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Abreviaturas

Amigdala Central

Péptido relacionado con Agouti
Area Postrema

Area Ventral Tegmental
Transcripto regulado por cocaina y anfetamina
Colecistoquinina

Corteza media pre frontal

Factor liberador de corticotropina
Dieta Comun

Dieta Rica en Grasa

Receptor de ghrelina

Hipotalamo Lateral
Intracerebroventricular

Nucleo Interfascicular
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Intraperitoneal

Nucleo tegmental latero dorsal
Hormona concentradora de melanina
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Nucleo Arcuato
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Nucleo del Tracto Solitario

Nucleo Parabraquial Pigmentado
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Introduccion

La ingesta de alimento es una funcidn vital para el reino animal ya que proporciona las
necesidades nutricionales y energéticas. Existen, al menos, dos circuitos neuronales
complementarios que la regulan: un circuito relacionado a los aspectos homeostaticos,
dependiente de las reservas energéticas; y otro que regula aspectos heddnicos, relacionado con
la recompensa que generan alimentos especificos. Ambos circuitos se encuentran intimamente

integrados.

La ingesta de alimento, ademas, esta fuertemente regulada por sefiales periféricas, como
metabolitos y hormonas, que contribuyen a la regulacion precisa de los circuitos neuronales que
controlan el apetito. Dichas sefiales afectan principalmente los aspectos homeostaticos de la
alimentacién. Sin embargo, evidencias recientes indican que varias de estas sefiales actuan
también sobre los circuitos neuronales que modulan los aspectos heddnicos de la ingesta de
alimento. Entre las hormonas que regulan el apetito se destaca la ghrelina, la cual se produce
en el tracto digestivo y es la Unica hormona peptidica conocida capaz de estimular la ingesta de

alimento, lo cual ocurriria mediante su accion sobre ambos tipos de mecanismos de regulacion.

El control de la ingesta de alimento puede sufrir alteraciones que derivan en diversas
situaciones patoldgicas. Una de ellas es el lamado atracén alimentario (binge eating), el cual se
observa con alta frecuencia y se define como un evento de hiperfagia en el que se consume una
gran cantidad de alimento, en un periodo corto de tiempo y con la sensacidn de una pérdida de
control de lo que se esta consumiendo. En general, se considera que los atracones no son
desencadenados por necesidades energéticas, aunque este punto se encuentra en discusion.
Episodios de atracén alimentario se pueden observar en una gran variedad de situaciones
patoldgicas como la bulimia, los desdérdenes asociados al atracén alimentario (binge eating
disorders) y algunas variantes de anorexia nerviosa, asi como también pueden ocurrir en

personas con sobrepeso u obesidad, e incluso en la poblaciéon general ante circunstancias
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especificas como el estrés o la depresién. La etiologia de los episodios de atracdn es actualmente
desconocida y, lamentablemente, no existe ningun tratamiento farmacoldgico para mitigarlos.
Debido a esto, hay un enorme interés en determinar los mecanismos moleculares y los circuitos

neuronales implicados en este tipo de trastorno alimentario.

Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral fue estudiar en modelos
murinos los circuitos neuronales activados por uno o varios eventos de ingesta de dieta rica en

grasa y evaluar el potencial rol modulador de ghrelina sobre ellos.

1. CONTROL DEL APETITO

La accion de consumir alimentos es uno de los mds primitivos instintos animales que
llevan a la supervivencia. El control de la ingesta de alimento, ocurre a través de circuitos
neuronales localizados en el sistema nervioso central que se han ido modificando con el pasar
del tiempo y han proporcionado la capacidad de adaptarse y responder a distintos factores
ambientales, como por ejemplo la escasez de nutrientes (Williams and Elmquist, 2012, Williams,
2014).

Los circuitos neuronales que regulan aspectos homeostaticos de la ingesta de alimento lo
realizan de acuerdo al estado de las reservas energéticas del organismo y estan principalmente
localizados en el hipotdlamo y el tallo cerebral (Morton et al., 2006). En el hipotalamo, el nucleo
arcuato (NArc) es reconocido como el lugar que controla el balance energético mediante la
regulacién de la ingesta y del gasto de energia (Coppari et al., 2005, Wynne et al., 2005, Abizaid
et al., 2006a). Para mantener la homeostasis, las neuronas del NArc deben integrar informacion
de otras regiones del cerebro junto a sefiales hormonales y metabdlicas de la periferia. Estas

sefiales incluyen a la hormona ghrelina, asi como también la leptina, la insulina, el péptido YY, la
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colecistoquinina (CCK), y otras derivadas del sistema gastrointestinal (Williams and Elmquist,
2012).

Por otro lado, la ingesta de alimento esta fuertemente afectada por procesos
emocionales, motivacionales y de toma de decisiones incluso, cuando no existe balance
energético negativo (Berthoud, 2002, Saper et al., 2002, Lutter and Nestler, 2009). Estos
circuitos incluyen principalmente los nucleos pertenecientes a la via mesolimbica (Fulton, 2010,
Fernandes et al., 2013). Al igual que los circuitos homeostaticos, los circuitos asociados con la
recompensa también pueden ser regulados por sefiales periféricas y, en general, su activacion
aumenta la ingesta y la preferencia por alimentos con elevado contenido caldrico, como las
grasas y los azucares (Bodnar and Klein, 2005, Zheng and Berthoud, 2008, Liu and Borgland,
2015).

En este punto es importante mencionar, que en general, los mecanismos de recompensa
(reward), permiten que un individuo desarrolle determinadas conductas en respuesta a un
estimulo que le resulta placentero. Se puede asumir, que son una composicién de multiples
procesos complejos, con componentes psicolégicos que se corresponden con diferentes
mecanismos neurobioldgicos (Dickinson and Balleine, 2002, Berridge and Robinson, 2003, Kelley
et al., 2005, Schultz, 2006, Berridge, 2009). Asi, los mecanismos de recompensa incluirian
diferentes aspectos (Berridge et al., 2009):

-Liking: se refiere exclusivamente al impacto de placer o impacto heddnico de una recompensa.
-Wanting: se refiere a la motivacién por la recompensa, y los deseos conscientes de conseguir
metas.

-Learning: se refiere a las asociaciones, representaciones y predicciones sobre futuras

recompensas, basandose en experiencias pasadas.
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Dentro de cada aspecto hay subdivisiones y niveles incluyendo procesamientos
conscientes e inconscientes y ademas, se ha demostrado, que estos diferentes aspectos estan
mediados por circuitos neuronales parcialmente disociables (Berridge, 2007).

Actualmente, los circuitos neuronales que procesan los aspectos heddnicos de la ingesta
de alimento estan constantemente influenciados por sefales provenientes de un entorno
altamente obesogénico, que en ultima instancia, llevan a un incremento de la ingesta de
alimentos. Esto, combinado con una disminucién del gasto energético asociado a un estilo de
vida sedentaria, da como resultado un sobrante energético que, principalmente en individuos
genéticamente predispuestos, resulta en un aumento de peso corporal (Berthoud, 20044, b,
2012)

1.2 Circuitos neuronales que regulan aspectos homeostaticos del apetito

Los circuitos que regulan aspectos homeostaticos del apetito proveen un marco sobre el
cual las sefiales de disponibilidad energética modulan la ingesta de alimentos (Schwartz et al.,
2000, Williams and Elmquist, 2012). Por lo tanto, ésta ocurre en condiciones de balance
energético negativo. Dos regiones importantes en el control de la homeostasis energética, son
el hipotdlamo y el tallo cerebral (Williams and Elmquist, 2012). El hipotdlamo contiene varios
nucleos implicados en la regulacién de la ingesta de alimentos incluyendo el NArc, el nucleo
paraventricular (NPV), el hipotalamo lateral (HLat), el nucleo ventromedial (NVM) y el nucleo
dorsomedial (NDM) (Saper et al., 2002, Williams and Elmquist, 2012, Schwartz and Zeltser,
2013).

El NArc es considerado prioritario en relacidén con la recepcion y relevamiento de seiiales
relacionadas con la presencia de nutrientes provenientes de la circulacion y, en general, se
considera que controla la ingesta caldrica total para mantener el balance energético constante

(Cone et al., 2001, Coppari et al., 2005). Se ubica adyacente a la eminencia media, un érgano
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circunventricular que permite el acceso rdpido de seiales circulantes al hipotdlamo, de manera
qgue puede integrar informacion de otras regiones del cerebro respondiendo también a
hormonas, como la ghrelina, y a otras sefiales derivadas del sistema gastrointestinal (Saper et
al., 2002). En el NArc existen dos poblaciones celulares consideradas las neuronas de primer
orden que coordinan el control del balance energético. Una de ellas inhibe la ingesta de alimento
y expresa el precursor anorexigénico pro-opiomelanocortina (POMC) y el neuropéptido
transcripto regulado por cocaina y anfetamina (CART) (Douglass et al., 1995, Kristensen et al.,
1998, Cowley et al., 2001). Diversas hormonas, neuropéptidos y nutrientes, incluyendo la leptina
y la insulina, regulan la expresién de POMC. En condiciones de ayuno, ésta se encuentra
reducida, mientras que ante el aumento de las reservas energéticas su expresién aumenta
(Schwartz et al., 1997, Porte et al., 2002, Cottrell and Mercer, 2012). El rol critico de POMC en la
regulacién del metabolismo se evidencia en estudios que muestran que las personas con
mutaciones en el gen de POMC desarrollan obesidad temprana (Krude et al., 1998, Krude and
Gruters, 2000). La otra poblacion neuronal del NArc, estimula la ingesta de alimento via el
neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada a Agouti (AgRP) (Ollmann et al., 1997, Hahn et
al., 1998, Baskin et al., 1999, Niswender and Schwartz, 2003). EI NPY es el neuropéptido con
mayor poder orexigénico conocido, que se expresa no sélo en el NArc, sino también, en otros
nucleos del cerebro (Adrian et al., 1983). Los niveles de NPY en el NArc reflejan el estado
nutricional del cuerpo; en forma consistente se observa por ejemplo, que ellos aumentan en el
ayuno y disminuyen luego de la realimentacion (Sanacora et al., 1990, Kalra et al., 1991). Por su
parte, AgRP se expresa exclusivamente en el NArc (Shutter et al., 1997), y su expresidn también
se incrementa durante el ayuno (Swart et al., 2002) y disminuye luego de la realimentacion

(Ollmann et al., 1997).
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Las neuronas de los nucleos hipotaldmicos NPV, NDM e HLat reciben inervaciones de las
neuronas NPY/AgRP y POMC/CART del NArc actuando, al menos en parte, como neuronas de
segundo orden de los circuitos que regulan aspectos homeostaticos de la ingesta de alimentos
(Elias et al., 1998, ElImquist et al., 1998, Elias et al., 1999). EI NPV también integra sefiales de
otros sitios, incluyendo el nucleo del tracto solitario (NTS) del tallo cerebral (Sawchenko and
Swanson, 1983a, b), el cual es también sensible a algunas hormonas periféricas como la CCK
(Hamamura et al., 1991) y la leptina (Perello et al., 2006), entre otras. El HLat contiene un set de
neuronas que expresan la hormona concentradora de melanina (MCH) (Marsh et al., 2002) y
otras que expresan orexina (Sakurai et al., 1998, Wolf, 1998). El ayuno aumenta la expresion de
MCH y de orexina, las cuales, a su vez, aumentan la ingesta de alimentos (Qu et al., 1996, Sakurai
et al., 1998, Hagan et al., 1999). Las neuronas de orexina inervan diversas areas del cerebro
como por ejemplo el NPV, el NArc, el NTS y el area ventral tegmental (AVT), mediando cambios
en la funcionalidad de estos nucleos (de Lecea et al., 1998, Peyron et al., 1998).

El NTS, en forma similar al NArc, estad ubicado adyacente a un drgano circunventricular,
en este caso al drea postrema (AP), siendo esta una posicidn ideal para detectar sefiales
circulantes (Saper et al., 2002). Ademas, se encuentra conectado reciprocamente con el
hipotdlamo (Ter Horst et al.,, 1989, Wang et al.,, 2015). De esta forma, el NTS regula
principalmente el nimero y la duracion de los eventos de ingesta, para lo cual integra
informacién hipotaldmica, informacidén sensitiva del tracto gastrointestinal a través del nervio
vago y otras rutas, asi como también de hormonas y metabolitos (Kalia and Sullivan, 1982,

Sawchenko, 1983). (Figura 1)
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Figura 1, Circuitos homeostdticos que regulan la ingesta de alimento. En la imagen se muestran los principales
nlcleos cerebrales (en color naranja) y sefiales periféricas que participan en la regulacién homeostatica de la
alimentacién. El HLat se muestra en color violeta por ser un nexo entre los circuitos homeostéticos y hedénicos. El
AP se muestra en color azul por ser un érgano circunventricular. Las flechas negras indican conexiones neuronalesy
la flechas verdes indican los sitios de accién de las sefiales periféricas.

1.2 Circuitos neuronales que regulan aspectos hedonicos del apetito

Existe actualmente gran cantidad de evidencia, tanto en roedores como en humanos, que
avala la teoria de que tanto el consumo de drogas de abuso como de alimentos altamente
apetecibles, estd mediado por los circuitos neuronales que incluyen a la via mesolimbica
(Nestler, 2001, 20054, b). EI AVT es el punto clave de esta via y es particularmente complejo, no
solo en su neuroanatomia, sino también en su funcionalidad (lkemoto, 2007). Sus eferencias se
dirigen principalmente al nucleo accumbens (NAc), aunque también a otras areas del cerebro
como la amigdala, la corteza media pre-frontal (CmPF) y el hipocampo (Saper et al., 2002, Hyman

et al., 2006, Berthoud, 2011, DiLeone et al., 2012). El AVT, por su parte, recibe proyecciones de

12
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varios nucleos, como el nucleo tegmental latero dorsal (LDTg) y el HLat, ademas de las areas
antes mencionadas que son inervadas por éste (Fadel and Deutch, 2002, Geisler and Zahm,
2005, Dickson et al., 2010). El neurotransmisor sintetizado predominantemente en el AVT es la
dopamina, el cual se produce a partir del aminoacido L-tirosina. El paso limitante de su sintesis
es catalizado por la enzima tirosina hidroxilasa (TH), por lo que es utilizada como un marcador
bioquimico para la identificacién de las neuronas dopaminérgicas (Vucetic and Reyes, 2010). La
dopamina interactua con receptores de membrana pertenecientes a la familia de los receptores
acoplados a proteina G, cuya activacién lleva a la formacién de segundos mensajeros vy
finalmente a la activacion o represion de rutas de sefalizacidon especificas (Baik, 2013). Se
conocen 5 subtipos de receptores dopaminérgicos los que, basados en sus propiedades
estructurales y farmacoldgicas, se subdividen en 2 grupos: los de tipo D1, que estimulan los
niveles intracelulares de AMP ciclico y comprenden los receptores D1 y D5 (Dearry et al., 1990,
Zhou et al.,, 1990, Grandy et al., 1991, Sunahara et al., 1991) y los de tipo D2 que inhiben los
niveles intracelulares de AMP ciclico y comprenden los receptores D2, D3 y D4 (Bunzow et al.,
1988, Dal Toso et al., 1989, Sokoloff et al., 1990, Van Tol et al., 1991). Los receptores D1 y D2
son lo que se expresan mas abundantemente en el cerebro (Baik, 2013). Los receptores D1 se
encuentran exclusivamente en forma post-sinaptica en las neuronas inervadas por las neuronas
dopaminérgicas, como las neuronas GABAérgicas del NAc. Los receptores D2 (y también los D3)
se expresan no sélo a nivel post-sinaptico en células blanco de las neuronas dopaminérgicas sino
también a nivel pre-sindptico en neuronas dopaminérgicas (Sokoloff et al., 2006, Rondou et al.,
2010, Beaulieu and Gainetdinov, 2011). En funcién de la distribucion neuroanatémica de las
neuronas dopaminérgicas, el AVT puede dividirse en al menos 3 subregiones: el nucleo
paranigral (PN), el nlcleo parabraquial pigmentado (PBP) y el nucleo interfascicular (IF), el cual

es considerado por algunos autores como un nucleo independiente (Swanson, 1982, Ikemoto,
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2007, Ferreira et al., 2008). El AVT también posee neuronas GABAérgicas (Wolf et al., 1978,
Stinus et al., 1982, Steffensen et al., 1998, Olson and Nestler, 2007) que en base a estudios
electrofisioldgicos y farmacoldgicos, se ha propuesto que, via conexiones locales, inhiben
ténicamente a las neuronas dopaminérgicas siendo la liberacién de dopamina parcialmente
controlada por estos mecanismos (Johnson and North, 1992, Steffensen et al., 2006).

