al. 2019(Seong et al., 2019)

3.3 CONTROL HEDONICO DE LA ALIMENTACION

El control heddnico de la alimentacion estd regulado por el sistema de la recompensa, también conocido

como circuito mesolimbico, el cual estd formado por neuronas dopaminérgicas mesencefdlicas que



proyectan sus axones desde el area tegmental ventral (VTA) a dreas limbicas como el nicleo accumbens
(NAcc), cuerpo estriado dorsal (DLS) y corticales como la corteza prefrontal (PFC)(Kalivas et al., 2006).
Estas neuronas dopaminérgicas del VTA se encuentran tdnicamente inhibidas por interneuronas
GABAérgicas (Gysling and Wang, 1983;Johnson and North, 1992), esto mantiene controlada la liberacién

de dopamina (DA) en NAcc .

En este sentido, las drogas de abuso como cocaina, anfetamina, alcohol, nicotina y morfina entre otras,
estimulan la liberacién de DA en NAcc(Di Chiara and Imperato, 1988) que se asocia a las propiedades
recompensantes de estas drogas de abuso. Sin embargo, la activacién fisioldgica de este circuito cerebral
tiene por objetivo producir placer mediante recompensantes naturales esenciales para la sobrevida de las
especies como el sexo y la comida(Pfaus et al., 1990;Bassareo and Di Chiara, 1997). En este dltimo contexto,
se ha demostrado que comidas altamente palatables, ricas en grasa y dulces producen un aumento en la
liberacion de DA en NAcc (Bassareo and Di Chiara, 1997), ensefiando a nuestro cerebro que son estimulos

placenteros y que son conductas que debemos repetir.

Endocannabinoids

Glutamate

Septum Lateral (LS)

Figura 2. Control hedénico de la ingesta alimentaria (Al Massadi et al., 2019)

3.4 INTERACCION DEL CONTROL HOMEOSTATICO Y HEDONICO DE LA ALIMENTACION

La alimentacion estd determinada por un control homeostatico y heddnico, este dltimo, en humanos se
asocia factores cognitivos, emocionales y de recompensa. El agotamiento de energias impulsa la ingestion
de alimentos, pero también lo logran las decisiones cognitivas/ejecutivas de la corteza cerebral sin ninguna
sefial de agotamiento de energia, tal como ocurre cuando se consume algin alimento sdlo por placer,

incluso si el sujeto estd saciado. La evidencia en animales de experimentacidn indica que las vias neurales



y periféricas se distinguen pero se superponen, impulsando la alimentaciéon homeostdtica y heddnica
(Swanson and Cowan, 1979;Sweeney and Yang, 2016).

Entre los recompensantes naturales estan el sexo y la alimentacidén, en este sentido especificamente en
relacién con el consumo de azucar, hay dos aspectos gratificantes principales: la nutricién y el sabor. Los
estudios con roedores han indicado que estos dos aspectos son distintos y disociables y pueden seguir
diferentes vias neuronales (Swanson and Cowan, 1977;Jakab and Leranth, 1990b). La recompensa nutritiva
del azlcar en los ratones causa la liberacion de DA principalmente en el estriado dorso-lateral (DLS) y la
recompensa por el dulzor se concentra en el NAcc. Ambas recompensas nutritivas y gustativas son vias
distintas, pero estan significativamente interrelacionadas, ya que existe evidencia que en ratones
modificados para la interrupcion de la sefalizacién del receptor DRD2 en NAcc, exhiben un consumo de
sacarosa mas perseverante e impulsivo pero menos eficientes en la metabolizacidn de la glucosa, por ende
esto sugiere que DRD2 en el NAcc son esenciales para el refuerzo/recompensa del consumo de glucosa y
de su regulacién en niveles periféricos (Carnes et al., 1990).

Asi mismo, existe evidencia que en ratas con menor expresion de DRD2 exhibieron una ingesta mas
compulsiva de alimentos ricos en grasas altamente palatables, en consecuencia, el aztcar y la grasa
consumidos juntos es una combinacién que ayuda a mejorar la palatabilidad de los alimentos procesados,
que en la mayoria se consumen en exceso, y por lo tanto llevan a subir de peso.

Ademas, se ha evidenciado que las hormonas periféricas que regulan el control homeostatico de la
alimentacién también regulan el control hedédnico. Es el caso de ghrelina, que a través de la activacién de
sureceptor GSH-Rs, activa directamente a las neuronas dopaminérgicas del VTAy a sus terminales en NAcc,
provocando un aumento en la liberacién de DA (Al Massadi et al., 2019). Por otro lado, se ha observado
que la recaptacién de DA en VTA a través de su transportador (DAT) se aumenta por efecto de insuling, la
cual promoveria la fosforilacién del transportador (Stuber, 2012). Finalmente, las neuronas orexigénicas
del LH productoras del péptido orexina (hipocretina) proyectan sus axones hacia VTA, produciendo la
activacién de neuronas dopaminérgicas (Aston-Jones and Cohen, 2005). En este contexto, el Dr. Rodrigo
Espafa (Universidad de Drexel, EEUU), demostrd que la administracion intra-VTA de un antagonista del
receptor de orexina tipo 1 (OX1), reduce la liberacién de DA inducida por cocaina en NAcc (Espafia et al.,
2010). La integracion de ambos sistemas y los efectos de las hormonas asociadas a la alimentacidn se

resumen en la figura 2.
3.5 ROL DE SEPTUM LATERAL EN EL CONTROL DE LA ALIMENTACION
Estudios pioneros de Olds y Milner (Olds and Milner, 1954), muestran que el SL juega un rol importante en

el control heddnico de la alimentacidn. En estos experimentos, animales fueron entrenados para realizar

una respuesta operante al recibir estimulacidn eléctrica en ciertas regiones cerebrales. Se demostré que