El NAc es el principal blanco de las neuronas dopaminérgicas del AVT y juega un rol clave
en muchas de sus funciones (lkemoto and Panksepp, 1999). Forma parte del estriado y contiene
predominantemente poblaciones neuronales GABAérgicas denominadas neuronas medium
spiny (Kelley, 2004). Se divide en dos subregiones principales: el centro (core, tejido que rodea
la comisura anterior) y el caparazon (shell, regién que rodea medial, ventral y lateralmente el
centro del nucleo) el cual a su vez puede subdividirse en caparazén lateral y caparazén medial
(Kelley, 2004, Ikemoto, 2007). El centro y el caparazén presentan diferencias tanto en sus
proyecciones aferentes y eferentes como en su especializacion funcional (Zahm et al., 1999,
Kelley, 2004). Las diferencias funcionales se deben, en parte, a la conectividad celular entre el
AVT y el NAc. La parte medial del caparazdn recibe inervacién de la zona postero- medial del
AVT y estd mds relacionada con los mecanismos de recompensa mientras que el caparazén
lateral y el centro del NAc reciben inervaciones dopaminérgicas de la zona lateral del AVT y
estarian mads asociados a la realizacién de funciones motoras (lkemoto, 2007). Debido a esto, el
NAc es considerado una interfase en el procesamiento de las emociones, la motivacion y las
acciones motoras relacionadas con éstas (Mogenson et al., 1980, Kelley, 2004). El NAc se
encuentra estratégicamente ubicado ya que recibe informacién directa relacionada al gusto y
funciones viscerales desde el NTS (al caparazén medial) e indirecta, desde la corteza gustatoria
via proyecciones desde el nucleo parabraquial al tadlamo gustatorio, que llegan al caparazén

lateral y al centro (Ricardo and Koh, 1978, Saper, 1982). Las vias de sefalizacion homeostatica
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gue eventualmente llegan al NAc incluyen proyecciones desde el HLat al caparazén medial.
Mientras que con respecto a las rutas efectoras de comportamiento, la mayoria de las
proyecciones desde el NAc se dirigen a circuitos de control motor de los ganglios basales, y al
ventral pallidum (Kelley, 2004)

En cuanto al funcionamiento de la via mesolimbica, se sabe que las neuronas
dopaminérgicas del AVT liberan dopamina de forma tdnica, la cual es mas bien lenta e irregular,
pero la liberacién de dopamina ante algun estimulo ambiental motivacionalmente relevante, se
vuelve rapida y en forma de trenes de disparos, llevando a un aumento fasico en la liberacién
del neurotransmisor (Overton and Clark, 1997). Este aumento transitorio de la concentracion de
dopamina altera las conductancias dependientes del potencial de membrana y genera cambios
en la transmisién sinaptica excitatoria e inhibitoria en los nucleos a los que las neuronas
dopaminérgicas envian sus proyecciones (Nicola et al., 2000). Los alimentos o las sefiales que
permiten predecirlos promueven justamente la liberacion fasica de dopamina en el NAc, lo que
lleva finalmente a la realizacion de comportamientos dirigidos a la adquisicion de éstos (Schultz,
2006, Palmiter, 2007, Salamone and Correa, 2013).

Ademas de la via mesolimbica, otros sistemas son importantes moduladores de los
aspectos heddnicos de la ingesta entre los que se encuentran el sistema orexigénico del HLat, el
sistema de opioides enddgenos y el sistema del factor liberador de corticotropina (CRF). Estos
sistemas juegan un rol esencial en el control de la ingesta de alimento tanto homeostatica como
heddnica, aunque los circuitos neuronales de los cuales participan son complejos y sdlo
parcialmente conocidos (Sakurai, 1999, Richard et al., 2002, Nogueiras et al., 2012).

El sistema de las orexinas, también llamadas hipocretinas, consiste en dos péptidos
excitatorios, llamados orexina A (o hipocretina 1) y orexina B (o hipocretina 2), que son

producidos por el clivaje de un mismo precursor denominado pro-orexina (Sakurai et al., 1999).
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Las orexinas se unen a receptores acoplados a proteina G denominados Ox1 y Ox2. El Ox1 une
con mayor afinidad orexina A, mientras que el Ox2 une ambas orexinas con similar afinidad
(Sakurai et al., 1998). Las neuronas que producen orexina se encuentran exclusivamente en el
HLat, a través del area perifornical y hacia el NDM (de Lecea et al., 1998, Sakurai et al., 1998), e
inervan diversas areas del sistema nervioso central y periférico, incluyendo el nervio vago, la
medula espinal, el tallo cerebral, el hipotalamo, el tdlamo, el sistema limbico y algunas regiones
corticales (Peyron et al., 1998, Heinonen et al., 2008), donde ambos receptores de orexina se
encuentran ampliamente distribuidos aunque en forma regionalmente selectiva (Calipari and
Espana, 2012, Barson et al., 2013). Las neuronas de orexina se activan en respuesta a la
hipoglucemia (Cai et al., 1999, Moriguchi et al., 1999), a la restriccién caldrica (Sakurai et al.,
1998) y a la administracion sistémica de leptina (Lopez et al., 2000), sugiriendo que este sistema
regula los mecanismos homeostdticos de la alimentacidon. Notablemente, las neuronas de
orexina también se activan en anticipacion a la ingesta de alimentos apetecibles (Harris et al.,
2005), lo que demuestra la capacidad del sistema orexigénico de responder a sefiales
ambientales relacionadas a aspectos cognitivos de la ingesta de alimento. Ademads, en relacidon
a la participacion del sistema orexigénico en los comportamientos asociados a aspectos
heddnicos del consumo de alimentos, se ha demostrado que la administracién central de
orexina A induce la ingesta preferencial de dieta rica en grasa (Sakurai et al., 1998, Clegg et al.,
2002). Por otro lado, los receptores de orexina estan presentes tanto en regiones hipotalamicas
como mesolimbicas (Trivedi et al., 1998, Hervieu et al., 2001, Marcus et al., 2001). De hecho, se
ha demostrado que la aplicacién directa de orexina en el AVT induce la liberacién de dopamina
en el NAc (Narita et al., 2006) y que el bloqueo de la sefializacién orexigénica dentro del AVT

atenua la ingesta de alimentos inducida por opioides (Zheng et al., 2007). Por lo tanto, estos
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datos sugieren que las vias de seializacidon orexigénica promueven la ingesta de alimentos,
también, a través de la modulacién de circuitos no homeostaticos del cerebro.

El sistema de opioides enddgenos incluye los neuropéptidos: endorfinas, encefalinas,
dinorfinas y endomorfinas (Nogueiras et al., 2012). Las encefalinas, dinorfinas y endorfinas son
producidas por clivaje proteolitico de proteinas precursoras conocidas como pro-encefalina,
pro-dinorfina y POMC, respectivamente. Los péptidos opioides actian a través de tres
receptores diferentes: |, 6 y k (también llamados MOR, DOR y KOR, respectivamente), los cuales
son receptores acoplados a proteina G. Si bien existe cierta promiscuidad, las endorfinas actian
principalmente via MOR, las encefalinas, via DOR y MOR vy las dinorfinas, via KOR (Nogueiras et
al.,, 2012). Los opioides y sus receptores estan ampliamente distribuidos en el cerebro. Las
endorfinas se expresan principalmente en el hipotdlamo y el tallo cerebral aunque también en
otras areas cerebrales (Verhoef et al.,, 1982, Nogueiras et al., 2012). Las encefalinas estan
ampliamente distribuidas en el cerebro (Simantov et al., 1977, McGinty et al., 1984). Por su parte
las dinorfinas se encuentran en la médula espinal, corteza y en otras zonas del cerebro como el
hipotdlamo (McGinty et al., 1984, Nogueiras et al., 2012). Los receptores de opioides se expresan
principalmente en la corteza cerebral, el sistema limbico y el tallo cerebral. Los KOR y MOR
coexisten en varias nucleos cerebrales, mientras que la distribucion de DOR es mds restringida
(baja expresion en el hipotalamo, talamo, mesencéfalo y tallo cerebral) (Akil et al., 1998, Le
Merrer et al., 2009). EI MOR se expresa mayormente en la amigdala (excepto en la amigdala
central, ACe), el tdlamo, el mesencéfalo y algunos nucleos del tallo cerebral. El KOR se expresa
en el cerebro anterior, el tubérculo olfatorio, el estriado (incluyendo el NAc) y el hipotalamo.
Por ultimo, el DOR es el receptor mas abundante en el tracto olfatorio, la corteza y el estriado
(Le Merrer et al., 2009). Existe abundante evidencia de que los opioides y sus receptores juegan

un rol importante en la regulacién de la ingesta de alimentos, y de que el receptor MOR y sus

17



Introduccion

ligandos estdn particularmente implicados en los comportamientos asociados a la recompensa
(Kelley et al., 2002, Bodnar and Klein, 2005, Gosnell and Levine, 2009, Le Merrer et al., 2009).
Por ejemplo, se ha encontrado que los agonistas de opioides, como DAMGO, y los antagonistas,
como la naloxona y naltrexona, son mas efectivos en el aumento y la disminucién de la ingesta
de alimentos apetecibles, respectivamente (Will et al., 2003, Woolley et al., 2006, Baldo et al.,
2010, Mena et al., 2011, Stice et al., 2013). En modelos animales el agonista MOR, DAMGO,
estimula la ingesta de alimentos cuando es administrado directamente en diversas areas
cerebrales, incluyendo el NTS, el ndcleo parabraquial, varios nucleos hipotalamicos, la ACe, el
NAc y el AVT (Bodnar and Klein, 2005, Gosnell and Levine, 2009, Le Merrer et al., 2009) . Por
otro lado, se ha asociado a los opioides no sélo a inducir la ingesta de alimento en si, sino a la
adjudicacion del valor heddnico de los alimentos (Bodnar, 2015). Por la tanto, el sistema de
opioides endégenos regulan principalmente la ingesta de alimentos apetecibles actuando tanto
sobre procesos de liking y wanting, activando respuestas comportamentales asociadas a la
busqueda y obtencidn de éstos

El sistema CRF esta formado por el péptido CRF (factor liberador de corticotropina) y las
urocortinas I, Il y lll (Ucnl, Ucnll y Ucnlll, respectivamente) (Bale and Vale, 2004), los cuales se
unen a dos receptores, CRF-R1 y CRF-R2, también pertenecientes a los receptores acoplados a
proteina G y que activan adenilato ciclasa (Perrin and Vale, 1999). El CRF-R1 se expresa con gran
densidad en el cerebro anterior, estructuras limbicas subcorticales como la region septal de la
amigdala y el AVT mientras que en el hipotalamo la expresion de CRF-R1 es baja en condiciones
basales pero aumenta en situaciones de estrés. La distribucidon de CRF-R2 en el cerebro anterior
se limita a estructuras subfornicales, como el septum lateral, amigdala e hipotalamo (Perrin and
Vale, 1999). En el rombencéfalo, el CRF-R2 se expresa en el nucleo dorsal del Raphe, el AP, el

NTS vy el plexo coroideo (Stengel and Tache, 2010). El CRF se expresa mayormente en el NPV,
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ACe, areas corticales y septum (Bale and Vale, 2004). La ACe es uno de los lugares con mayor
presencia de neuronas productoras de CRF, fuera del hipotdlamo (Gallagher et al., 2008), es
parte de un complejo circuito que regula respuestas autondmicas y de comportamiento,
incluyendo el procesamiento de emociones como el aprendizaje del valor heddnico de estimulos
tales como las drogas de abuso (Gray, 1999, Baxter and Murray, 2002). Una caracteristica del
sistema CRF es que su actividad esta regulada por la proteina de unién a CRF (CRFBP), la cual se
une con alta afinidad a CRF y a Ucnl reduciendo su biodisponibilidad y previniendo su unién a
los receptores (Bale and Vale, 2004). En el sistema nervioso central, la expresion de CRFBP
parcialmente colocaliza con la de CRF, CRF-R1 y CRF-R2, permitiendo de esta forma la
modulacién de la actividad de este sistema (Binder and Nemeroff, 2010). Entre otras funciones
gue cumple el sistema CRF ademads de la regulacidn del eje hipotdlamo hipofiso adrenal, existe
evidencia de que tiene influencias en la regulacién del balance energético durante situaciones
de estrés (Stengel and Tache, 2014), en la mediacién de la ingesta compulsiva de alimentos
apetecibles, durante eventos repetidos de acceso a éstos (Cottone et al., 2009, lemolo et al.,
2013) asi como en el desarrollo de obesidad (Rothwell, 1990, Sharma and Banerji, 2012). (Figura

2)
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(aferencias colinérgicas, flecha gris),

Respuestas motoras

2.1 Sistema de ghrelina/GHSR1a

2. GHRELINA COMO UN MODULADOR CLAVE DEL CONTROL DEL APETITO

Figura 2. Circuitos hedénicos que regulan la ingesta de alimento. En la imagen los nicleos en rosa representan
componentes de la via mesolimbica , los cuales reciben inervaciones dopaminérgicas desde el AVT siendo la prinicpal,
la que llega al NAc (flechas negras). Por otro lado, el AVT recibe inervaciones que regularian su accién desde el LDTg
y el HLat (aferencias orexigénicas, flecha violeta). A su vez, éste recibe
inervaciones de neuronas gabaérgicas desde el Nac (flecha rosa). La regulacion heddnica de la ingesta de alimento por
parte de la hormona ghrelina se encuentra aln en estudio aunque podria ser principalmente debida a su accién sobre
el AVT, aunque también sobre el HLat o el LDTg (flechas verdes punteadas). Un sistema importante en la regulacion
heddnica de la ingesta es el sistema de opiocides enddgenos, cuya accion se ha demostrado en la mayoria de los
nicleos presentes en la figura, éstos se indican mediante el contorno en color negro.

La ghrelina es una hormona peptidica de 28 aminodcidos sintetizada principalmente por
células enddcrinas del estémago (Kojima et al., 1999, Wang et al., 2002). Es el Unico péptido
natural conocido que tiene uno de sus residuos aminoacidicos (Serina-3) modificado post-
traduccionalmente por un n-octanoilo, el cual es esencial para su actividad bioldgica (Kojima et
al., 1999). Esta modificacion post-traduccional es realizada por la enzima ghrelin O-

aciltransferasa (GOAT) (Gutierrez et al., 2008, Yang et al., 2008, Mason et al., 2014).
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La ghrelina es secretada de forma pulsatil y esta secrecion se correlaciona con los
episodios de ingesta de alimento y los ciclos de suefio (Tolle et al., 2002). Especificamente, se ha
mostrado que la secrecidn de ghrelina en los seres humanos sigue un ritmo circadiano con un
aumento antes de las comidas y un posterior descenso postprandial. Teniendo en cuenta este
perfil secretorio se ha sugerido que el aumento de ghrelina es capaz de iniciar la ingesta de
alimentos (Cummings et al., 2001).

La ghrelina actua via su receptor especifico GHSR, inicialmente identificado por ser blanco
de secretagogos de la hormona de crecimiento (Kojima et al., 1999). A partir del gen que codifica
para el receptor, se genera el transcripto funcional GHSR1a que contiene dos exones; aunque
también se puede generar otro subtipo de receptor, GHSR1b, el cual carece del exdn 2 y contiene
solo el 1y unos pocos aminoacidos mds que provienen de la secuencia del intron antes del codén
de terminacién que se encuentra en el mismo (Howard et al., 1996). El GSHR1a, se acopla
principalmente a proteina Gaga1, la que a su vez activa a la fosfolipasa C dando lugar a un
aumento de inositol fosfato, activacidn de la proteina quinasa Cy finalmente liberacién de calcio
desde compartimentos intracelulares (Frohman et al., 2000). La activacion de GHSR1a también
causa inhibicidn de canales de potasio permitiendo la entrada de calcio a través de canales
operados por voltaje tipo Ly T. Por otro lado, GHSR1a inhibe los canales de calcio tipo N a nivel
presinaptico. (Chen et al., 1996)

GHSR1la se encuentra expresado principalmente en el sistema nervioso central y su
distribucidon especifica ha sido obtenida por ensayos de hibridacion in situ. Estos estudios
muestran una gran cantidad del receptor en varios ntcleos hipotaldmicos, muchos de los cuales
regulan el peso corporal y la ingesta de alimentos. Ademas, se ha encontrado en otras regiones

incluyendo neuronas parasimpaticas preganglionares, los tres componentes del complejo dorsal

21



Introduccion

del vago (AP, NTS y el nucleo motor dorsal del vago) asi como en neuronas dopaminérgicas de
la sustancia nigra y el AVT (Guan et al., 1997, Zigman et al., 2006, Laviano et al., 2012).

Una caracteristica sobresaliente de GHSRla es que presenta una fuerte actividad
constitutiva capaz de activar las vias de sefializacion independientemente de su unién a ghrelina.
Por lo tanto, el aumento de la expresion de GHSR1a aumentaria la activacién de las vias de
sefializaciéon; afectando, consecuentemente, la regulacién de la ingesta de alimentos y el peso
corporal (Perello, 2014).

2.2 Circuitos neuronales a través de los cuales el sistema ghrelina/GHSR1a regula el apetito

La ghrelina es la Unica hormona peptidica conocida que estimula el apetito, estando
también relacionada con la regulacion de la homeostasis de la glucemia, la actividad locomotora,
la motilidad gastrointestinal y la estimulacién de la secrecidn de varias hormonas (Kojima et al.,
2001, Wang et al., 2002, Briggs and Andrews, 2011).

Inicialmente se demostro que la ghrelina estimula la ingesta de alimentos actuando en los
circuitos hipotalamicos (Nakazato et al., 2001), los cuales implican, como se ha mencionado
anteriormente, las neuronas NPY/AgRP/GABA del NArc que expresan altos niveles de GHSR1a
(Nakazato et al., 2001, Briggs and Andrews, 2011). La administracién de ghrelina rapidamente
induce la expresion del marcador de activacion neuronal c-Fos y aumenta la frecuencia de
disparo de potenciales de accién en dichas neuronas (Hewson and Dickson, 2000, Wang et al.,
2002, Cowley et al., 2003); ademas aumenta la expresion de los mRNA de NPY y AgRP (Kamegai
et al., 2000, Nakazato et al., 2001). Por otro lado, hay evidencias de que la ghrelina no estimula
la ingesta de alimentos en ratones que carecen de NPY y AgRP (Chen et al., 2004), confirmando
que estos péptidos median las acciones orexigénicas de la ghrelina. El efecto orexigénico de la
ghrelina, se complementa con la accidn inhibitoria sobre las neuronas POMC via aferencias

GABAérgicas desde neuronas NPY/AgRP (Cowley et al., 2003).
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Como se menciond anteriormente, GHSR1a estd presente tanto en centros reguladores
de la ingesta de alimento homeostaticos como heddnicos (Guan et al., 1997, Zigman et al., 2006,
Skibicka and Dickson, 2011, Perello and Zigman, 2012). La presencia de GHSR1a en las neuronas
dopaminérgicas del AVT, indica que la ghrelina también regula aspectos heddnicos de la ingesta
de alimentos (Abizaid et al., 2006b, Zigman et al., 2006). En ratas, se ha observado que la infusidn
de ghrelina directamente en el AVT aumenta la ingesta de alimentos standard (Naleid et al.,
2005) y en el caso de alimentos apetecibles, aumenta tanto la ingesta como la motivacién para
obtenerlos (Egecioglu et al.,, 2010). Ademas, se ha demostrado que la ghrelina se une a su
receptor en neuronas dopaminérgicas y GABAérgicas del AVT, e incrementa de forma aguda la
frecuencia de potenciales de accién, promueve la reorganizacién de aferencias sinapticas sobre
las neuronas dopaminérgicas e incrementa el recambio de dopamina en el NAc (Abizaid et al.,
2006b). Otra forma mediante la cual la ghrelina regularia la via mesolimbica, podria ser
indirectamente via neuronas colinérgicas del LDTg (que presentan GHSR1a) (Dickson et al., 2010)
ya que se ha observado que inyecciones intra-LDTg de ghrelina en ratones aumenta la liberacién
de dopamina en el NAc (Jerlhag et al., 2007) siendo ésta atenuada por el bloqueo de receptores
de acetilcolina en el AVT (Jerlhag et al., 2008). La ingesta de alimentos inducida por la ghrelina
parece depender también de las neuronas productoras de orexina del HLat, en donde se expresa
GHSR1a (Olszewski et al., 2003, Toshinai et al., 2003). Se ha demostrado, que la accién de la
ghrelina sobre la ingesta heddnica de alimentos requiere que la sefializacién de orexina esté
intacta (Perello et al., 2010). Sin embargo, los circuitos neuronales mediante los cuales la
ghrelina recluta a las neuronas productoras de orexina no se conocen.

La ghrelina también actua sobre el hipocampo, una estructura implicada en la memoria 'y
la toma de decisiones y que también expresa GHSR1a (Zigman et al., 2006), promoviendo la

formacidn de sinapsis dendriticas y la generacidn de potenciacidn post-sindptica a largo plazo.
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Debido a que el hipocampo estd implicado en los comportamientos alimentarios (Born et al.,
2010), el efecto de la ghrelina sobre los mismos también podria incluir a su accidn sobre este

nucleo (Diano et al., 2006).

3. DESORDENES EN EL CONTROL DEL APETITO Y EL ROL DE GHRELINA EN ESTOS

Los desdrdenes en el control del apetito representan un conjunto de condiciones
psiquiatricas caracterizadas por alteraciones en el comportamiento alimentario. Estos
trastornos ademas de presentar alteraciones en los patrones alimentarios y la eleccién de la
dieta, presentan percepciones psicoldgicas aberrantes distintivas hacia la comida, la ingesta, el
peso y la imagen corporal (American Psychiatric Association, 2013). Los atracones son
comportamientos caracteristicos de los desérdenes alimentarios diagnosticados clinicamente
como la bulimia nerviosa, los desdérdenes asociados al atracén alimentario y la anorexia nerviosa
subtipo purgativa/compulsiva (Bello and Hajnal, 2010, Berger S., 2013). La obesidad, aunque no
es considerada como un desorden psiquiatrico, en algunos casos también presenta episodios
caracterizados por los atracones (American Psychiatric Association, 2013). Un atracdn se define
como un episodio de ingesta descontrolado de una cantidad excesiva de alimento,
generalmente apetecible, en un corto periodo de tiempo (Wolfe et al., 2009). Se ha reportado
gue el contenido caldrico de un atracdn alimentario puede ser mayor incluso a las 10.000 Kcal
(Mitchell et al., 1981, Cooper et al., 1993, Wolfe et al., 2009). La magnitud del atracon
alimentario depende fuertemente de la eleccion de la comida que se ingiere, estando ésta
representada por alimentos de alto contenido calérico, teniendo como principales
macronutrientes carbohidratos, grasas o una combinacién de ambos (por ej. Postres y snacks)
(Hadigan et al., 1989, Kales, 1990, ElImore and de Castro, 1991, Raymond et al., 2007). Los

atracones ocurren, en general, de manera intermitente volviéndose problematicos cuando son
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muy frecuentes, es decir varias veces a la semana por meses o inclusive por anos, dato que es
importante en el momento del diagndstico de las patologias asociadas a este comportamiento,
de las cuales a continuacidn se dard una breve reseiia.

La anorexia nerviosa es un desorden alimentario de etiologia desconocida, en el cual los
pacientes se caracterizan por presentar un peso corporal extremadamente bajo, miedo intenso
a que éste se incremente y distorsion de la percepcidon de la imagen corporal (American
Psychiatric Association, 2013).

La bulimia nerviosa es un desorden psiquiatrico caracterizado por episodios repetitivos
de ingesta compulsiva de alimento seguidos por comportamientos compensatorios de forma de
prevenir el aumento del peso corporal (American Psychiatric Association, 2013).

En los desdrdenes asociados a atracones alimentarios (binge eating disorders), los
pacientes presentan atracones periddicos pero, en contraste con la bulimia, sin
comportamientos compensatorios por lo que generalmente presentan sobrepeso y riesgo de
presentar en algin momento obesidad (American Psychiatric Association, 2013).

La obesidad (estrictamente, exceso de grasa corporal), resulta de la constante y elevada
ingesta energética con respecto al gasto energético realizado. Existen varios factores que
contribuyen al desarrollo de la obesidad, los cuales pueden variar entre los individuos, entre
ellos genéticos, fisioldgicos, comportamentales y ambientales. Aunque como se menciond
anteriormente, no es considerada una enfermedad psiquidtrica; existen fuertes asociaciones
entre la obesidad y varios desérdenes mentales, como por ejemplo los desérdenes asociados al
atracén alimentario, la depresién, los trastornos bipolares y la esquizofrenia. Ademas, el uso de
algunos medicamentos psicotropicos llevan al desarrollo de obesidad como efecto secundario,
y es importante remarcar que la obesidad es un factor de riesgo para muchas enfermedades,

entre ellas, enfermedades cardiovasculares, accidente cerebro vascular, diabetes tipo 2 y ciertos
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tipos de cancer (American Psychiatric Association, 2013, Ogden et al., 2014). En Estados Unidos,
actualmente cerca del 35 % de la poblacién adulta y el 17 % de la poblacidon infantil es obesa;
siendo mas propensos aquellos individuos que presentan atracones frecuentes (Ogden et al.,
2014). Argentina no escapa al problema de la obesidad y las enfermedades asociadas. Los datos
oficiales que revelan la prevalencia de esta problematica, son mds bien recientes y provienen de
la Encuesta Nacional de factores de riesgo (ENFR) realizada por el Ministerio de Salud de la
Nacidn, que permitié contar con una linea de base y priorizar acciones de prevencion y control.
La primera se realizé en el afio 2005 y la mas reciente en el afio 2009. Los datos obtenidos de
estas encuestas, indican que existe un ambiente obesogénico, en el que predomina la mala
alimentacién y un alto nivel de inactividad fisica, dando como resultado una prevalencia nacional
de obesidad del 18 %, cifra que aumentd luego de la primera medicién en el afio 2005 en el cual
se habia registrado un nivel de obesidad del 14,6 %. Otro dato alarmante asociado con el
sobrepeso, es que éste resulta ser el causante del 58 % de la ocurrencia de diabetes, del 21 %
de la enfermedad coronaria y de entre el 8 al 42 % de diversos canceres. (Fuente: Ministerio de
Salud de la Nacidn) Teniendo todos estos datos en consideracidn, es evidente que los atracones
como sintoma caracteristico del sobrepeso y la obesidad, y las co-morbilidades asociadas a esta
ultima representan una importante problematica de salud a nivel nacional como internacional.

Diversos estudios han reportado la implicancia del sistema dopaminérgico en los
trastornos alimentarios (Wang et al., 2001, Bello and Hajnal, 2010, Baik, 2013). Por ejemplo,
estudios genéticos en humanos han mostrado que en las patologias con atracones alimentarios,
existe un incremento en la frecuencia del polimorfismos asociados al transportador de
dopamina y al receptor D2 (Noble, 2003, Shinohara et al., 2004, Davis et al., 2008, Davis et al.,
2009, Hersrud and Stoltenberg, 2009) y que en individuos obesos, la disponibilidad de receptor

D2 en el estriado se encuentra significativamente disminuida (Wang et al., 2001).
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Por otro lado, se ha demostrado que el sistema de opioides enddgeno esta implicado en
los episodios de atracones de forma similar a lo que acurre con las drogas de abuso (Boggiano
et al., 2005, Davis et al., 2009, Corwin et al., 2011). Para individuos obesos se ha encontrado que
existe una baja disponibilidad de receptor MOR y que esto podria promover la ingesta excesiva
de alimento de forma de compensar la respuesta heddnica disminuida en este sistema (Karlsson
et al., 2015). Por otro lado ,se ha mostrado que la ingesta intermitente de dieta rica en grasa
genera adaptaciones del sistema opioide en la corteza media prefrontal las cuales serian
responsables del desarrollo del atracén alimentario (Blasio et al., 2014) y que los atracones con
azucares disminuyen el mRNA de las encefalinas en el NAc (Spangler et al., 2004). Otros estudios
postulan que los atracones podrian ser mediados por un proceso de mayor sensibilidad de los
receptores de opioides, posiblemente como resultado de la repetida liberacién de opioides
enddgenos debido a la ingesta de alimentos apetecibles (Welch et al., 1996, Kelley et al., 2003,
Erlanson-Albertsson, 2005).

El rol de la ghrelina en los desérdenes alimentarios anteriormente mencionados, es aln
materia de estudio. En lo que respecta a la obesidad aunque existen pocas asociaciones con la
ghrelina o con mutaciones de su receptor (Gueorguiev et al.,, 2009, Liu et al., 2011), esta
hormona parece jugar un papel relevante en el desarrollo y mantenimiento de esta condicion
patoldgica (Hillman et al., 2011). Muchos pacientes obesos poseen créonicamente bajos niveles
de ghrelina circulante y no se observa en ellos el aumento nocturno de ghrelina plasmatica en
comparacion con personas que no presentan obesidad (Tschop et al., 2001). Varios estudios
muestran, que las personas obesas no presentan el descenso postprandial de ghrelina
plasmatica, lo cual aumenta el tiempo en el que existe sensacién de hambre, siendo esta
caracteristica importante en la patofisiologia de la obesidad (le Roux et al., 2005, Yang et al.,

2009). Los niveles de ghrelina aumentan en individuos obesos luego de perder peso por la
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realizacion de dietas, lo que contribuye a una posterior ganancia de peso (Cummings et al.,
2002). Por otro lado, la marcada disminucién en el peso de individuos que se han sometido a
una cirugia de bypass géstrico podria deberse a la disminucion de los niveles circulantes de
ghrelina (Beckman et al., 2010). En los pacientes con anorexia, se ha encontrado que los niveles
de ghrelina son mayores que en individuos sanos, aunque todavia no se conoce el porqué de
este aumento (Ogiso et al., 2011). Por otro lado, se ha propuesto que la administracion de
ghrelina o agonistas de GHSR1a, podrian incrementar la ingesta de alimento en los pacientes
con anorexia nerviosa (Broglio et al., 2004, Hotta et al., 2009), aunque un estudio mostrd que
estos pacientes son resistentes a los efectos orexigénicos de ghrelina (Miljic et al., 2006). Asi
como en la anorexia nerviosa, los pacientes con bulimia también presentan mayores niveles
plasmaticos de ghrelina que los individuos controles (Tanaka et al., 2002, Kojima et al., 2005).
Por otro lado se han encontrado polimorfismos en el gen de ghrelina asociados con cierta
vulnerabilidad a padecer bulimia nerviosa (Cellini et al., 2006, Miyasaka et al., 2006, Ando et al.,
2010). Diversos estudios que han investigado el rol potencial de ghrelina en la bulimia son
inconsistentes, por lo que aun no esta clara la relevancia de las disfunciones en el sistema de
ghrelina asociadas a este desorden alimentario. (Cardona Cano et al., 2012). En relacién a los
desérdenes asociados al atracdn, se ha observado que los pacientes tienen menores niveles de
ghrelina previos a las comidas, los cuales disminuyen solo levemente luego de éstas
contribuyendo a consumir mayor cantidad de alimentos (Geliebter et al., 2005). Sin embargo,
otro estudio mostré que los niveles de ghrelina que aparecen durante el ayuno, no se
correlacionan con la frecuencia y severidad de los episodios de ingesta compulsiva (Monteleone
et al., 2005). Ademas, se ha asociado la presencia de un polimorfismo, Leu72Met, en el gen de
ghrelina con cierta susceptibilidad genética a presentar atracones alimentarios (Monteleone et

al., 2007).
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4. MODELOS EXPERIMENTALES DE ATRACON

Como ya se menciond anteriormente, el atracdn alimentario consiste en un episodio de
hiperfagia que ocurre en un periodo breve de tiempo (Wolfe et al., 2009, American Psychiatric
Association, 2013). Este tipo de ingesta puede ocurrir en ausencia de hambre e implica periodos
de angustia emocional, sentimientos de pérdida de control, culpa, depresion o verglienza
(American Psychiatric Association, 2013).