el SL mantiene la autoestimulacién a expensas de una recompensa natural como la comida. Otros estudios
demuestran que la autoestimulacién eléctrica de VTA proyecta fibras que incrementan la actividad
metabdlica, medida por la utilizacién de desoxiglucosa, en campos terminales del VTA discretos que
incluyen el nticleo accumbens, SL, hipocampo y tdlamo mediodorsal (Esposito et al., 1984). Sheehan revisé
la evidencia disponible que respalda el rol del SL en la conducta adictiva y otras psicopatologias como la
psicosis y la ansiedad (Sheehan et al., 2004). En nuestro pais Katia Gysling y sus colegas han estudiado el
rol del SL en los procesos adictivos. En este sentido, hemos demostrado que la administracidn sistémica
de morfina (Sotomayor et al., 2005), anfetaminas intra-SL y N, N, dimetil-tioamfetamina, incrementan los
niveles extracelulares de DA en el SL (Sotomayor-Zarate et al., 2010;Sotomayor-Zarate et al., 2014). A nivel
circuital y como nos muestra la figura 3 (Scopinho et al., 2008), el SL es una estacién de relevo de
informacién neuronal entre hipocampo e hipotdlamo y también proyecta eferencias hacia VTA. En este
contexto, se demostré (Luo et al., 2011;Vega-Quiroga et al., 2018), que la activacién del SL inhibe a
interneuronas GABAérgicas de VTA lo que lleva a la activacién de las neuronas dopaminérgicas.

Estos resultados nos demuestran que neuronas dopaminérgicas del VTA, las cuales son activadas por
drogas de abuso, podrian gatillar un aumento de DA en el SL. Sin embargo, cambios en la neurotransmisién
dopaminérgica en el SL modulada por la exposicién crénica a comida obesogénica no ha sido estudiada

previamente.

Fig. 3. Modelo por el cual el septum lateral (SL) contribuye a la regulacién de la funcién del nicleo
accumbens (NA). El SL recibe proyecciones dopaminérgicas desde el drea tegmental ventral (VTA) y
glutamatérgica de la corteza prefrontal medial (mPFC). Cabe sefalar que la principal entrada de

informacion glutamatérgica es de origen hipocampal (Figura tomada de Swason, 1982).



Por otro lado, en 2016, Sweeney & Yang (Sweeney and Yang, 2016), corroboraron el rol del SL sobre el
control alimentario, expresando DREADDS (hM3Dq y hM4Di) en neuronas GABAérgicas septales que se
proyectaban especificamente hacia el HL demostrando una disminucién y aumento de la ingesta de
comida respectivamente. Farmacoldgicamente, la inhibicién del SL por microinyecciones de baclofeno
(agonista GABA-B) ha demostrado disminuir los efectos anorexigénicos del estrés por restriccion,
aumentando la ingesta de alimentos (Mitra et al., 2015).

Otra serie de neurotransmisores y neuropéptidos cerebrales y periféricos afectan la ingesta de alimentos
modulando la actividad del SL. Por ejemplo, la microinyeccién de noradrenalina en el SLaumentala ingesta
de comida, la cual es bloqueada por la microinyeccién conjunta de un antagonista alfa 1 adrenérgico,
sugiriendo que la activacion de interneuronas GABAérgicas del SL son reguladas por el sistema
noradrenérgico (Scopinho et al., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que el SL y el HL expresan
receptores para grelina (GHS-R), los cuales al ser activados modulan neuronas que controlan la distensién
gastrica la cual es una sefal periférica de saciedad (Gong et al., 2013;Gong et al., 2014). Ademas, inyecciones
intra-SL de grelina aumentaron la ingesta de alimentos hasta 4 h después de la administracidn, y esto fue

bloqueado por microinyecciones de antagonistas de GHS-R (Scopinho et al., 2008).

Se debe mencionar que el LS recibe aferencias dopaminérgicas desde VTA (Al Massadi et al., 2019), las
cuales al igual que el NAcc, se encuentran controladas por interneuronas GABAérgicas del propio ntcleo.
En este contexto, en el afo 2005 se demostrd, utilizando microdidlisis in vivo con dos canulas, unaen LSy
otra en VTA, que la perfusién por microdialisis reversa de morfina en VTA produce una caida en los niveles
extracelulares de GABA en VTA que se relaciona con un aumento en la liberacién de DA en LS (Sotomayor
et al., 2005). En el afio 2011, se planted que la via hipocampo-LS-VTA participa activamente en la respuesta
a drogas de abuso como cocaina (Luo et al., 2011). De hecho, se observé que la estimulacion theta en
hipocampo demostraba que en VTA neuronas dopaminérgicas se excitaban y otro grupo se inhibia.
Ademas, las neuronas que se excitaban en VTA disminufan su excitacion cuando se inactivaban
farmacolégicamente el LS con baclofeno y muscimol, mientras que las neuronas inhibitorias aumentaban
su excitacién cuando LS se inhibfa (Luo et al., 2011). Finalmente, en el afio 2017, se demostrd
neuroquimicamente, utilizando microdialisis cerebral in vivo, que la activacién del LS con un estimulo
depolarizante produce el aumento de liberacién de DAy GABA en VTA (Vega-Quiroga et al., 2018). En este
caso la estimulacién del LS asociada a la perfusién en VTA de bicuculina, un antagonista GABAA,, inhibié el
aumento de DA en VTA, mientras que la perfusion de indiplon, un modulador positivo GABAa, aumentd los

niveles extracelulares de DA en VTA (Vega-Quiroga et al., 2018).



En resumen, para el planteamiento de la hipdtesis y objetivos de esta tesis es necesario recordar lo

siguiente:

La evidencia muestra un rol del SL en la regulacidn fisioldgica de la ingesta de alimentos a través de una
inhibicién directa sobre HL (via hipocampo-SL-HL), mientras que, a través de proyecciones GABAérgicas
septales a VTA, se produce una activacién de neuronas dopaminérgicas a través de la inhibicién de

interneuronas GABA del VTA.