Una razon del limitado progreso en el desarrollo de estrategias para el tratamiento de los
pacientes que presentan atracones, es que sus causas fisioldgicas y neuroldgicas ain no estdn
claras; asi como tampoco de qué forma se mantiene este tipo de comportamiento en el tiempo.
Por este motivo, se han desarrollado modelos animales, los cuales deben mostrar no sélo las
caracteristicas objetivas de un episodio de atracdn, es decir el consumo de una gran cantidad de
alimentos en un corto periodo de tiempo, sino que también otras caracteristicas subjetivas,
como la sensacién de pérdida de control durante la ingesta (Perello et al., 2014). El uso de
modelos con roedores ha sido esencial para el entendimiento de la patogénesis de muchas
enfermedades; sin embargo, tratar de reproducir todas las caracteristicas del atracén en un
modelo animal es todavia un desafio (Corwin and Buda-Levin, 2004, Perello et al., 2014).

La evaluacion de cualquier modelo animal es facilitada por el uso de un esquema de
clasificacidon claro. Se ha propuesto que los modelos animales de desérdenes alimentarios
pueden ser clasificados en cuatro tipos: (i) etiolédgicos,(ii) isomadrficos, (iii) mecanisticos y (iv)
predictivos (Smith, 1989). Los modelos etiolégicos estan basados en las causas de estos
desérdenes, debido a que en este caso son desconocidas, no se han podido desarrollar este tipo
de modelos aun. Los modelos isomérficos, en contraste, tratan de reproducir la sintomatologia
de las patologias humanas. Todos los modelos disponibles actualmente son isomorficos. Los

modelos mecanisticos, estan basados en los mecanismos neurobiolégicos implicados en el
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desarrollo y/o el mantenimiento de los eventos de hiperfagia, aunque todavia no hay una idea
concreta sobre los mecanismos que regulan estos comportamientos. Por ultimo, los modelos
predictivos son usados para evaluar posibles intervenciones farmacolégicas (Corwin and Buda-
Levin, 2004)

Los aspectos subjetivos constituyen una condicién del atracén que es complicada de
reproducir directamente con los modelos animales. Sin embargo, medidas validas asociadas con
la depresién, la ansiedad, el estrés, entre otras, existen, y pueden relacionarse con estos
aspectos (Crawley, 1999). Dadas las dificultades asociadas con la reproduccién de aspectos
subjetivos en animales, algunos autores han propuesto seguir los siguientes criterios objetivos
para definir el atracdn en los modelos animales isomérficos: (i) El comportamiento deberia
ocurrir repetidamente en el tiempo y (ii) debe existir hiperfagia en un corto periodo, el cual se
ha establecido en 2 horas (Corwin and Buda-Levin, 2004, Wolfe et al., 2009). Con respecto al
segundo punto, es importante remarcar la complejidad que existe en afirmar que un evento de
hiperfagia es de hecho un atracén (Perello et al., 2014). Por lo tanto, no es extrafio que no haya
actualmente un consenso general con respecto a los criterios que un modelo animal deberia
cumplir, para ser considerado un modelo para el estudio de los aspectos neurobioldgicos de éste
tipo de comportamiento. A pesar de esto, hasta la fecha, varios modelos animales han servido
para ir dilucidando las bases neuroquimicas del atracén. Por ejemplo, se ha mostrado que la
ingesta diaria de una solucidn de sacarosa o de dieta rica en grasa genera liberacidn repetida de
dopamina en el NAc (Rada et al., 2005, Liang et al., 2006, Avena et al., 2008). Los atracones con
azucares, ademas, disminuyen la unién de la dopamina al receptor D2 del estriado dorsal y la
aumentan al receptor D1 en el NAc (Colantuoni et al., 2001), esto ultimo llevaria a la activacion
de cascadas de sefializacién que incrementan la expresion del factor de transcripcion AFosB,

cambios que ya han sido observados en la dependencia a ciertas drogas (Volkow et al., 1993,
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Hietala et al., 1994, Nestler et al., 2001, Hadad and Knackstedt, 2014). Los modelos animales de
atracén, también han permitido revelar un rol para los opioides en este comportamiento, ya que
se han mostrado alteraciones en la expresidon de sus receptores en el NAc de ratas sometidas a
eventos intermitentes de ingesta de azlcares o mezclas de azucares con grasa (Colantuoni et al.,
2001, Kelley et al., 2003, Spangler et al., 2004) y que los atracones, son estimulados por
inyecciones de opioides en el NAc, lo cual es dependiente de la activacién de la amigdala (Will
et al., 2004). Por ultimo, se ha podido demostrar un rol en el desarrollo del atracén para la
acetilcolina del NAc (Rada et al., 2005, Avena et al., 2006) y para GABA (Buda-Levin et al., 2005,
Corwin et al., 2011, Corwin et al., 2012). Por todo esto, el uso de modelos animales es crucial
para el entendimiento de los cambios neuroquimicos que estdn relacionados al desarrollo del

atracon.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral fue estudiar los circuitos neuronales
activados por uno o multiples eventos de ingesta de dieta rica en grasa (DRG), y evaluar el
potencial rol modulador de ghrelina sobre ellos. Para esto, se utilizé una combinacion de andlisis
comportamentales, neuroanatémicos y de trazado neuronal en ratones manipulados

farmacoldgica- o genéticamente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Estudiar los circuitos neuronales involucrados y el rol de ghrelina en el control de un
Unico evento de ingesta de DRG

1a. Estudiar el comportamiento de los ratones ante la presencia de un pellet de DRG.

1b. Determinar las dreas cerebrales activadas por el consumo de DRG.

1c. Estudiar la anatomia y funcionalidad de los grupos neuronales activados por el consumo de
DRG.

1d. Determinar si la via de sefalizacion de ghrelina regula la ingesta de DRG mediante el uso de

ratones deficientes de GHSR1a y la administracidn periférica de dicha hormona.

Objetivo 2: Estudiar los circuitos neuronales involucrados y el rol de ghrelina en la regulacion de

multiples eventos de ingesta de DRG.

1a. Estudiar el comportamiento de los ratones ante la presencia diaria y por tiempo limitado de
un pellet de DRG.

1b. Determinar las dreas cerebrales activadas por el consumo repetido de DRG.

1c. Estudiar la anatomia y funcionalidad de los grupos neuronales activados por el consumo

repetido de DRG.
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1d. Determinar si la via de sefalizacion de ghrelina regula la ingesta repetida de DRG mediante

el uso de ratones deficientes de GHSR1a y la administracion periférica de dicha hormona.

Objetivo 3: Estudiar la participacion de las neuronas CRF de la amigdala en el circuito neuronal
que controla uno o multiples eventos de ingesta de DRG

3a. Realizar la validacién neuroanatémica del ratéon transgénico CRF-hrGFP

3b. Realizar la validacidn funcional del ratéon transgénico CRF-hrGFP.

3c. Estudiar si las neuronas CRF de la amigdala participan en la regulacién de uno o multiples

eventos de ingesta de DRG.
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1. ANIMALES EXPERIMENTALES

En la presente Tesis Doctoral se utilizaron ratones machos adultos (2-3 meses de edad)
de tres tipos:
1-Ratones salvajes (wild type , WT) de la cepa C57BL/6).
2-Ratones deficientes de GHSR1a. Se utilizaron animales homocigotas, que se obtuvieron por el
cruzamiento entre animales heterocigotas con una base genética C57BL/6J.
2-Ratones transgénicos CRF-hrGFP en los que la proteina verde fluorescente humanizada Renilla
reniformis (hrGFP) se expresa bajo el control del promotor de CRF. Estos animales se generaron
a través del uso de un cromosoma bacteriano artificial de CRF (BAC) que contiene una secuencia
upstream del coddn de inicio de CRF de aproximadamente 92,64 kb, la secuencia codificante de
CRF y una secuencia final de aproximadamente 38,16 kb downstream del coddn de terminacidn.
Dentro de éste, se reemplazd la secuencia codificante de CRF por la de hrGFP, en los sitios de
inicio transcripcional de CRF. Finalmente, el BAC modificado se microinyectd en el prontcleo de
embriones fertilizados en la etapa unicelular de ratones C57BL/6..

Todos los ratones que se utilizaron se generaron en el bioterio del IMBICE.

Los ratones se mantuvieron en cuartos con ciclos de luz-oscuridad de 12 y 12 hs (de 7:00
hs a 19:00 hs), atemperatura constante (22 + 1 °C) con libre acceso a agua y alimento balanceado
comercial para ratén o dieta comun (DC), excepto cuando se indique lo contrario. Los diferentes
grupos experimentales se alojaron en jaulas colectivas, con no mas de 5 animales por jaula, hasta
3 dias antes del experimento correspondiente siendo transferidos en ese momento a jaulas

individuales.

Los animales se sacrificaron de acuerdo a las normas internacionales aceptadas del

“National Institutes of Health” (NIH). Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por
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la Comisidn de Bioterio del Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), la cual actua

como comision de bioética en la utilizacién de animales.

2. DIETAS UTILIZADAS

Se utilizaron en todos los experimentos DC y DRG, provistos por Gepsa (Grupo Pilar, Pilar,

Buenos Aires, Argentina, www.gepsa.com). La DC posee un valor energético de 2,5 kcal/gr y su

composicion es la siguiente: 28,8% de carbohidratos, 25,5% de proteinas, 3,6% de grasas, 27,4%
de fibras, 8,1% de minerales y 6,7% de humedad. Por otro lado la composicidon de la DRG es la
siguiente: 22,5% de carbohidratos, 22,8% de proteinas, 21,1% de grasas, 23,0% de fibras, 5,6%
de minerales y 5% de humedad. Los principales componentes de la DRG son acidos mono-
insaturados (44,7%), acidos saturados (29,8%) y acidos poli-insaturados (20,9%), entre otros. Es
importante remarcar que los pellets de DC y DRG son similares en su apariencia general (color,

textura etc.).

3. REACTIVOS

- 3-3’-diaminobenzidina (DAB)/ solucién de Niquel (Sigma Aldrich, cat# 32750).

- Alcoholes (Biopack).

- Antagonista del receptor Ox 1, SB-334867 (Tocris, cat.# 1960).

— Anticuerpo Alexa-594 donkey anti-goat (Molecular Probes, cat#A11058)

- Anticuerpo anti-c-Fos generado en conejo (Calbiochem/Oncogene PC38 lot. 45133).

- Anticuerpo anti-c-Fos generado en conejo (Santa Cruz CS7202).

- Anticuerpo anti-conejo biotinilado (Jackson Immuno Research Laboratories, cat. 711-
065-152).
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- Anticuerpo anti-conejo biotinilado (Vector BA1000).

— Anticuerpo anti-conejo conjugado a Alexa 594 (Invitrogen A21207 lot. 52958A).

- Anticuerpo anti-CRF (Santa Cruz. no. A-6455, lot 71B1).

- Anticuerpo anti-orexina generado en conejo (Phoenix Pharmaceuticals, cat# H-003-30).
- Anticuerpo anti-ratén biotinilado (Vector Laboratories, cat#f BA-9200).

— Anticuerpo anti- TH generado en conejo (Santa Cruz H196).

- Anticuerpo anti-TH generado en ratdn (Sigma-Aldrich, cat# T2928).

- Anticuerpo policlonal anti-hrGFP generado en ratén (Stratagene Vitality cat# 240142).
- Balsamo de Canada (Biopack).

- Buffer fosfato salino (PBS, del inglés, phosphate buffered saline) 0,01 M PH 7,4: Na,HPO4
1,9 g, NaH,P04 0,32 g y NaCl 8,16 g/|.(Biopack).

- Colchicina (Sigma-Aldrich C2580000)

- DABCO (Sigma lot. 95H3458).

- DMSO (Merk K45190152 402).

- Fluoesferas (Red Fluorescent, Invitrogen cat.# F8793).

- Formaldehido (Biopack).

- Ghrelina esterificada con acido n-octanoico (Global Peptide, cat. PI-G-03).

- Heparina (Calciparine. Sanofi Aventis).

- Kit comercial de complejo avidina- biotina-peroxidasa “VectaStain Elite ABC” (Vector
Laboratories, PK-6200).

- LiCl (Sigma-Aldrich 746460).

- LPS (Sigma-Aldrich, cat. # L-3755).

- Sacarosa (Biopack).

— Suero Normal de Burro (Equitech-Bio.INC lote SD 30-2090).
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— Tionina (Sigma, cat. T7029).

- TritonX.(Biopack)

4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
4.1 Estudio de los circuitos neuronales involucrados y del rol de ghrelina en el control de un

unico evento de ingesta de DRG

En la mafiana del dia experimental (9.00 am), ratones alimentados ad-lib con DC se
expusieron a un pellet de DC o DRG por 2 hs (n=16 y 14, respectivamente). Para poder
discriminar los efectos potenciales de la DRG en si misma de aquellos producidos por la elevada
ingesta de la misma, se incluyd un grupo control pair-fed que consistié en ratones expuestos a
una cantidad de DRG similar a la consumida por los animales expuestos a DC (n=10). Se controld
la ingesta total en las 2 hs de exposicidn a las correspondientes dietas. Luego los ratones se
perfundieron, se extrajeron los cerebros y se cortaron en secciones coronales para realizar
distintas inmunohistoquimicas (IHQs)

4.1.1 Bloqueo de la accion de orexina

En otro experimento, se usé el antagonista del receptor Ox1, SB-334867, para bloquear la
via de sefalizacion de orexina. Este compuesto se llevé a 100mM en DMSO conteniendo HCI (
en una concentracion de 100mM), y se inyectd intraperitonealmente (ip) en una dosis de 5ug/gr
de peso corporal en 200 pl de salina, a las 8:30 am. Se ha observado que dosis similares de SB-
334867 han afectado el consumo de DRG en varios modelos animales, mientras que no afecta
el consumo de DC disponible. Treinta minutos después de la inyeccién con vehiculo o SB-334867,
los ratones alimentados ad-lib con DC, se expusieron a un pellet de DRG por 2 hs (n=10y 8,
respectivamente). Se incluyd un grupo control pair fed para distinguir los efectos especificos del

SB-334867 (n=9), que consistid en ratones inyectados con vehiculo y expuestos a una cantidad
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de DRG similar a la consumida por los ratones tratados con SB-334867. Se controld la ingesta
total en las 2 hs de exposicién a la DRG. Posteriormente los ratones se perfundieron y los
cerebros se acondicionaron para realizar distintas IHQs.
4.1.2 Estudios de trazado neuronal

Para marcar la neuronas del hipotdlamo lateral que inervan el AVT, se microinyectaron
estereotdxicamente en ésta zona, fluoesferas como trazador retrégrado (n=6). Las fluoesferas,
son particulas de latex (latex beads) esféricas de 0,04 um, que se forman a partir del polimero
amorfo poliestireno. Las coordenadas de ubicacion que se utilizaron fueron AP -3,52, L 0,42, and
V 4,27 mm con respecto al Bregma. Estas coordenadas se obtuvieron inicialmente del Atlas de
Paxinos (Paxinos and Franklin, 2001) y luego fueron modificadas siguiendo los resultados de
estudios pilotos. El inyector (33- gauge) se posiciond con un micromanipulador y se inyectaron
800 nl de una suspensidn de fluoesferas al 2,5% en salina. Se dejé el inyector en el lugar por 10
minutos de forma de permitir la difusion del trazador. Para permitir el transporte de las
fluoesferas y la recuperacion de los animales, se dejaron transcurrir 6 dias desde la cirugia.
Durante este tiempo los ratones se alimentaron ad-lib con DC. En el dia experimental, los
ratones inyectados se expusieron a un pellet de DRG por 2 hs y luego se perfundieron, se
extrajeron los cerebros y se acondicionaron para realizar una IHQ doble contra c-Fos y orexina.
Este experimento se realizd especificamente para evaluar si las neuronas de orexina que se
activan en respuesta al consumo Unico de DRG (evidenciado por la presencia de sefial de c-Fos)
envian sus proyecciones al AVT, por lo que se excluyé el grupo control con DC.
4.1.3 Experimento de gavage

En este experimento se administré mediante tubos plasticos para gavage oral (cat# FTP-
20-38, Instech Solomon Laboratories) DC o DRG resuspendida en agua. El procedimiento de

gavage oral se realizd por personal entrenado siguiendo el protocolo realizado anteriormente
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(Perello et al., 2010). Se us6 como referencia la distancia desde la punta de la cabeza del animal
hasta la ultima costilla para establecer el largo del tubo de gavage, de forma de evitar Ila
perforacion del estdmago. Los ratones se acostumbraron para la disminucién del estrés
mediante el manipuleo y la realizacién del procedimiento diariamente durante 4 dias previos al
dia de experimentacion. La cabeza del ratdn se extendid hacia atrds de forma de generar una
linea recta a través del cuello y el eséfago. El tubo de gavage se colocé en el diastema de la boca
y suavemente se avanzo a través del paladar superior hasta que se alcanzé el final del eséfago.
A los ratones (n=4) se les dio una infusién intragdstrica conteniendo 310 mg de DC o DRG en un
volumen de 1ml. De esta forma, el grupo control recibié aproximadamente 0,77 kcal mientras
que el grupo de DRG recibié aproximadamente 1,21 kcal. Luego de la infusién, se removié
lentamente el tubo siguiendo el mismo dngulo de insercidn. Los ratones se perfundieron 2 hs
después y los cerebros se acondicionaron para realizar una IHQ contra c-Fos.
4.1.4 Evaluacion de la accidn de ghrelina sobre la ingesta de DRG durante un Unico evento
Para esto, se utilizaron dos estrategias de forma de determinar si la via de sefializacién de
ghrelina afecta la ingesta de DRG durante un Unico evento:
— Administracién periférica de ghrelina: En este experimento, los ratones se separaron en
4 grupos experimentales de acuerdo al tratamiento que recibirian (ghrelina o vehiculo)
y a la dieta que tendrian acceso DC o DRG. El dia experimental, los animales se
inyectaron con ghrelina (0,2 pg/g de peso corporal, subcutanea) o vehiculo. El control
de laingesta de alimento se realizd a los 30, 60 y 120 minutos posteriores al tratamiento.
— Utilizacidn de ratones deficientes del receptor GHSR1a, a los que se les ofrecié DC o DRG
durante 2 hs.
En ambos experimentos el control de la ingesta de alimento se realizé a los 30, 60 y 120

minutos posteriores al ofrecimiento del pellet. Luego los animales se perfundieron, se extrajeron
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los cerebros y se cortaron en secciones coronales. Las secciones de cerebro se utilizaron para

realizar distintas IHQs.

4.2 ESTUDIO DE LOS CIRCUITOS NEURONALES INVOLUCRADOS Y DEL ROL DE GHRELINA EN EL
CONTROL DE MULTIPLES EVENTOS DE INGESTA DE DRG

Para realizar este experimento los ratones se separaron en 3 grupos experimentales: 1)DC
ad-lib, a estos ratones (n=14) se los expuso a un pellet de DC de 9.00 a 11.00 am durante los 4
dias del experimento; las 22 hs restantes de cada dia tuvieron acceso libre a DC, 2)DRG ad-lib, a
este grupo (n=8) se lo expuso de 9.00 a 11.00 am de cada dia a un pellet de DRG mientras que
las 22 hs restantes se le dio acceso ilimitado a DRG y 3) DRG diario, grupo con acceso diario y
por tiempo limitado a DRG. A este grupo de ratones se lo expuso a un pellet de DRG de 9.00 a
11.00 am durante los 4 dias experimentales y a su vez tuvo, acceso constante e ilimitado a DC
durante todo el dia. En todos los casos se controld la ingesta total en las 2 hs de exposicién a DC
o DRG. Los 2 primeros grupos se perfundieron a las 11 am del cuarto dia. Mientras que los
animales que tuvieron acceso diario a DRG se fueron perfundiendo a distintos tiempos: (i) Luego
de las dos horas de exposicion a DRG el primer dia (n=10, DRG/ post dia 1), (ii) A las 9.00 am del
tercer dia del experimento, antes del acceso al pellet de DRG (n=11/, DRG/pre dia 4 )y (iii) Luego
de la exposicién a DRG el ultimo dia del experimento (n= 28, DRG/post dia 4). Para algunos
ratones de los grupos DC ad-lib y DRG/post dia 4 (n=11 y 24, respectivamente) se controld la
ingesta de DC entre las 11 am y las 9 am del dia siguiente (22 hs de ingesta de DC). Luego de las

perfusiones, se extrajeron los cerebros y se acondicionaron para realizar distintas tinciones.

4.2.1 Analisis de la actividad locomotora anticipatoria
Los ratones se alojaron en cajas individuales blancas una semana antes del comienzo del
experimento. Para documentar la actividad locomotora, éstas se colocaron en cajas de

monitoreo aisladas aclsticamente y ventiladas mecanicamente (55 x 35 x 90 cm), equipadas con
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una cdmara con iluminacién LED regulable, en la parte superior de la caja. A las cajas individuales
se les removié temporalmente su tapa y se reemplazé con una pared vertical, de forma de
asegurar el confinamiento de los ratones y facilitar la grabacién de los videos. Se habitud a los
ratones al ambiente de grabacion poniéndolos durante 90 minutos sin acceso a agua y a comida
por 2 dias consecutivos antes del inicio del procedimiento experimental. Este consistié en
sesiones de 150 minutos durante 5 dias consecutivos, durante los cuales los ratones se pusieron
en la cdmara de grabacion por 30 minutos sin acceso a agua y a comida, luego se les dio acceso,
todavia en la caja, a un pellet de DC o DRG, por 60 minutos transfiriéndose posteriormente, al
cuarto de ratones del bioterio con acceso a agua. Luego se retird el pellet de DRG y se restituyé
la DC hasta el dia siguiente. Como control positivo de actividad locomotora anticipatoria, un
grupo de ratones (n=3) se mantuvo con consumo restringido de DC (70% del consumo diario)
durante los dias de habituacion y experimentales. Los videos de los primero 30 minutos de la

actividad documentada se analizaron con el software SwisTrack.

4.2.2 Bloqueo de la accion de orexina

Asi como se realizo el bloqueo de la via de sefializacién de orexina en un evento Unico de
ingesta de DRG, se uso el antagonista SB-334867 sélo para evaluar sus efectos en el grupo
expuesto por 4 dias a un pellet de DRG. Para esto, se inyectd intraperitonealmente vehiculo o
SB-334867 (n=10y 8, respectivamente), en la misma dosis utilizada previamente (5ugr/gr peso
corporal), 30 minutos antes de ofrecerles el pellet de DRG (8:30 am) durante los 4 dias que durd
el experimento. Se controld la ingesta de alimento durante las 2 hs de exposicion al pellet. Luego
los animales se perfundieron, se les extrajeron los cerebros y estos se acondicionaron para la

realizacion de distintas IHQs.
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4.2.2 Evaluacion de la accién de ghrelina en eventos diarios de ingesta de DRG
De la misma forma que se realizd para un Unico evento de ingesta de DRG, se utilizaron 2
estrategias para estudiar si la via de sefalizacion de ghrelina afecta el consumo diario y por

tiempo limitado de DRG.

— Utilizacion de ratones deficientes de GHSR1a: Siguiendo el mismo protocolo de
multiples eventos de acceso a DRG que se utilizd con el grupo DRG/post dia 4, se
utilizaron ratones deficientes del receptor de ghrelina y se les dio acceso a DRG (n=13)
y a DC (n=3) por 4 dias, de forma de poder comparar su comportamiento con los ratones
WT del grupo mencionado.

— Administracion periférica de ghrelina: En este experimento la administracion de ghrelina
subcutanea (en la misma dosis utilizada anteriormente, 0.2 pg/gr de peso corporal) o
vehiculo, se realizé inmediatamente antes de ofrecerles el pellet de DRG. Este protocolo

se repitié durante los 4 dias del experimento

Para ambos casos se controld la ingesta durante 2 hs, y el cuarto dia los ratones se
perfundieron, se les extrajeron los cerebros y estos se acondicionaron para la realizacion de

diferentes IHQs.

4.3 ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LAS NEURONAS CRF DE LA AMIGDALA EN EL CIRCUITO
NEURONAL QUE SE ACTIVA POR UNO O MULTIPLES EVENTOS DIARIOS DE INGESTA DE DRG

4.3.1 Validacion del ratén transgénico CRF-hrGFP

Para la validacién del ratdn transgénico, se realizé una IHQ, revelada en color rojo, contra
CRF en muestras de cerebro de : (i) ratones naive CRF-hrGFP (n=3); (ii) ratones CRF-hrGFP
inyectados intracerebroventricularmente (ICV, coordenadas AP: -0,3 mm, L: 1,0 mm and V:-2,3

mm) con colchicina (32 pg en 4 pl) 72 hs previas al sacrificio (n=3); vy (iii) ratones CRF-hrGFP
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inyectados bilateralmente en la amigdala (coordinadas estereotaxicas, AP: -1,2 mm, L: -2,4 mm

y V: 4,0 mm) con colchicina (32 ug en 4 ul) 72 hs antes del sacrificio (n=3). De las imagenes

obtenidas, de los resultados de la IHQ, se cuantificé el nimero total de células fluorescentes

verdes, de células fluorescentes rojas y de las colocalizaciones entre ambas a través de toda la

amigdala.

4.3.2. Caracterizacion funcional de las neuronas CRF de la amigdala.

Diferentes grupos de ratones CRF-hrGFP alojados en cajas individuales, se sometieron a

diferentes manipulaciones experimentales que se describen a continuacion:

Tratamiento con lipopolisacarido bacteriano (LPS): Los ratones se inyectaron con LPS
(25 ug/ratdn, ip, n=3) o salina (n=2) y perfundidos luego de 2 hs de la inyeccién

-Estrés por confrontacidon social: Los ratones se introdujeron de a uno por vez, por 10
minutos en una caja con un macho C57BL/6J dominante y agresivo de mayor edad.
Seguido a esta exposicion los ratones se devolvieron a sus cajas individuales y se
perfundieron 2 hs después (n=5). Ratones control se introdujeron por 10 minutos en
una caja limpia y luego se devolvieron a sus cajas individuales y se perfundieron 2 hs
después (n=2).

Experimento de ayuno y realimentacién: Los ratones se ayunaron en sus cajas
individuales a las 9.00 am del dia experimental. Después de 48 hs, se perfundié un grupo
de ratones (n=3) y a otro grupo se le dio acceso a DC por 2 hs al cabo de las cuales se
perfundieron (n=3). Se controld la ingesta de alimento

Ingesta de DRG durante una sola exposicion: En la mafiana del dia experimental los
ratones se expusieron a un pellet de DRG (n=5) y 2 hs después se perfundieron. Se

controld la ingesta durante las 2 hs de exposicion.
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— Ingesta de DRG durante exposiciones multiples: Durante la mafana de 4 dias
consecutivos se les dio a los ratones acceso libre por 2 hs a DRG (n=6) luego de las cuales
los animales se perfundieron. Se controld la ingesta durante la exposicion a DRG.

— Retiro de DRG: En este experimento se dio a los ratones, libre acceso a DRG durante
todo el dia por 2 semanas. Luego se separaron en 2 grupos, a uno de ellos se lo alimenté
con DC (n=3) y al otro con DRG por 24 hs. Posteriormente se perfundieron.

— Aversion condicionada a DRG: En las mafanas del primer y segundo dia experimental,
los ratones se expusieron por 2 hs a DRG ad-lib y luego inyectados con LiCl (150mM,
12ml/kg, ip., n=6) o salina (n=3). En el tercer dia, los ratones se expusieron nuevamente

a 2 hs de DRG y luego se perfundieron.

5. CIRUGIAS ESTEREOTAXICAS

Todas las cirugias se realizaron en el cuarto de cirugia del bioterio del IMBICE, con material
de cirugia adecuado y en las condiciones de asepsia normalmente requeridas. En todos los casos
se utilizaron animales anestesiados con una mezcla de Ketamina (150mg/Kg de peso i.p) y

Xilacina (15mg/Kg de peso i.p).

6. ANALISIS NEUROANATOMICO
6.1 Perfusidn y preparacion de muestras de cerebro

Para realizar la fijacién de las muestras de cerebro, se perfundieron los animales con
formaldehido al 4% como fijador. Para ello, los animales se sujetaron anestesiados a una mesa
de cirugia por las extremidades con el abdomen hacia arriba. Luego, se abrid la cavidad toracica
con el objetivo de acceder al corazédn. Se conecté el sistema de perfusién directamente al

ventriculo izquierdo del corazén con una aguja. Luego, se realizd una incisidon en la auricula
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derecha para permitir el escape de la circulacion de retorno de los liquidos de lavado. Previo al
pasaje del fijador, se pasé a través del sistema de perfusidon una solucién de lavado (PBS 0,01 M
pH 7,4 conteniendo 10 Ul/ml de heparina) a un flujo de 5 ml/minuto durante 2 minutos. Luego,
se comenzé el pasaje de fijador, formaldehido al 4%, durante 10 minutos a un flujo de 5
ml/minuto. Luego de la perfusién, se aislaron los cerebros y se post-fijaron en solucién de
formaldehido al 4% durante 2 horas y finalmente se criopreservaron mediante la incubacién en
una solucién de sacarosa al 20% durante toda la noche. Al dia siguiente, se congelaron los
cerebros y se cortaron en secciones coronales de 32 um de espesor utilizando un cridstato.
6.2 Inmunohistoquimicas y tinciones
Todas las IHQs se realizaron sobre secciones coronales de cerebro en flotacion.

Luego de cada IHQ se montaron las secciones secuencialmente en portaobjetos de vidrio, y se
colocé el cubreobjetos con medio de montaje (Balsamo de Canadd en el caso de IHQ
cromogénica y solucion de montaje para fluorescencia) para finalmente observarlas al
microscopio.

Se realizaron controles para todas las IHQ, en los cuales se procesaron secciones de
cerebro con los mismos protocolos que se describen a continuacién para cada caso en particular,

pero sin el agregado de anticuerpo primario o sin anticuerpo secundario.

6.2.1. IHQ cromogénica simple

Primero se lavaron las secciones coronales 3 veces durante 10 minutos cada una con PBS,
luego se incubaron en H,0al 0,5% en PBS durante 30 minutos. Luego de otros tres lavados, se
realizd una incubacién en solucidn bloqueante (3% suero normal de burro y 0,25% TritonX en
PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente para luego realizar la incubacidn de las secciones
coronales con el anticuerpo primario correspondiente. Luego, se realizaron otros tres lavados,
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
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correspondiente de acuerdo al anticuerpo primario utilizado, se lavaron e incubaron
durante 1 hora con el complejo avidina-peroxidasa biotinilada (kit Vectastain Elite ABC).
Finalmente se revelaron con el sustrato 3,3’-diaminobencidina comercial en presencia o
ausencia de Niquel de acuerdo a la IHQ realizada, generando un precipitado negro-violeta
o0 marrdn, respectivamente. Los anticuerpos primarios y secundarios se detallan en la
Tabla 1

6.2.2 IHQ cromogénica doble (c-Fos/orexina o TH)

Luego de realizar una IHQ simple contra c-Fos revelada con DAB/niquel, las secciones de
cerebro se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el segundo anticuerpo primario. Luego
del tiempo de incubacién correspondiente al anticuerpo utilizado, se lavaron las secciones y se
incubaron con el anticuerpo secundario por 1 hora. Posteriormente, las secciones se lavaron, se
incubaron por una hora con el kit avidina—biotina—peroxidasa y finalmente la sefial visible se

reveld con DAB sin solucion de niquel (Tabla 1)

6.2.3 IHQ simple contra orexina y doble contra TH y orexina dentro del AVT

Secciones cerebrales conteniendo el AVT se usaron para la deteccion de sefial
inmunoreactiva para orexina usando el anticuerpo anti-orexina y se reveld la sefial con

DAB/Niquel obteniendo un precipitado negro/violaceo como se indicé anteriormente.

Secciones cerebrales independientes conteniendo el AVT se usaron en primer lugar para
la deteccién de células inmunoreactivas para TH. Se obtuvo un precipitado marrén al revelarlo
con DAB sin solucién de niquel y luego se continud incubando las mismas secciones cerebrales
con el anticuerpo anti- orexina. Esta IHQ se revelé6 con DAB/ Niquel dando una sefial

negro/violacea.
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6.2.4 IHQ fluorescentes

Las secciones coronales de los cerebros de ratdn se lavaron y se incubaron directamente
con solucidon bloqueante durante 1 hora. Luego se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente. Posteriormente, la secciones se lavaron y se incubaron con un anticuerpo

secundario por 2 hs.(Tabla 1)

Especificamente, para las muestras provenientes de los experimentos de trazado
neuronal, las secciones cerebrales a las que se les realizé una IHQ contra c-Fos, se utilizaron para
la deteccién de sefial inmunoreactiva de orexina mediante una IHQ fluorescente. Para esto,
luego de lavar las secciones se incubaron con anti orexina. Al dia siguiente, se incubaron con el

anticuerpo secundario anti-conejo Alexa 488 durante 2 hs.