Algunos estudios han investigado que los cambios inducidos por exposiciones repetitivas de dieta alta en
grasa en estos nucleos cerebrales pasan por alto su posible rol en la fisiopatologia de trastornos

alimentarios como conductas de sobrealimentacién que pueden gatillar obesidad.

En consecuencia, en la presente investigacion se buscardn respuestas sobre cdmo se ve afectado el rol de

SL bajo una condicién de dieta alta en grasa.



4. HIPOTESIS

Segun los antecedentes expuestos y considerando las implicancias posibles del SL y nticleos asociados en

un contexto de alimentacién altamente palatable, se plantea la siguiente hipdtesis:

“LA EXPOSICION CRONICA A UNA DIETA ALTA EN GRASA EN UN MODELO DE OBESIDAD INFANTO JUVENIL
DE RATAS SPRAGUE DAWLEY, PRODUCE UNA DESREGULACION NEUROQUIMICA EN EL CONTENIDO DE
NEUROTRANSMISORES (DA, GABA, GLU, 5-HT) EN SL Y OTROS NUCLEOS ASOCIADOS AL CONTROL DE LA
INGESTA DE ALIMENTACION”.

Posiblemente, esta desregulacién en el contenido de neurotransmisores en SL y nicleos asociados podria

repercutir en una mayor activacion de HL, promoviendo la sobrealimentacién causante de la obesidad.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

“Evaluar los cambios neuroquimicos en neurotransmisores de areas cerebrales asociadas al control de la
ingesta de alimentos en un modelo de obesidad inducida por dieta en ratas Sprague-Dawley, expuestas a

una prueba de preferencia al consumo de sacarosa”.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el grado de preferencia por la ingesta de soluciones recompensantes en ratas
Sprague-Dawley de ambos sexos expuestas por seis semanas a dieta alta en grasa, usando la prueba de

preferencia por sacarosa.

2. Determinar el contenido de neurotransmisores monoaminérgicos y aminoacidérgicos en NAcc,
SL, HL y DLS de ratas Sprague-Dawley de ambos sexos expuestas por seis semanas a dieta alta en grasa,

usando HPLC acoplado a deteccién electroquimica y fluorométrica.



6. DISENO EXPERIMENTAL

La siguiente figura detalla los procedimientos experimentales utilizados en el desarrollo de esta tesis:
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DPN: dia post-natal; SL: septum lateral; NAcc: ntcleo accumbens; HL: hipotalamo lateral; DLS: estriado
dorsal HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién; DA: dopamina;; GABA: Acido y-aminobutirico; GLU:

glutamato; 5-HT: serotonina.



7. MATERIAL Y METODOS

71 REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico.

7.2 ANIMALES

Se utilizaron 40 ratas Sprague-Dawley de ambos sexos provenientes de 4 camadas, las cuales fueron
alojadas en un maximo de 5 ratas por cajas en una sala de mantencién del Instituto de Fisiologia (Facultad
de Ciencias, Universidad de Valparaiso), bajo condiciones controladas de temperatura (22 + 2°C), humedad
(54 * 5%) y ciclos de luz - oscuridad de 12 horas (encendiendo las luces a las 08:00 am). El peso de los
animales fue registrado durante los dias hdbiles de la semana y fines de semana para establecer curvas de
crecimiento. Desde el dia postnatal (DPN) 21, dia normalmente asociado al destete, y hasta PND 61 los
animales fueron mantenidas en condiciones de disponibilidad de agua y comida ad libitum, agrupadas por
sexo y por grupo asignado a dieta control o HFD. Desde DPN 62 hasta DPN 65 cada animal se dejd
dispuesto en una cajaindividual para realizar la prueba de preferencia de sacarosay el DPN 66 se realizaron
las eutanasias y extracciones de tejido. Como esta tesis corresponde al desarrollo de objetivos especificos
del proyecto FONDECYT Regular 120-0474 del Dr. Ramdn Sotomayor-Zarate, todas las certificaciones de
bioética (BEA 154-20 y EBEA 154-20) y bioseguridad (BS002-20) fueron aprobados por los respectivos
comités institucionales y remitidas a la Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo del Gobierno de

Chile.

7.3 DIETA

Los animales de experimentacion fueron alimentados con comida control (Prolab RMH 3000 — Lab.Diet
cédigo 5P00) o con comida HFD (HFD 60 % Kcal fat, Research Diet, USA), segln la organizacién de los
grupos. Las dietas estuvieron disponibles ad libitum. Solo para la realizacién del test de preferencia a
sacarosa realizado desde DPN 62 al DPN 65 se dejo en ayuna de agua a todos los animales durante 4 horas
antes de comenzar el test. Una vez finalizada la prueba de preferencia de sacarosa los animales volvieron

a las condiciones iniciales de agua y comida ad libitum descritas previamente.



7-4 REGISTRO DE PESO

El registro de peso se llevd a cabo pesando los animales en balanza granataria destinada exclusivamente
para el uso en animales desde el DPN 21 hasta DPN 66 (incluyendo fines de semana y dias feriados). El
control de peso permitid observar el crecimiento de las camadas durante todo el tiempo del experimento
y se considerd, segun nuestro protocolo de supervisién animal, que una pendiente de peso positiva en

esta curva se relaciona con una ganancia de peso normal y con un estado de salud general éptimo.

7-5 TEST PREFERENCIA DE SACAROSA

La prueba de preferencia de sacarosa (Sacarosa, Winkler) se realizé desde DPN 62 AL DPN 65. Cuatro horas
antes de la prueba, se dejd a las ratas con acceso a su respectiva dieta, pero con restriccion completa al
agua de bebida. Posteriormente, por un periodo de cuatro horas mas se llevé a cada rata a una caja
individual, con acceso a cuatro probetas de 100 mL modificadas con las siguientes concentraciones de
liquidos: 1) agua, 2) 2.5% Py sacarosa, 3) 5% P/v sacarosa y 4) 10% Py sacarosa. El horario elegido para realizar
la prueba de preferencia por sacarosa fue durante el anochecer con el fin de registrar el consumo de
liquidos en el horario mds activo de las ratas. Sin embargo, los horarios de medicidn tienen una variacién
de 2,5 horas debido a la contingencia nacional asociada al toque de queda aplicado en la ciudad de
Valparaiso entre los meses de agosto de 2020 a abril de 2021.

Los registros del consumo de sacarosa de cada rata se realizaron dos veces, luego de dos y cuatro horas
respectivamente. Se usd luz roja para poder iluminar y ver el consumo de liquidos de cada probeta sin
afectar el mantenimiento de las ratas ni su ciclo circadiano. Después, de la tltima medicién se tomd a cada

rata y se dejo en su caja inicial con acceso a comida y agua ad libitum hasta el siguiente dia.

7.6 EUTANASIA DE ANIMALES Y MICRODISECCION

Una vez finalizada la prueba de preferencia de sacarosa, especificamente DPN 66 se realizd la eutanasia
de los animales con guillotina para animales menores (Modelo 51330, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).
Sus cerebros fueron rdpidamente removidos y puestos en una matriz para cerebro de acero inoxidable
(Modelo 68711, RWD Life Science, Shenzhen, P.R. China) sobre hielo y un microperforador (modelo 15076;
didmetro 2,0 mm, Harris Uni-Core, Ted-Pella Inc., Redding, CA, USA) fue utilizado para microdisectar las
siguientes estructuras cerebrales: nlcleo accumbens (NAcc), septum lateral (SL), hipotalamo lateral (HL)
y cuerpo estriado (DLS). Todos estos tejidos fueron pesados en una balanza analitica (Modelo JK-180,

Chyo, Japén) y almacenados en un tubo Eppendorf de 1.5 mL a -80°C hasta su posterior uso.



7.7 MEDICION CONTENIDO TISULAR DE NEUROTRANSMISORES

Las dreas cerebrales almacenadas fueron homogenizadas en 400 pL de acido percldrico 0,2M utilizando
un sonicador (Modelo XL 2005, Microson Ultrasonic Cell Disruptor, Heat Systems, Farmingdale, NY, USA).
El homogeneizado se centrifugd a 12.000 g por durante 15 minutos a 4°C (modelo Z233MK-2, Hermle
Labortechnik Gmbh Wehingen, Alemania). El sobrenadante se filtré (Modelo EW-32816-26; 0,2 pm, HPLC
Syringe Filters PTFE, Cole-Parmer, Instrument Company, Vernon Hills, IL, EEUU) y la solucién filtrada fue

inyectado en HPLC acoplado a deteccién electroquimica (EC) para la cuantificacién de DA, GLU y GABA.

7.7-1 DETERMINACION DE DAY 5-HT POR HPLC-EC

La determinacién de DA y 5-HT se realizd utilizando un HPLC-EC con la siguiente configuracién: Inyector
Rheodyne, una bomba isocratica (Modelo PU-2080 Plus, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn), una columna C18
(Modelo Kromasil 100-3.5-C18, AkzoNobel, Bohus, Suecia) y un detector electroquimico (Modelo LC-4C,
BAS, West Lafayette, IN, USA) configurado a un potencial de oxidacién de 650 mV y una sensibilidad de
0.5 nA. La fase mdvil que se utilizé para la determinacién de DA fue bombeada a un flujo de 0.2 mL/miny
tuvo la siguiente composicién: 0.1 M de NaH2PO4, 1.25 mM de acido 1-octanosulfdnico, 1.0 mM de EDTAy
8.0%"[" de acetonitrilo (ajustado a pH 3,0). Las dreas de los picos de DA en las muestras fueron comparadas
con estandares de referencia que se utilizaron para calcular las concentraciones de DA, a través de una
curva de calibrado realizada en el programa cromatografico (Program ChromPass, Jasco Co. Ltd., Tokio,
Japén). Bajo estas condiciones, el tiempo de retencién para DA fue cercano a los 11 minutos y de 5-HT de
30 minutos. Cabe destacar que el fundamento analitico para esta técnica se basa en que las moléculas
catecolaminérgicas, bajo las condiciones antes descritas, pueden ser oxidadas en la regién del anillo
catecol a una ortoquinona que produce 2 electrones por cada molécula oxidada de DA. Estas corrientes
oxidativas son directamente proporcionales a la cantidad de moléculas oxidadas de neurotransmisores
(ver figura 4). Mientras que los tiempos de retencién estan dados principalmente por la interaccién de la

cadena alifatica con la fase estacionaria de la columna.

7.7:2 DETERMINACION DE GLU Y GABA POR HPLC-FLUOROMETRICO

Para la cuantificacién de GABA y GLU se realizé una reaccién de derivatizacién pre-columna en la que se
utilizé: (i) 20 pL del solucidn, (i) 4 yL de buffer borato (pH 10.8), y (iii) 4 pL de reactivo fluorogénico (20
mg de ortoftaldehido y 10 pL de b-mercaptoetanol en 5 mL de etanol). Para la reaccién de derivatizacién
se esperd 90 segundos, para luego inyectar la muestra al sistema HPLC acoplado a detector fluorométrico

(FD) (ver figura 4). Los filtros se configurardn para una longitud de onda de excitacién de 350 nm y una



longitud de onda de emisién de 450 nm. El HPLC-FD estd conformado por: 1) una bomba isocratica
(modelo PU-4180, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn), 2) una columna de fase reversa C-18 (Kromasil 3-4.6;
Suecia), y 3) un detector fluorométrico (modelo FP-4025, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn). Se utilizé un
gradiente isocrético para la separacion de las muestras. La fase mdvil contiene 0.1 M de NaH.PO4 y 24%
CH5CN (pH 5.7) el cual serd bombeada a un flujo de 1 mL/min. El drea de los peak correspondientes a GABA
y GLU, se compararon con estandares de referencia y se calcularon las concentraciones a través de una
curva de calibrado realizada con un programa cromatografico (ChromNAV 2.0, Jasco Co. Ltd., Tokio,

Japén).
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Figura 4. Esquema de la reaccidn e identificacion de los neurotransmisores. El esquema representa la
reaccion e identificacion de los peak de neurotransmisores al ser inyectados en el HPLC-EC (para deteccién

de DA) y HPLC-FD (para deteccién de GLU y GABA).