6.2.5 Coloracion de Nissl.

En primera instancia se montaron las secciones secuencialmente en portaobjetos de
vidrio, luego se lavaron durante 1 minuto en agua destilada y se incubaron en solucion de tionina
durante 20 minutos. Posteriormente, se deshidrataron las secciones pasandolas 1 vez durante
1 minuto por agua destilada, luego 2 veces de 1 minuto cada una por alcohol 96°, 2 veces de 1
minuto cada una por alcohol 100° y por ultimo 5 minutos por xilol. Finalmente, se colocaron los
cubreobjetos con medio de montaje. Esta coloracién sirve para tefiir los cuerpos de Nissl, que

son acumulaciones basofilas, que se encuentran en el citoplasma de las células nerviosas.
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Tabla 1. Condiciones experimentales para cada IHQ cromogénica y fluorescente

Anticuerpo
primario

Concentracion

Temperatura de
incubacion

Tiempo de
incubacion

Anticuerpo
secundario

Tiempo
de
revelado

Anti c-Fos PC38

1:30000

4°C

48 hs

Anti conejo
biotinilado
Jackson
1:1000

10 min

Anti c-Fos
Sta.Cruz

1:1000

4°C

48 hs

Anti conejo
biotinilado
Vector
1:1500

10 min

Anti hrGFP

1:1000

4°C

24 hs

Anti conejo
biotinilado
Jackson
1:1000

10 min

Anti TH Sigma
Aldrich

1:400

4°C

48 hs

Anti raton
biotinilado
1:2000

5 min

Anti TH Sta. Cruz

1:5000

4°C

48 hs

Anti conejo
biotinilado
Vector
1:1500

5 min

Anti orexina

1:20000

4°C

48 hs

Anti conejo
biotinilado
Vector
1:1500

5 min

Anti CRF

1:200

4°C

48 hs

Anti conejo
Alexa 594
1:1000-2hs
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6.3 Analisis neuroanatémico cuantitativo

El andlisis cuantitativo fue realizado de forma independiente por dos observadores bajo

las mismas condiciones dpticas, en una de cada tres series de secciones coronales completa.

Los limites anatémicos de cada regidn cerebral analizada se identificaron usando el atlas
de cerebro de ratén de Paxinos y Franklin (Paxinos and Franklin, 2001). De esta forma, los
conteos se realizaron en secciones comprendidas entre los bregmas 0,86y 1,18 mm para el NAc;
-0,70y -1,70 mm para la amigdala, -1,22 y -1,94 para el HLat y finalmente -3,28 y -3,92 mm para
el AVT. Para el analisis, ademas, el NAc se subdividié en caparazén medial, caparazoén lateral y
centro (Kelley, 2004, Ikemoto, 2007), mientras que el AVT se subdividio en 3 subnucleos: nucleo
IF, nticleo PN y nucleo PBP (Hasue and Shammah-Lagnado, 2002, Ikemoto, 2007, Ferreira et al.,

2008) (Figura 1)

11

b-sp__, > PBP

AN

Figura 1.Los paneles A, B y C muestran secciones coronales representativas de las regiones cerebrales
analizadas y los paneles D, E y F muestran las mismas secciones ampliadas (Paneles A y D, Nac; paneles B
y E, HLat y paneles Cy F, AVT)
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Para determinar el numero total de células inmunoreactivas para c-Fos en cada regién
cerebral, se cuantificaron las células que contenian precipitado nuclear negro/violaceo a través

de todo el nucleo.

El total de neuronas inmunoreactivas para TH y neuronas inmunoreactivas para TH y con
nucleo positivo para c-Fos se contaron en las diferentes subregiones del ATV. El total de
neuronas inmunoreactivas para orexina y neuronas inmunoreactivas para orexina y con el

nucleo positivo para c-Fos se contaron a cada lado del tercer ventriculo en el HLat.

Para la estimacidn cuantitativa de la densidad de fibras inmunoreactivas para orexina
dentro de cada subregién del ATV, se obtuvieron imagenes con un objetivo 100x del AVT con
sefial para orexina, en areas comparables y bajo las mismas condiciones dpticas y de luz. Las
microfotografias se transformaron a imdagenes de 8 bits en escala de grises, y se midid la
densidad éptica (DO) promedio para cada imagen usando el Image J. La medida de la DO para
cada imagen es el promedio gris de los pixeles siguiendo una escala de 256 grises como
referencia. Se determind el background no especifico en el cerebro medio dorsal en donde no
se encontraron fibras inmunoreactivas para orexina. El valor de DO para cada subregién del AVT
se corresponde con la densidad promedio de fibras de orexina menos el background respectivo
del nivel de la muestra.

Los datos se expresan como el numero total de células inmunoreactivas en cada area
cerebral, el cual fue calculado a partir de la férmula de Konigsmark. En ésta, el total de células
es igual al niumero de células contadas multiplicada por el total de secciones comprendidas
dentro del nucleo y dividida por el nimero de secciones en las que se realizaron los recuentos.
(Konigsmark, 1970). En los animales salvajes y deficientes de GHSR1a, el nimero total de
neuronas inmunoreactivas para TH y positivas para c-Fos y, neuronas inmunoreactivas para
orexina y positivas para c-Fos se cuantificd usando la misma estrategia. Todo los andlisis fueron
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corregidos por el doble conteo de acuerdo al método de Abercrombie (Abercrombie, 1946), en
el cual el nimero total de células se multiplica por un factor de correccién igual al espesor de la
seccion dividido por la suma entre el espesor de la seccion y el didmetro promedio de la célula
o del nucleo. Para obtener este ultimo dato, se cuantificaron al menos 40 células o nucleos en
cada area cerebral y condicién experimental utilizando el software Image J

Para la estimacién cuantitativa del nimero de somas de las neuronas inmunoreactivas
para TH contactadas por fibras inmunoreactivas para orexinas (botones axonales) se visualizaron
utilizando un objetivo 100x, las secciones doblemente marcadas con TH y orexina de las cuales
se obtuvieron imagenes que se trataron como se describioé anteriormente. Por lo tanto, el total
de neuronas inmunoreactivas para TH e inmunoreactivas para TH contactadas por fibras
inmunoreactivas para orexina se contaron en fotos de alta magnificacién y se expresaron como
el total de neuronas inmunoreactivas para TH contactadas por fibras inmunoreactivas para
orexina en cada subregion del AVT

En los estudios de trazado neuronal, se contaron por un lado las marcas simples: el total
de neuronas positivas para c-Fos (precipitado negro/violaceo), el total de neuronas
inmunoreactivas para orexina (sefal fluorescente verde) y el total de neuronas que presentaron
fluoesferas en su interior (sefial fluorescente roja). Por otro lado, se contaron las neuronas doble
y triplemente marcadas vy las relaciones entre ellas se expresaron como porcentajes.

Para el analisis de la amigdala, ésta se subdividid en las siguientes regiones: (i) amigdala
basolateral; (ii) IPAC, del inglés interstitial nucleus of the posterior limb of the anterior
commissure, el cual es un nucleo que se encuentra en la unién del sistema palido-estriatal y (iii)
la ACe. En las secciones utilizadas para la validacion del raton transgénico CRF-hrGFP, se
cuantificaron, de las imagenes fluorescentes obtenidas como resultado de la IHQ contra CRF, el

numero total de células con autofluorescencia verde y/o de células con sefial fluorescente roja
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a través de toda la amigdala. La estimacion del total de células inmunoreactivas para hrGFP en
la amigdala se cuantificé por el precipitado marrdn en una de las 4 series de secciones coronales
a través de todo el nicleo. Luego estos numeros se sumaron y se multiplicaron por 4. Los datos
se corrigieron por el conteo doble mediante el método de Abercrombie.
6.4 Obtencion de imdagenes

Las imagenes fluorescentes y de campo claro se adquirieron con un microscopio Nikon
Eclipse 50i y una camara digital DS-Ril Nikon. Se utilizaron para la edicién, ajuste de brillo y
contrastede las imdagenes los programas Adobe Photoshop CS4 y Corel Draw 3. Para la

cuantificacion de la DO se utilizé el programa Image J.

7. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis se realizé con los programas GraphPad Prism 5.0 e IBM SPSS statistics 17.
Los datos se expresaron como la media + SEM.

No se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos de ratones WT (aquellos
provenientes de cruzas entre ratones WT y los hermanos WT de los ratones deficientes de
GHSR1a provenientes de cruzas de animales heterocigotas) en ninguna de las mediciones
realizadas, por lo que fueron agrupados en el analisis.

Para el andlisis de mas de tres grupos experimentales se utiliz6 ANOVA de una via, seguido
por el test de Newman-Keuls cuando las varianzas eran homogéneas; o en caso contrario, por el
test de Games-Howell. El andlisis de igualdad de varianzas se realizéd mediante los test de Bartlett
o Levene.

Para comparar los datos provenientes del tratamiento con el antagonista de Ox1 vs los
tratados con vehiculo en el protocolo de multiples eventos de ingesta de DRG se utilizé un t-

Test, con la correccion de Welch cuando los datos no presentaban varianzas iguales.
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Para comparar los datos provenientes de los experimentos con los ratones WT vy
deficientes de GHSR1a se utilizd6 un ANOVA de dos vias seguido por el test de Bonferroni en un
Unico evento de ingesta de DRG y un ANOVA de una via y t-Test para comparar los datos de
multiples eventos de ingesta de DRG.

La correlacion entre las 2 hs de ingesta de alimento y las células inmunoreactivas para c-
Fos en el IF se realizd por analisis de regresion lineal usando un modelo lineal general.

En todos los casos se consideraron diferencias significativas para p<0,05.
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1. ESTUDIO DE LOS CIRCUITOS NEURONALES INVOLUCRADOS Y DEL ROL DE GHRELINA EN EL
CONTROL DE UN UNICO EVENTO DE INGESTA DE DRG
1.1 El acceso a DRG induce hiperfagia espontanea de la misma

Con el objetivo de estudiar el comportamiento alimentario de ratones hacia la DRG,
inicialmente se evalué la ingesta de alimento al ofrecerles, por un tiempo limitado, un pellet de
dicha dieta. Para esto, se los dividié en tres grupos experimentales:

- DC ad lib: ratones con acceso a DC durante 2 hs.

- DRG: ratones con acceso a DRG durante 2 hs.

- DRG pair-fed: ratones con acceso, durante 2 hs, a una masa de DRG similar a la consumida por
los animales del grupo DC ad lib.

Los ratones utilizados estuvieron alimentados hasta el momento del experimento con DC
ad-libitum y permanecieron con DC en sus cajas durante las dos horas que durd el experimento.
Al cabo de las 2 hs, se cuantificd la cantidad total de alimento ingerida y los ratones se
anestesiaron y perfundieron.

Es importante destacar que el color, textura y apariencia de la DRG utilizada es similar a
la de la DC, por lo que se supone que la eleccién de la dieta consumida es principalmente debido
a sus caracteristicas gustativas y olfativas (Figura 1A).

Cualitativamente se observod que los ratones a los que se les ofrecié DRG, comenzaron a
comer espontaneamente y de forma practicamente inmediata una vez depositado el pellet
dentro de su caja y que el mayor consumo de dicha dieta se produjo dentro de la primera media
hora del experimento. Cuantitativamente, se observaron diferencias significativas en la ingesta
total de alimento entre los distintos grupos experimentales [F (2,34)= 13,07; p< 0,0001 (Figura
1B)]. El grupo DRG consumié una cantidad de alimento significativamente mayor que el grupo

con acceso Unicamente a DC. La cantidad de DRG ingerida por el grupo DRG pair-fed fue de 119
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+ 15 mg, la cual fue similar a la masa consumida por el grupo DC ad-lib (110 + 27 mg). Debido a
que la DC y la DRG no son isocaldricas, también se examind el consumo en calorias de la dieta
ingerida para los distintos grupos. Nuevamente se observé una diferencia significativa entre los
grupos DC y DRG [F (2,34)= 22,64; p< 0,0001. Figura 1C], siendo la ingesta caldrica consumida
por el grupo DRG significativamente mayor que la consumida por el grupo DC ad-lib. Es
importante mencionar, que para los grupos DC ad-lib y DRG pair-fed no se encontraron
diferencias significativas en el consumo caldrico registrado durante las 2 hs de acceso a sus

respectivas dietas.(p> 0,05; Figura 1C).
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Figura 1. El acceso a DRG induce hiperfagia espontdnea de la misma. El panel A
muestra imdagenes de las dietas utilizadas en este estudio. Los paneles B y C muestran la
ingesta de alimento producida durante las 2hs del experimento en los grupos DC ad-lib,
DRG y DRG pair-fed expresada en mg vy en calorias respectivamente. Los valores se
expresan como la mediatSEM. ***, p <0,001 vs. Grupos DC ad-lib y DRG pair-fed.
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1.2 Un unico evento de ingesta de DRG activa nticleos de la via mesolimbica

Con el objetivo de realizar un mapeo de las areas cerebrales que se activaron por la
ingesta de DRG, se extrajeron los cerebros de los ratones pertenecientes a los tres grupos
experimentales, se congelaron y se cortaron en secciones coronales. Luego, dichas secciones se
procesaron para realizar una IHQ contra c-Fos.

La densidad de células positivas para c-Fos observada en nucleos cerebrales relacionados
a la regulacién homeostdtica y heddnica de la ingesta de alimento, se describe en la Tabla 1.

En relacidn a la ingesta homeostatica, se analizaron distintos nucleos del hipotalamo y el
complejo dorsal del vago. En éstos se observd que la densidad de células positivas para c-Fos
fue moderada en los dos grupos que consumieron DRG, encontrandose enriquecida en el HLat,
el cual es considerado un vinculo entre los dos circuitos que regulan la ingesta de alimento.
(Figura 2A, tercera fila). Por otro lado, para los mismos grupos, la mayor cantidad de células
positivas para c-Fos se observd en nucleos de la via mesolimbica, relacionadas con la ingesta
heddnica, como el NAc, la ACe (Figura 2A, primera y segunda filas, respectivamente) y el AVT
(Figura 3A). Por esto, tanto para el HLat como para el NAc (centro y caparazén), la ACe y el AVT
se realizd un analisis cuantitativo mas detallado. En los tres primeros nucleos, se observaron
diferencias significativas en el numero de células positivas para c-Fos [Centro del NAc: F (2,19)=
47,97; p< 0,0001 (Figura 2B); Caparazdn del NAc: F (2,19)= 21,01; p< 0,0001 (Figura 2C); ACe: F
(2,17) = 10,02; p= 0,0013 (Figura 2D) e HLat: F (2,9) = 14,82; p= 0,0014 (Figura 2E)]. Para todos
estos nucleos el nimero de células inmunoreactivas para c-Fos fue significativamente mayor en
los grupos que consumieron DRG (DRG y DRG pair-fed), mientras que entre éstos ultimos los

niveles de c-Fos encontrados fueron similares entre si.
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Tabla 1. Densidad relativa de células inmunoreactivas para c-Fos en los tres grupos

experimentales luego de un evento Unico de ingesta de DRG 2.