8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del contenido de DA, GABA, GLU y 5-HT fueron expresados como el promedio de la
concentracién por mg de tejido + error estandar medio (SEM). Los resultados del peso de los animales
fueron expresados como el peso en g + SEM, mientras que para el test de preferencia por sacarosa se
midio el volumen ingerido en 4 h £ SEM. El andlisis estadistico realizado fue un andlisis de varianza de dos
vias (Two-way ANOVA) seguido de un post-test de Fisher’s LSD. Todos los andlisis estadisticos y el disefio

de graficos fueron realizados con el programa GraphPad Prism v8,0 (GraphPad Software, San Diego, CA).



9. RESULTADOS

9.1 CARACTERIZACION DE MODELO DE OBESIDAD INDUCIDA POR HFD

El peso corporal de los animales fue registrado para ratas machos y hembras alimentados con HFD y dieta
control desde el DPN 21 al DPN 62. La figura 7 muestra el valor de peso absoluto de animales de los grupos
experimentales al DPN 62 (Fig. 7A) y un dia después de finalizar la prueba de preferencia a sacarosa al DPN
66 (Fig 7B). En la figura 7A, los machos y hembras HFD ganaron una mayor cantidad de peso que machos
y hembras controles (Test: anova de dos vias; **p=0,0040; ***p=0,0002). Por otro lado, la ganancia de
peso en machos HFD fue mayor que hembras HFD (Test: anova de dos vias; ****p<0,0001), lo mismo se
observd entre machos y hembras control (Test: anova de dos vias; ****p<0,0001). Al DPN 67 se observd
el mismo fenédmeno anterior donde machos y hembras HFD ganaron mayor cantidad de peso que los
machos y hembras control (Test: anova de dos vias; *p=0,0471; ***p=0,0002). También la ganancia de
peso en machos HFD fue mayor que hembras HFD (Test: anova de dos vias; ****p<0,0001) y lo mismo se
observé entre machos y hembras control (Test: anova de dos vias; ****p<0,0001). Estos resultados
confirman que el procedimiento experimental desarrollado en esta tesis corresponde a un modelo de

obesidad inducida por dieta.
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Fig 7. Peso de ratas macho y hembra alimentadas con dieta HFD y control desde el DPN 21 al DPN 67. El
ndmero de animales utilizados para los grupos experimentales fue de: ratas hembras control n=9, ratas
hembras HFD n=9, ratas machos control n=9, y ratas machos HFD n=8. Los valores representados en el

gréfico representan el promedio de peso (g) + SEM.



9.2 ESTUDIO CONDUCTUAL DE PREFERENCIA POR SOLUCION DE SACAROSA

Desde el dia postnatal 62 al 65 se registré la cantidad de liquido consumido por cada rata de forma
individual luego de tener a libre disposicién cuatro concentraciones de liquidos en probetas modificadas
rellenas con los siguientes liquidos: agua, 2.5% P/v sacarosa, 5% P/v sacarosa y 10% P/v sacarosa. Con respecto
al consumo de liquido realizado por machos HFD y controles (Fig. 8), se observa un incremento diario en
el consumo de la solucidn de sacarosa mds concentrada y que otorga un mayor valor heddnico. Sin
embargo, sdlo el 4to dia se observd que los machos HFD consumieron una mayor cantidad de solucién de
sacarosa al 10% que los machos controles (Test: anova de dos vias; *p= 0,0153). Ademds, el mismo dia el
consumo de la solucién al 5% en sacarosa fue menor en los machos HFD respecto a los machos control
(Test: Anova de dos vias; *p= 0,0450), indicando una clara preferencia en machos HFD por la solucién con

mayor valor recompensante.
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Fig 8. Consumo de liquidos agua, sacarosa al 2,5%, 5% y 10%, en machos alimentados con dieta control y HFD

desde el DPN 21 al 62, durante cuatro dias de medicidn. *p<0.05 versus ratas control.



En el caso de las hembras, la situacién es completamente distinta (Fig. 9), requiriendo una interpretacion
distinta de los resultados y que debiera ser demostrada por experimentos posteriores. En este caso tanto
hembras controles como HFD presentaron un mayor consumo de la solucién mds concentrada de sacarosa
respecto a las otras soluciones disponibles. Sin embargo, las hembras controles desde el 1er al 4to dia
consumen mayor cantidad de solucién de sacarosa al 10% p/v en relacién al grupo HFD (Test: anova de dos
vias; ¥***¥p <0,0001; ***p= 0,001). Estos resultados nos podrian indicar que la exposicién crénica a HFD
afecta el grado de recompensa en ratas hembras por la solucién de sacarosa de mayor valor heddnico. Sin

ambargo, otras pruebas conductuales y funcionales debieran ser realizadas para dilucidar esta hipétesis.
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Fig 9. Consumo de liquidos agua, sacarosa al 2,5%, 5% y 10%, en hembras alimentados con dieta control y

HFD desde el DPN 21 al 62, durante cuatro dias de medicidn. ***p<0.001y ****p<0.0001 versus HFD.



9.3 MEDICION DE CONTENIDO TISULAR DE NEUROTRANSMISORES

9.3.1 CONTENIDO DE DA EN NUCLEO ACCUMBENS Y SEPTUM LATERAL

El contenido tisular de DA en NAcc (Fig. 10A) y SL (Fig. 10B) fue evaluado en ratas machos y hembras
expuestas a HFD y dieta control. En NAcc el contenido de DA fue similar en animales del mismo sexo
expuestos a HFD respecto dieta control. Sin embargo, una diferencia sexual en el contenido de DA fue
observada entre machos y hembras control (Test: anova de dos vias; **p= 0,0021) y entre machos y
hembras expuestas a HFD (Test: anova de dos vias; *p= 0,0455). En SL se observé que el contenido de DA
en ratas machos expuestas a HFD En cuanto al contenido tisular de DA en SL (Fig. 10B), los machos HFD
presentan menores niveles de DA en este ntcleo con respecto a machos control (Test: anova de dos vias;

*p=0,0437).
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Fig 10. Contenido de DA en NAcc (A) y SL (B) de en machos y hembras alimentados con HFD por 6

semanas. ¥*p<0.01y *p<0.05



9.3.2
ESTRIADO DORSAL

CONTENIDO DE GABA EN NUCLEO ACCUMBENS, SEPTUM LATERAL, HIPOTALAMO LATERAL Y

El contenido de GABA en los cuatro ntcleos involucrados en el control de la alimentacién fue medido

usando HPLC-FD (Fig. 11A-D). Solo se observaron diferencias estadisticamente significativas en el

contedido de GABA en el SL de ratas hembras expuestas a HFD (Test: anova de dos vias; *p= 0,0304),

mientras que DLS solo se observé un aumento en el contenido de GABA en ratas hebras expuestas a HFD

respecto a machos expuestos a la misma dieta (Test: anova de dos vias; *p= 0,0217).
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Fig 11. Contenido de GABA en NAcc (A), SL (B), HL (C) y DLS (D) de en machos y hembras alimentados con

HFD por 6 semanas. ¥*p<0.05
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ESTRIADO DORSAL

CONTENIDO DE GLU EN NUCLEO ACCUMBENS, SEPTUM LATERAL, HIPOTALAMO LATERAL Y

El contenido de GLU enlos cuatro nticleos involucrados en el control de la alimentacién fue medido usando

HPLC-FD (Fig. 12A-D). Solo se observé una diferencia estadisticamente significativa en el contenido tisular

de GLU asociada a una diferencia sexual en HL de ratas machos control respecto ratas hembras

alimentadas con la misma dieta (Test: anova de dos vias; **p=0,0031).
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Fig 12. Contenido de GLU en NAcc (A), SL (B), HL (C) y DLS (D) de en machos y hembras alimentados con

HFD por 6 semanas. ¥**p<0.01



9.3.4 CONTENIDO DE 5-HT EN NUCLEO ACCUMBENS Y SEPTUM LATERAL

El contenido tisular de 5-HT en NAcc (Fig. 13A) y SL (Fig. 13B) fue evaluado en ratas machos y hembras
expuestas a HFD y dieta control. En NAcc se observd que en ratas machos alimentadas con HFD el
contenido de 5-HT fue estadisticamente menor que al cuantificado en ratas machos control (Test: anova
de dos vias; *p= 0,0438) (Fig. 13A). Ademas, se observé una diferencia sexual en el contenido de 5-HT en
NAcc de ratas machos control respecto a hembras alimentadas con el mismo tipo de dieta (Test: anova de
dos vias; *p=0,0134). Por otro lado, el SL (Fig. 13B) se observé en machos y hembras alimentadas con HFD
un aumento significativo en el contenido de 5-HT respecto a machos (Test: anova de dos vias; ****p

<0,0001) y hembras control (Test: anova de dos vias; **** <0,0001).
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Fig 13. Contenido de 5-HT en NAcc (A) y SL (B) de en machos y hembras alimentados con HFD por 6

semanas. ***¥*p<0.0001y *p<0.05



10. DISCUSION

En esta tesis de magister buscamos evaluar los efectos neurobioldgicos de la exposicidn crénica a una
dieta obesogénica (HFD) desde la infancia a la adultez temprana. Especificamente, estudiamos los cambios
neuroquimicos en el contenido de neurotransmisores monoaminérgicos y aminoacidérgicos en
estructuras cerebrales asociadas al control homeostatico y heddnico de la alimentacién (Gardner, 2011).
Estos neurotransmisores (DA, 5-HT, GABA y GLU) fueron cuantificados en NAcc, SL, HL y DLS de ratas
expuestas a HFD y posterior a una prueba de valor hedénico realizada midiendo el consumo de soluciones
de sacarosa. Considerando los resultados antes descrito se discutird la significancia fisiopatoldgica de

estos hallazgos en el proceso de control de la ingesta de alimentos.

10.1 EFECTOS DE LA EXPOSICION CRONICA A HFD EN LA PREFERENCIA DE SACAROSA EN ANIMALES
DE AMBOS SEXOS.

En la prueba de preferencia por soluciones de sacarosa se observé que los animales presentaron una
mayor preferencia por la solucidn de sacarosa mds concentrada. En el caso de los machos tratados con
HFD se observé un mayor consumo de la solucidn de sacarosa al 10 % que ratas machos control. Este
resultado se relaciona con datos publicados recientemente donde la exposicidn crénica a una dieta de
cafeterfa aumenté la preferencia de los animales por soluciones con concentraciones mas altas de
sacarosa (32%) respecto a otras soluciones de mas baja concentracién (2%). Mientras que en animales
alimentados con dieta control se observa una preferencia mayor por soluciones con concentraciones
medias de sacarosa (8%) que por soluciones mas concentradas (32%) (Fam et al., 2022). Los autores de esta
investigacion indican que los cambios inducidos por la dieta de cafeteria en la preferencia por el sabor
dulce ocurrieron en un contexto de cambios sustanciales en la motivaciéon para buscar y consumir
sacarosa, ademas de los elementos de palatabilidad propia de la dieta de cafeteria. En consecuencia, los
resultados obtenidos ratas macho HFD y control, también podrian deberse a un cambio inducido por la
HFD sobre el circuito de la recompensa. Por otro lado, en el caso de las ratas hembras los resultados de
consumo de soluciones de sacarosa demostraron que la solucién mdas concentrada de sacarosa fue la de
mayor valor heddnico para los animales. Sin embargo, al comparar el consumo de esta solucién entre ratas
hembras alimentadas con HFD respecto a dieta control, se observé una significativa reduccién en el
consumo de esta solucién de sacarosa en los animales expuestos a HFD. Posiblemente, esto podria
deberse por el efecto de los estrégenos, ya que se conoce que los estrégenos promueven una mayor
recompensa debido al aumento de sintesis de tirosina hidroxilasa (TH), mayor contenido de DA y mayor
liberacion en NAcc que lo observado en ratas machos (Becker et al., 2001). En este contexto, aunque no