DC ad-lib DRG DRG pair-fed
Nucleo Arcuato-NArc - +/- -
Nucleo Dorsomedial-NDM + + +
Hipotdlamo Lateral-HLat + ++ ++
Nucleo Paraventricular-NPV - + +
Area Ventral Tegmental-AVT - ++ +
Ntcleo Accumbens-NAc = 4 ++
Amigdala Central-ACe - + &
Ntcleo Dorsal del Raphe ~=NDR - + x
Area postrema-AP - - "
Nucleo Motor Dorsal del Vago-NMDV + + +
Nucleo del Tracto Solitario-NTS + . +

* La estimacion de la densidad de las celulas inmunoreactivas para c-Fos se hizo considerando tanto la
intensidad de la sefial como el numero de células marcadas. ++, alta densidad. +, densidad moderada. +/-

visualizacion inconsistente.
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Figura 2. Un evento unico de ingesta de DRG activa nucleos especificos de la via mesolimbica y el HLat. El panel A
muestra diagramas esquematicos en secciones coronales de las regiones cerebrales en estudio (columna izquierda) y
microfotografias representativas de una IHQ contra c-Fos en los tres grupos experimentales. Las filas superior, media e
inferior de microfotografias muestran el NAc (centro y caparazdn), la Ace y el HLat respectivamente. Escala 100 pm. Los
paneles B-E muestran los andlisis cuantitativos de la IHQ. contra c-Fos en el NAc Centro (B), NAc Caparazdn (C), Ace (D) e
HLat (E). Los histogramas representan el numero total de neuronas inmunoreactivas (IR) para c-Fos en cada nucleo, para
cada grupo experimental. Los valores se expresan como la mediatSEM. **, p<0.01 vs grupo DC ad-lib. ***, p<0.001 vs
grupo DC ad-lib.
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En el AVT, también se observé una importante activacién de los grupos que consumieron
DRG (Figura 3A). De este nucleo se realizdé un andlisis mas detallado ya que se cuantificé la
cantidad de células inmunoreactivas en cada una de sus subregiones (IF, PN y PBP). Como
resultado, se observé que un Unico evento de ingesta de DRG induce cambios significativos en
el nimero de células inmunoreactivas para c-Fos en el PN [F (2,30)=6,826; p= 0,0036], el PBP [F
(2,29) = 8,099; p=0,0016] y el IF [F (2,26)= 19.03, p< 0,0001]. Para el PN y PBP de los dos grupos
qgue consumieron DRG, el numero de células inmunoreactivas para c-Fos fue significativamente
mayor que el encontrado para el grupo DC ad-lib (Figura 3B, C). Mientras que para el IF se
encontré que el numero de células positivas para c-Fos del grupo DRG fue significativamente
mayor en comparacion con los grupos DC ad-lib y DRG pair-fed (Figura 3D). Ademas para el IF
pudo observarse una correlacion positiva (y= 0,429x + 41,75; r= 0,628) entre la cantidad de DRG
ingerida durante las 2 hs del experimento y el nimero total de las células inmunoreactivas para

c-Fos (Figura 3E).
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Figura 3. Un evento lnico de DRG activa las subregiones del AVT. El panel A muestra un diagrama esquematico en un
corte coronal de las subregiones del AVT (extremo superior izquierdo) y microfotografias representativas de una IHQ
contra c-Fos (sefial negro violeta) para los grupos DC ad-lib (extremo superior derecho), DRG (extremo inferior
izquierdo) y DRG pair-fed ( extremo inferior derecho). Escala: 100 um. Los paneles B-D muestran el andlisis cuantitativo
de la IHQ contra c-Fos especifico para cada subregién del AVT; PBP (B), PN (C) e IF (D). Los gréficos de barras
representan el nimero total de células en el nicleo para cada grupo experimental. Los valores se expresan como la
mediatSEM. **, p 0,01 vs. grupo DC ad-lib. ***, p 0,001 vs. grupo DC ad-/ib. El panel E muestra la correlacion entre la
ingesta de DRG durante las 2hs de experimento y las células IR para c-Fos en el IF para el grupo DRG (r = 0,628). Cada
punto representa la medida de un dnico animal.
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1.3 Un unico evento de ingesta de DRG activa diferencialmente a las neuronas dopaminérgicas
de las subregiones del AVT

Con el objetivo de analizar el perfil de activacién del AVT luego de un Unico evento de
ingesta de DRG, se realizd una inmunohistoquimica doble contra c-Fos y contra tirosina
hidroxilasa (TH), enzima cuya actividad es la limitante en la velocidad de la biosintesis de
dopamina. La tinciéon contra TH se utilizd como criterio para decidir si las neuronas que
resultaron activadas eran dopaminérgicas o no. Nuevamente, para determinar activacion
neuronal por el protocolo utilizado se realizé una tincién contra c-Fos.

En la Figura 4 se observan microfotografias representativas de esta inmunohistoquimica
doble en las que se pueden visualizar las distintas dreas del AVT para dos de las tres condiciones
ensayadas (grupo con DC ad-lib y grupo con acceso a DRG).

En coincidencia con lo reportado en trabajos previos realizados en el AVT de rata
(Ikemoto, 2007), se encontrd que las neuronas positivas para TH presentaron caracteristicas
citoarquitectdnicas particulares en cada subregion. En el IF, las células inmunoreactivas para TH
fueron pequefias, de inmunoreactividad intensa y se encontraron densamente empaquetadas a
lo largo de la linea media del subnicleo (Figura 4, paneles 1 y 4). En el PN las neuronas TH
positivas fueron relativamente homogéneas, mayormente de tamano mediano, de
inmunoreactividad intensa y con orientacién en el eje semilateral (Figura 4, paneles 2y 5). En el
PBP fueron de tamafio variable aunque mas grandes que las encontradas en el IF, de forma mas
irregular, de media a baja intensidad de inmunoreactividad y con una orientaciéon no uniforme
dentro del nucleo. (Figura 4, paneles 3y 6).

Al comparar el nimero de neuronas inmunoreactivas para TH en el AVT, se observé que
el total en cada subregién, para cada grupo experimental, no fue afectado por el consumo de

DRG. Para el grupo DC ad-lib se estimaron 746 + 91, 1433 + 153 y 365 + 42 neuronas
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inmunoreactivas para TH en el PN, PBP e IF respectivamente. Para el grupo DRG se estimaron
816 + 76, 1363 + 126 y 352 + 51 neuronas inmunoreactivas para TH en el PN, PBP e IF
respectivamente. Por ultimo para el DRG pair-fed, los valores estimados de neuronas
inmunoreactivas para TH en el PN, PBP e IF fueron 856 + 95, 1416 + 161 y 402 + 57
respectivamente.

Sin embargo, se observaron cambios significativos en el nimero de células positivas para
c-Fos e inmunoreactivas para TH cuando se compararon las tres subzonas del AVT entre los
grupo experimentales [PN: F (2,17) = 4,448; p= 0,0279; PBP: F (2,17) = 9,179; p= 0.0020 e IF: F
(2,17)= 8,995; p= 0,0022]. En el PN y PBP de los grupos que consumieron DRG, el nimero de
neuronas doblemente marcadas fue significativamente mayor que el encontrado en el grupo
gue tuvo acceso Unicamente a DC. Especificamente, enel PN, 13+ 1,62+ 15y 52 £+ 11 neuronas
inmunoreactivas para TH fueron positivas para c-Fos en los grupos DC ad lib, DRG y DRG pair-
fed respectivamente y en el PBP el cambio ocurrié en el mismo sentido, yaque 4 +4,17 +4y 23
+ 6 células inmunoreactivas para TH fueron positivas para c-Fos en los grupos DC ad lib, DRG y
DRG pair-fed, respectivamente Mientras que en el IF, asi como se observé para los niveles de c-
Fos, el nimero de neuronas doblemente marcadas solamente del grupo que ingirié DRG fue
significativamente mayor (51 + 8) en comparacién con los valores encontrados en los dos grupos
restantes, DC ad lib (14 + 6 ) y, DRG pair-fed (21 + 2).

1.4 Un unico evento de ingesta de DRG activa las neuronas productoras de orexina del HLat

Ya que existen evidencias que indican que el HLat esta relacionado tanto con los circuitos
homeostaticos y heddnicos que regulan la ingesta de alimento y que previamente en este
trabajo se mostrd que en éste nucleo se produce un importante activacion luego de la ingesta

espontanea de DRG, se decidié determinar si las neuronas productoras de orexina presentes en
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el HLat fueron las que se activaron. Para esto se realizéd una inmunohistoquimica doble contra
c-Fos y contra orexina (Figura 5).

Al igual que lo ocurrido en el AVT, la ingesta de DRG en un Unico evento de 2 horas no
afecté el numero total de células inmunoreactivas para orexina del HLat siendo los valores
encontrados 1510 + 162, 1428 + 149 y 1486 + 165 neuronas en los grupos DC ad-lib, DRG y DRG
pair-fed respectivamente (p> 0,05).

Si se observd una diferencia significativa entre el grupo DC ad-lib y los grupos con acceso
a DRG en el numero de neuronas inmunoreactivas para orexina y positivas para c-Fos [F (2,9)=
13,01, p= 0.0022]. Especificamente se encontraron 16 + 13, 376 = 60 y 297 + 67 neuronas

doblemente marcadas en los grupos DC ad-lib, DRG y DRG pair fed.
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Figura 4. Un evento unico de DRG activa diferencialmente las neuronas dopaminérgicas de las tres subregiones del AVT.
Los paneles muestran microfotografias de secciones cerebrales sometidas a una IHQ doble contra c-Fos (sefial negro/violeta)
y contra TH (sefial marrén). En los paneles superiores izquierdo y derecho se muestran microfotografias representativas a
baja magnificacién de los grupos DC ad-lib y DRG, respectivamente. Los paneles inferiores 1-6 muestran imdgenes a alta
magnificacion de las dreas marcadas en los paneles superiores. IF (paneles 1y 4), PN (paneles 2 y 5), PBP (paneles 3 y 6). Las
flechas indican células doblemente marcadas. Escalas: 200 um (baja magnificacion), 20 pm (alta magnificacion).

'R

Figura 5. Un evento tnico de ingesta de DRG activa las neuronas productoras de orexina del HLat. Los paneles
muestran microfotografias representativas de secciones cerebrales sometidas a una IHQ doble contra c-Fos (sefial
negro/violeta) y contra orexina (sefial marrén). El panel izquierdo es representativo del grupo DC ad-lib y el derecho
del grupo DRG . Los insertos muestran imagenes en alta magnificacion de la dreas marcadas en la microfotografias a
baja magnificacion. Las flechas indican células doblemente marcadas. Escalas: 200 um (baja magnificacion), 20 um (alta
magnificacién).
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1.5 El bloqueo del receptor de orexina Ox1 disminuye la cantidad de alimento ingerido y la
activacion de las neuronas dopaminérgicas en el AVT inducida por un unico evento de ingesta
de DRG

Considerando la activacion observada en el HLat, se determind si la accidn de la orexina
via el receptor Ox1 se requiere para que se produzca el consumo espontaneo de DRG y la
activacion de la via mesolimbica. Para realizar esto, se administré el antagonista especifico del
receptor Ox1, SB-334867, a un grupo de ratones y a otro grupo, que se utilizé como control, se
le inyectd el mismo volumen de vehiculo. Este procedimiento se realizé 30 minutos antes de
permitirles el acceso a DRG.

Como resultado se observd que el tratamiento con SB-334867 redujo significativamente
la ingesta de DRG [F (2,23)= 4,18; p< 0,0283. Figura 6]. Al igual que lo hecho anteriormente y
con la intencidn de discriminar si los posibles cambios en los niveles de c-Fos en los nucleos de
la via mesolimbica se deben a cambios en la masa de alimento ingerido o al tratamiento
farmacoldgico, se agregd un grupo pair-fed al experimento al cual se traté con vehiculo pero
solo se le permitié ingerir una cantidad de DRG similar a la ingerida por los animales tratados

con SB-334867.
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Figura 6. El bloqueo del receptor Ox1 disminuye la cantidad de alimento ingerido inducido
por un Unico evento de ingesta de DRG. El grafico muestra la ingesta de DRG producida
durante 2hs para los grupos vehiculo- DRG, SB-334867- DRG y vehiculo- DRG pair-fed. Los
valores corresponden a la mediatSEM. *, p< 0.05 vs. Grupo vehiculo-DRG .
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Ademads de afectar la cantidad de DRG ingerida, el tratamiento con el antagonista del
receptor Ox1 indujo cambios significativos de los niveles de c-Fos en las tres subregiones del AVT
[PN: F (2,21)=5,868; p= 0,0095; PBP: F (2,21)= 6,230, p= 0,0075; IF: F (2,20)= 8,396; p= 0,0023].
En particular en el PBP y PN (Figura 7A y B respectivamente) de los animales tratados con el
antagonista SB-334867, se observd que el numero de células inmunoreactivas para c-Fos fue
significativamente menor que el encontrado en los grupos tratados con vehiculo, DRG y DRG
pair-fed. En el IF, la disminucién significativa en el nimero de células positivas para c-Fos se
encontré tanto en el grupo tratado con el antagonista como en el grupo pair-fed con respecto
al grupo vehiculo-DRG (Figura 7C). Por otro lado, el aumento en el nimero de células
inmunoreactivas para c-Fos inducido por la ingesta de DRG en el caparazén del NAc, no se vio
afectado (p=0,8923; Figura 7D). Ademas, el tratamiento con el SB-334867 tampoco afecto el
numero de células inmunoreactivas para c-Fos en el centro del NAc, ACe e HLat inducido por la

ingesta espontanea de DRG (datos no mostrados).
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Figura 7. El bloque del recetor Ox-1 disminuye la activacién de las neuronas dopaminérgicas del AVT pero no las
de el caparazén del NAc. Los paneles A-D muestran el andlisis cuantitativo para las subregiones del AVT; PBP (A),
PN (B), IF (C) vy el caparazon del NAc (D) en los tres grupos experimentales. Los histogramas representan el
numero total de las neuronas inmunoreactivas para c-Fos en cada nucleo. Los valores estan expresados como la
mediazSEM. *, p< 0,05 vs Grupo vehiculo DRG y DRG pair-fed. **, p <0,01 vs. Grupo vehiculo DRG.
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1.6 Las neuronas productoras de orexina del HLat que se activan en respuesta a un Unico
evento de ingesta de DRG inervan el AVT

Considerando el resultado anterior, en el cual se mostré que el bloqueo del receptor Ox1
influye en el numero de células positivas para c-Fos encontradas en el AVT, se estudid la
conexién entre éste nucleo y el HLat. Para esto, inicialmente, se realizd una IHQ contra orexina
en secciones coronales que contenian el AVT y se cuantificaron las fibras inmunoreactivas para
orexina en las tres subregiones de dicho nucleo. Como resultado se observd, que la densidad
relativa de las fibras inmunoreactivas para orexina en el PN, PBP e IF fue 46,3+ 4,2; 48,2+ 6,4y
43,6 + 2,2 unidades de DO/campo 100x, respectivamente. Ademds, en cuanto a sus
caracteristicas anatémicas, se observé que las terminales inmunoreactivas para orexina
presentaron un aspecto predominantemente varicoso en las tres subregiones del AVT (Figura
8A).