medimos los niveles de estrégenos plasmaticos en ratas hembras control y HFD, se podria plantear como



hipdtesis que la exposicidn a HFD disminuye los niveles de estrégenos plasmaticos, lo que se traduciria en
una menor neuromodulacién de este tipo de hormonas sobre el circuito de la recompensa. Sin embargo,

debemos probar esta hipétesis evaluando la concentracidn sérica de las hormonas sexuales.

10.2 EFECTOS NEUROQUIMICOS DE HFD SOBRE EL CONTENIDO DE DA EN NAcc Y SL.

Los resultados observados muestran que en NAcc hay mayor cantidad de DA en machos alimentados con
HFD y controles, que en hembras HFD y control respectivamente, indicando diferencias sexuales tanto en
el grupo control como experimental. Para comprender esta diferencia debemos recordar que Ia
neurotransmision DAérgica es fdsica en cada compartimiento de NAcc y cumple diferentes roles en el
comportamiento motivado, tal como fue demostrado por el grupo del Dr. Gaetano Di Chiara (Bassareo,
1999). En este trabajo se observé que la comida recompensante estimuld la transmision de DA en el Shell
del NAcc, pero no en el core del mismo nucleo. Porlo tanto, parte de las diferencias encontradas podrian
deberse a la zona de NAcc donde se estd midiendo el contenido de DA. Por otro lado, en relacién a SL, los
resultados muestran que los machos HFD presentaron menor contenido de DA que machos controles, lo
que podria estar relacionado a que la dieta HFD produce una menor sintesis y liberacién de DA en la via
VTA - SL, o que la HFD podria dar cuenta de una mayor metabolizacién mediada por enzimas como la
monoamino oxidasa o catecol o-metil transferasa en esta misma via. Sin embargo, no se dispone
lamentablemente de los niveles de DOPAC, principal metabolito de DA en roedores, para establecer si

hubo o no cambios en el contenido de DOPAC inducido por la dieta.

10.3 EFECTOS NEUROQUIMICOS DE HFD SOBRE EL CONTENIDO DE GABA EN NAcc, SL, HL Y DLS.

Los resultados encontrados en relacidn al contenido tisular de GABA en SL, muestran que las hembras HFD
presentan una menor cantidad de este neurotransmisor en relacién a las hembras alimentadas con dieta
control. A pesar que el contenido de GABA en HL no se afecté en hembras por accién de la HFD, hay que
recordar que las principales proyecciones GABAérgicas de SL van hacia HL, por lo tanto, este menor
contenido de DA septal podria estar relacionado con una menor funcién inhibitoria de SL sobre HL,
favoreciendo la hiperfagia. Sin embargo, experimentos que demuestren a través de microdidlisis cerebral
in vivo que los niveles de GABA en HL se ven afectado o que a través de electrofisiologia dan cuenta de
una menor comunicacién sindptica seran necesarios para dilucidar esta hipdtesis.

En un contexto obesogénico se ha descrito que en ratas macho alimentadas con HFD se reducen los niveles
de GABA en corteza frontal e hipocampo (Sandoval-Salazar et al., 2016), lo que relacionaria el tipo de dieta

con el funcionamiento de proteinas claves para la neurotransmision GABAérgica. En este contexto, la HFD



produce en hipocampo e hipotalamo de ratones machos una disminucién de los niveles del transportador
vesicular de GABA respecto a ratones controles (Lizarbe et al., 2018). Sin embargo, en SL de ratas machos
no observamos diferencias significativas en el contenido de GABA mediado por la exposicién a HFD, lo que
podria indicar que en esta drea especifica no se observan cambios significativos en su transportador
vesicular de GABA, que da cuenta de los niveles extracelulares de GABA en la hendidura sindptica.

En el caso de DLS se observa que los machos alimentados con HFD presentan menor contenido de GABA
que Hembras HFD. Para poder comprender esta diferencia debemos recordar que DLS estd involucrado
en la toma de decisiones motivadas por una recompensa, junto a otras zonas como NAcc, cuerpo estriado
medial dorsal (DMS) (Burton et al., 2015). También, se conoce que en NAcc y DLS la actividad de
GABAérgica de las neuronas espinosas medianas de proyeccién es modulada por receptores
dopaminérgicos D1y D2 (Owesson-White et al., 2016). Por lo tanto, si en machos HFD hay un menor
contenido de GABA en DLS podria deberse a una modulacién negativa por parte del neurotransmisor DA.
En el caso de las hembras, en una situacién control, en estudios de microdialisis in vivo se demostré que el
estradiol atenda la liberacidn de GABA estriatal estimulada por potasio, sin embargo, posiblemente en un
contexto de dieta obesogénica puede verse afectada dicha atenuacién y podria observarse un mayor

contenido de GABA.

10.4 EFECTOS NEUROQUIMICOS DE HFD SOBRE EL CONTENIDO DE GLU EN NAcc, SL, HLY DLS.

Los resultados obtenidos muestran que machos controles presentan mayor contenido tisular de GLU que
hembras controles, sin embargo, esta es la respuesta control ;qué hay en relacidén a los grupos HFD? podria
estarse presentando una desregulacion del contenido de GLU asociado a su sintesis, vesiculas
trasportadoras, receptores, aminodcidos de sintesis, etc. ya que hay evidencia que inyecciones de GLU en
HL, provocan la alimentacién de animales de experimentacién, actuando a través de varios subtipos de
receptores glutamatérgico, especialmente a través de receptores NMDA (Stanley et al., 2011). Por lo tanto,

el que no haya cambios en animales HFD demuestra que el centro del hambre estd desregulado.

10.5 EFECTOS NEUROQUIMICOS DE HFD SOBRE EL CONTENIDO DE 5-HT EN NAcc Y SL.

La actividad de 5-HT ha estado ampliamente implicada en la regulacién de los comportamientos de
alimentacién tanto en humanos como en modelos animales (Pratt et al., 2017) . En relacién al
comportamiento de este neurotransmisor en NAcc, se ha evidenciado que en una situacién control, la
activacién del receptor 5-HT1a reduce la ingesta de alimentos y agua en ratas macho (Clissold et al., 2013)
y que la inyeccién de 5-HT en NAcc reduce la motivacién por comida (Fletcher et al., 2002). Sin embargo,

la modulacién de receptores de serotonina en NAcc tienen efectos diferenciales los agonistas de 5-HT1/7,



5-HT2c y 5-HT4, ya que reducen la ingesta de alimentos, mientras que los agonistas de los receptores 5-
HT3 y 5-HT6 aumentan la ingesta de alimentos (Jean et al., 2007;Pratt et al., 2012;Pratt et al., 2017). Por lo
tanto, aqui se puede evidenciar la complejidad de la modulacidn serotoninérgica del circuito heddnico.

En un contexto obesogénico, se describe el caso de ratas macho Wistar alimentados con HFD por 12
semanas, donde hubo una atenuacién en el contenido tisular de 5-HT en hipotdlamo y un aumento en el
hipocampo en relacién a ratas controles (Haleem and Mahmood, 2021) . Del mismo modo, los resultados
obtenidos en esta tesis muestran que en machos alimentados con HFD hay menor contenido de 5-HT que
en machos alimentados con dieta control, lo que sugiere que 5-HT esta modulando el consumo de alimento
en ratas macho HFD, esto podria estar sucediendo posiblemente por una mayor motivacion mediada por
la neurotransmisién dopaminérgica de este ntcleo.

En el caso de SL, la serotonina tiene un efecto hiperpolarizante mediado por receptores postsinapticos 5-
HT1a, los cuales son expresados altamente en SL (Pompeiano et al., 1992), lo que significa que la serotonina
puede inhibir a las neuronas de LS al unirse al receptor postsindptico 5-HT1A. Por lo tanto, los altos niveles
de contenido de serotonina encontrados en ratas macho y hembras HFD en SL, se podrian deber
posiblemente al efecto de una dieta alta en grasa, estimulando la sintesis directamente en SL o liberando
serotonina desde el ntcleo del raphe. En consecuencia, la inhibicién de SL podria producir que en HL o
centro del hambre se active, y se produzca la accién de comer, debido a que SL en una situacién control
estd inhibiendo a HL, del mismo modo que un freno que genera saciedad. Los mecanismos de cémo se

genera este aumento de serotonina en SL es el siguiente paso a dilucidar.



1. CONCLUSIONES

En sintesis, podemos concluir lo siguiente:

Las ratas hembras alimentadas con HFD crénica presentan una menor preferencia por sacarosa al 10% que
ratas hembras controles durante los cuatro dias de medicién, resultados contrarios a los machos, los
cuales los primeros tres dias del test tienen un consumo similar de sacarosa del 10%, ya sea en animales
alimentados con HFD o control, Gnicamente se observaron diferencias en el consumo el Ultimo de
medicion, en donde machos HFD eligen mayoritariamente sacarosa del 10%. Esta diferencia plantea la
necesidad de investigar con mayor detalle estas diferencias sexuales, las cuales pueden ser claves ala hora

de comprender la obesidad y sus posibles tratamientos.

El contenido tisular de DA en NAcc es mayor en machos alimentados con HFD y controles, que en hembras
HFD y control respectivamente, debido al comportamiento motivado mediado por VTA que proyecta
neuronas dopaminérgicas hacia NAcc, lo que demuestra que la dieta alta en grasa produce mayor
motivacién en machos y hembras HFD. Los resultados de DA en SL muestran que los machos HFD
presentaron menor contenido de DA que en machos controles, esto podria deberse a que la dieta alta en
grasa produce menor sintesis y liberacién de DA desde VTA hacia SL, lo cual inhibe a SL y este a su vez deja

de inhibir a HL, y se activa el centro del hambre.

Los resultados encontrados en relacidn al contenido tisular de GABA en SL, muestran que las hembras HFD
presentan una menor cantidad de este neurotransmisor en relacidn a las hembras alimentadas con dieta
control, lo cual podria estar incidiendo en la activacién de HL como centro del hambre constatado en su

aumento de peso, en relacidén al grupo control.

El contenido tisular de 5-HT en SL fueron sorpresivos, los niveles en machos y hembras HFD son
contundentemente altos en relacidn a sus controles, lo cual podria estar produciendo una inhibicidn de
neuronas de SL lo que tiene como consecuencia un aumento en la activacion de HL y por ende el hambre,

produciendo un mayor aumento de peso en estos animales.

El control de la alimentacién en un estado obesogénico estd mediado por un sin nimero de moléculas que
median respuestas entre lo heddnico y homeostético, donde la neuroquimica se ve afectada produciendo
posiblemente cambios conductuales que nos llevan a elegir alimentos obesogénicos. Lo mas interesante
que pudo ser observado en esta tesis, fue la respuesta diferencial entre hembras y machos, mostrandonos

unavez mas laimportancia de experimentar con ambos sexos biolégicos con el fin de comprender posibles



diferencias sexuales a la hora de abordar y tratar la tematica de la obesidad. Sin embargo, hace falta
completar con datos sobre biologia molecular que permita tener una imagen mdas completa de los

fenémenos que pueden estar ocurriendo en un cerebro obeso.
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