Posteriormente, con el objetivo de determinar si las vias aferentes que provienen de las
neuronas productoras de orexina inervan diferencialmente a las neuronas dopaminérgicas
localizadas en las distintas subregiones del AVT, se realizé una inmunohistoquimica doble contra
TH y contra orexina en secciones coronales del mesencéfalo. (Figura 8B). Como resultado, se
observé que las terminales de orexina se encuentran en estrecho contacto con las neuronas
inmunoreactivas para TH en todas las subregiones del AVT. Por su parte, el analisis cuantitativo
indicé que el nimero de neuronas inmunoreactivas para TH con contactos aparentes de fibras
inmunoreactivas para orexina no fue diferente en las distintas subregiones del AVT. En
particular, por seccion coronal del PN, PBP and IF se estimaron 84,6 + 8,8; 86,7 + 6,6 y 95,9 + 8,7
neuronas inmunoreactivas para TH con contactos aparentes de fibras inmunoreactivas para

orexina, respectivamente.
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Finalmente, se evalud si las neuronas productoras de orexina que inervan el AVT se
activan por un Unico evento de ingesta de DRG. Para esto, los ratones fueron inicialmente
inyectados en el AVT, mediante cirugias estereotaxicas, con un trazador retrégrado fluorescente
rojo (fluoesferas). Luego de una semana en la que el trazador es trasladado a los cuerpos
neuronales que inervan el sitio de inyeccidn, a los ratones se les ofrecié un pellet de DRG durante
2 hs. Luego los ratones se anestesiaron, se perfundieron y los cerebros extraidos se
acondicionaron para la realizacién de una IHQ doble contra c-Fos y orexina (Figura 9). En 4 de
los 6 animales se observd la presencia del trazador en las tres subregiones del AVT, y dichos
animales fueron utilizados para realizar un analisis anatdémico-funcional. Asi, en el HLat de estos
animales, se observaron cuerpos neuronales conteniendo fluoesferas; algunas de estas
neuronas fueron inmunoreactivas para orexina, mientras que otras fueron negativas. Las
neuronas doblemente marcadas con fluoesferas y para orexina se distribuyeron a través de todo
el HLat y representaron el 18,4+2,1 % de todas las células inmunoreactivas para orexina. Sumado
a esto, el analisis cuantitativo indicé que el 93,2 + 2,9 % de estas neuronas doblemente marcadas

fueron también positivas para c-Fos.
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Figura 8. Las neuronas productoras de orexina inervan las tres subregiones del AVT. Los paneles muestran
microfotografias a baja magnificacion de secciones cerebrales del AVT sometidas a una IHQ, contra orexina(sefial
negro/violeta, panel A) y a una IHQ doble contra orexina y contra TH (sefial marrdn, panel B). Los paneles
inferiores muestran microfotografias a alta magnificacion del IF (paneles 1), PN (paneles 2) y PBP (paneles 3). Las
cabezas de flecha indican fibras inmuno-reactivas para orexina y las flechas indican las neuronas inmunoreactivas
para TH en contacto con fibras inmunoreactivas para orexina. Escalas: 200 um (baja magnificacién), 20 pm (alta
magnificacion. 1,2 y 3 del panel A) y 5 pm (alta magnificacién . 1,2 y 3 del panel B).
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Figura 9. Las neuronas productoras de orexina del HLat que se activan en respuesta a un tnico evento de ingesta de DRG
inervan el AVT. Los paneles superiores muestran microfotografias a baja magnificacion de secciones coronales del HLat de
ratones inyectados estereotaxicamente con fluoesferas en el AVT y a los que posteriormente se les dio acceso a DRG. La
columna derecha muestra la superposicién de la sefial verde fluorescente (neuronas inmunoreactivas para orexina), sefial
rojo fluorescente (neuronas que contienen fluoesferas) y sefial negro/violeta (neuronas inmunoreactivas para c-Fos). Los
paneles inferiores muestran microfotografias a alta magnificacién de las dreas marcada en las imédgenes superiores. Las
flechas numeradas indican: neuronas triplemente marcadas (1), neuronas inmunoreactivas para c-Fos, inmunoreactivas
para orexina y negativas para fluoesferas (2), neuronas inmunoreactivas para c-Fos, con fluoesferas y negativas para
orexina (3). Escala: 50 um (paneles superiores), 20 pm (paneles inferiores).

75



Resultados

1.7 La administracion intra-gastrica de DRG no activa las neuronas de la via mesolimbica

Con el objetivo de determinar si la activacion de las neuronas de la via mesolimbica es
consecuencia de la estimulacidn sensorial producida por las cualidades gustativas de la DRG, a
grupos independientes de ratones se les administré intra-gastricamente una pasta de DRG o
DC. Se observé para el grupo de ratones a los que se les administré DRG, que el numero de
células inmunoreactivas para c-Fos no fue significativamente diferente del grupo al que se le
administré DC en los nucleos de la via ni tampoco en el HLat. Especificamente, el nimero de
células inmunoreactivas para c-Fos en el grupo al que se le administré DRG y en el grupo al que
se le administré DC respectivamente fueron: en el IF 40,1 + 10,1y 51,2 + 14,4; en el caparazén

delNAC 10,6 +3,4y7,2+1,4;enlaACe 9,3+2,2y11,1+2yenel HLat 10,8 +4,1y 13,2 +2,7.

1.8 La administracion periférica de ghrelina o la ausencia de expresion de GHSR1a no afecta la
cantidad de DRG ingerida ni la activacidn de la via mesolimbica inducida por un unico evento
de ingesta de dicha dieta

Debido a la implicancia que tiene la hormona ghrelina en la ingesta homeostatica de
alimento y a las evidencias que la involucran en la regulaciéon heddnica de la alimentacion se
determind si la via de sefalizacion de ghrelina afecta la ingesta de DRG durante un Unico evento
para lo que se utilizaron dos estrategias:

— Administracion subcutanea de ghrelina (0,2 pg/gr de peso corporal) o vehiculo, a grupos
independientes de ratones; a los cuales inmediatamente luego de este tratamiento, se
les dio acceso a DC o DRG por 2 hs. Este protocolo de administracion de ghrelina causa
un aumento agudo en su concentracion plasmatica, similar en magnitud al observado

luego de un ayuno nocturno (Cabral et al., 2014).
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— Utilizaciéon de ratones deficientes de GHSR1a, a los que se les ofrecié DC o DRG durante
2 hs.

Como se puede observar en la Figura 10, se encontré un efecto significativo de la dieta [F
(1,82)= 14,66; p= 0,0003] y una interaccion significativa entre la dieta y la condicidn
experimental (WT-vehiculo, WT-ghrelina y deficiente del receptor de GHSR1a) sobre la ingesta
caldrica [F (2,82)= 4,01; p= 0,0219]. Asi, los animales WT y los animales deficientes de GHSR
consumieron significativamente mas DRG que DC. Para los animales tratados con ghrelina no se
observaron diferencias significativas entre las calorias consumidas de DRG y DC. Por otro lado,
se observo una diferencia significativa considerando Unicamente el consumo de DC en las tres
condiciones experimentales [F (2,28)= 5,36; p= 0,0107]. Los animales tratados con ghrelina y
acceso a DC tuvieron una ingesta caldrica significativamente mayor que los ratones WT y
deficientes de GHSR1a que también consumieron DC. Por otro lado no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05) en la cantidad de calorias consumidas provenientes de la DRG
en los ratones WT tratados con vehiculo, ratones WT tratados con ghrelina y ratones deficientes

de GHSR1a
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Figura 10. La administracidn periférica de ghrelina o la ausencia de expresion de GHSR no
afecta la cantidad de DRG ingerida durante un Unico evento de ingesta. El grafico muestra
la ingesta de alimento durante 2 hs para los animales WT inyectados con vehiculo o con
ghrelina y los animales deficientes de GHSR. Los valores estdn expresados como la
mediatSEM. **, p< 0,001 vs deficiente de GHSR1a DC. ***, p < 0,0001 vs vehiculo- WT DC.
a, p< 0,05 vs DC-WT y DC-deficiente de GHSR1a
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Con el objetivo de determinar si los nucleos de la via mesolimbica y el HLat se activaron
en las dos estrategias utilizadas, los ratones de todos los grupos analizados se perfundieron y
sus cerebros se procesaron para la realizacién una inmunohistoquimica contra c-Fos. Los
resultados obtenidos del analisis cuantitativo se encuentran diagramados en las Figuras 11A-D.

Para todos los nucleos analizados (NAc, ACe e HLat) no se observd interaccion significativa
entre la dieta y la condicidn experimental mientras que si hubo un efecto significativo de la dieta
en la ingesta caldrica [Centro del NAc: F(1,34)= 59,82; p< 0,0001 (Figura 11A); Caparazoén del
NAc: F(1,34)=31,92; p< 0,0001 (Figura 11B); ACe: F(1,22)=192,5: p< 0,0001(Figura 11C) e HLat:
F(1,22)= 82,84; p< 0,0001 (Figura 11D)], encontrandose en todos los nucleos y condiciones
experimentales valores de c-Fos significativamente mayores en los ratones que consumieron
DRG. Sin embargo comparando Unicamente el nimero de células inmunoreactivas para c-Fos en
los animales que consumieron DRG, no se observaron diferencias significativas entre los

animales WT tratados con vehiculo o ghrelina subcutanea y los animales deficientes de GHSR1a.
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Figura 11. La administracion periférica de ghrelina o la ausencia de expresion de GHSR no afecta la
activacion de la via mesolimbica y el HLat inducida por un tnico evento de ingesta de DRG. Los paneles A-
D muestran el nimero de células inmunoreactivas para c-Fos en el centro del NAc (A), el caparazon del Nac
(B), la Ace (C) y el HLat (D) en los animales WT tratados con vehiculo o ghrelinay en los animales deficientes
de GHSR. Los valores estan expresados como la mediatSEM. *,p<0,05 vs DC misma condiciéon. **, p<0,001
vs DC misma condicién. ***, p<0,0001 vs DC misma condicién.
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Por ultimo, para determinar si las neuronas dopaminérgicas del AVT se activaron en los
ratones tratados con ghrelina subcutdnea o en los ratones deficientes del receptor GHSR1a se
realizd6 ademads una inmunohistoquimica doble contra c-Fos y contra TH y se cuantificaron las
neuronas inmunoreactivas para TH y para c-Fos (Figura 12). En ninguna de las tres subregiones
del AVT se observd interaccidn significativa entre la dieta y la condicidon experimental mientras
que si hubo un efecto significativo de la dieta en la ingesta calérica [IF: F (1,36)=49,17; p< 0,0001
(Figura 12A); PN: F (1,36)=26,99; p< 0,0001 (Figura 12B) y PBP: F (1,29)=30,63; p< 0,0001(Figura
12C)]. Asi, para el IF el nimero de células doblemente marcadas fue significativamente mayor
en los animales que consumieron DRG con respecto a los que consumieron DC, en los tres grupos
experimentales. Para el PN y PBP el nimero de células inmunoreactivas para TH y positivas para
c-Fos también fue mayor en los animales que consumieron DRG con respecto a los que
consumieron DC aunque éste, fue estadisticamente significativo en los ratones WT tratados con

vehiculo o ghrelina mientras que no lo fue en los ratones deficientes de GHSR1a
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Figura 12. La administracion periférica de ghrelina o la ausencia de expresion de GHSR no afecta la
activacion de las subregiones del AVT inducida por un unico evento de ingesta de DRG. Los paneles A,By
C muestran el numero de células inmuno-reactivas para TH y positivas para c-Fos en las tres subregiones
del AVT (PBP, PN e IF respectivamente) en los animales WT tratados con vehiculo o ghrelina y en los
animales deficientes de GHSR. Los valores estan expresados como la mediatSEM. *,p<0,05 vs DC misma
condicién. **, p<0,001 vs DC misma condicidn. ***, p<0,0001 vs DC misma condicién
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2. ESTUDIO DE LOS CIRCUITOS NEURONALES INVOLUCRADOS Y DEL ROL DE GHRELINA EN EL
CONTROL DE MULTIPLES EVENTOS DE INGESTA DE DRG

2.1 El acceso diario a DRG en ratones lleva a eventos de hiperfagia con un perfil ascendente

Una vez caracterizados algunos aspectos del circuito neuronal activado por un unico
evento de ingesta de DRG, se estudid que ocurre si los eventos de ingesta de DRG se repetian
de forma diaria. Para esto se utilizé un protocolo de cuatro dias en el cual los animales tuvieron

acceso diario a DRG por 2 horas. Las condiciones experimentales estudiadas fueron:

- DC ad-lib: ratones con acceso a DC durante 2 hs cada dia, y con acceso constante a DC.
- DRG ad-lib: ratones con acceso a DRG durante 2 hs cada dia, y con acceso constante a DRG.
- DRG diario: ratones con acceso a DRG durante 2 hs cada dia, y con acceso constante a DC.
Como se muestra en la Figura 13, el grupo DC ad-lib consumié cantidades similares de
alimento a través de los dias durante las 2 hs de acceso al pellet de DC [F (3,52)=0,06; p=0,9799].
Los ratones con acceso a un pellet de DRG por 2 hs consumieron una mayor cantidad de alimento
el primer dia de acceso a la dieta, en comparacién con lo consumido por el grupo DC ad-lib [F
(2,47)= 9,34; p= 0,0004]. En los dias sucesivos, para el grupo DRG ad-lib no se observaron
cambios en la ingesta durante las 2 hs de acceso al pellet de DRG con respecto a lo que habian
consumido el primer dia experimental [F (3,28)=0,67; p=0,5749]. Mientras que para los ratones
con acceso a DRG unicamente durante 2 hs diarias se observd un perfil ascendente en el
consumo de dicha dieta a través de los 4 dias del experimento [F (3,108)=19,74; p< 0,0001]. Con
respecto a la ingesta de DC posterior al evento de ingesta de alimento de 2 hs, no se observaron
diferencias significativas en el consumo para los animales del grupo DC ad-lib [F (2,30)=0,10; p=
0,9068], especificamente consumieron 9,27 + 0,31, 8,56 + 0,55 and 9,17 + 0,31 kcal de DC. Para
el grupo con acceso diario a DRG, el consumo de DC en la 22 hs posteriores al evento de ingesta

de DRG no se vio afectado a través de los dias [F (2,69)= 1,40; p= 0,2537]. Las kcal consumidas
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fueron 8,68 + 0,30, 8,49 + 0,49 y 8,53 + 0,43. Para todos los grupos experimentales, no se

observaron cambios significativos en el peso corporal durante el experimento (datos no

mostrados).
2500
QDC ad-lib
a,b
W DRG ad-lib
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BIDRG diario
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Figura 13. El acceso diario a DRG en ratones lleva a eventos de hiperfagia con un perfil
ascendente . El grafico muestra la ingesta producida en 2hs durante 4 dias consecutivos para 3
grupos experimentales , DC ad-lib, DRG ad-lib y DRG diario. Los valores estdn expresados como la
mediatSEM. a, p<0,05 vs. grupo DC ad -lib el mismo dia. b, p<0,05 vs. el mismo grupo el dia 1.
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2.2 La actividad locomotora anticipatoria no se vio afectada por eventos diarios de ingesta de
DRG

Ya que se ha demostrado anteriormente que la actividad anticipatoria a la ingesta de
alimento aumenta en animales expuestos a dietas apetecible siguiendo esquemas de
alimentaciéon especificos (Blum et al., 2009, Bake et al.,, 2014), se cuantificé la velocidad
promedio 30 minutos antes de cada uno de los eventos de alimentacién con DRG, de manera de
mejorar la caracterizacién comportamental de los ratones ante el mencionado disefo
experimental. Como resultado, para este disefio experimental, no se observaron cambios en la
velocidad promedio durante los cuatro dias de acceso consecutivo a DRG (p>0,05). Los valores
de velocidad fueron los siguientes: 123 + 8 cm/min, 111+ 14 cm/min, 140+ 22y 121+ 17 cm/min
los dias 1, 2, 3y 4, respectivamente. De la misma forma, la distancia total recorrida 30 minutos
antes del evento de ingesta de DRG no presenté cambios significativos durante el experimento
[F(3,11)= 0,40; p= 0,7567; dia 1: 35,9 + 4,8 metros, dia 2: 34,6 + 4,6 metros, dia 3: 42,9 + 6,0
metros y dia 4: 36,8 + 5,3 metros]. Es importante mencionar, que se confirmé que la actividad
locomotora anticipatoria aumentd en ratones con restriccién caldrica y acceso diario a DRG,
como ya se ha demostrado previamente(Le Merrer and Stephens, 2006). El primer dia para los
ratones con restriccidn caldrica, la distancia total recorrida en anticipacién al evento de ingesta
fue 28,1 + 2,6 metros, la cual no cambid significativamente durante los cuatro dias del
experimento [F (3,11)= 0,54; p= 0,6634]. Los valores obtenidos fueron 31,4 + 0,9; 30,8 +3,4 y
33,2+ 0,2 metros paralos dias 2, 3 y 4 respectivamente. Sin embargo, la distancia total recorrida
en anticipacién a los eventos de ingesta de DRG aument¢ significativamente los dias 2,3y 4 [F
(3,11)= 12,87; p= 0,0006] (p<0,01 para todos los dias vs el dia 1). Los valores fueron 55,8 + 4,2;

53,3+ 7,2y52,2 +3,0 metros para los dias 2, 3 y 4 respectivamente
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2.3 Eventos diarios de ingesta de DRG activan neuronas de la via mesolimbica y del HLat

Luego, se realizd un mapeo de las dreas del cerebro que se activaron en respuesta a
eventos diarios de ingesta de DRG de manera de poder realizar posteriormente una
comparacion tanto comportamental como neuroanatémica entre ambos protocolos. Para esto,
secciones coronales de cerebro provenientes de animales de los grupos antes descriptos se
procesaron para realizar una inmunohistoquimica contra c-Fos.

Los ratones de los grupos DC ad-lib y DRG ad-lib se sacrificaron el cuarto dia
experimental luego de las 2 hs en las que tuvieron acceso a sus respectivas dietas, mientras que
los ratones con acceso diario a DRG se sacrificaron a tres tiempos distintos:

- DRG /post dia 1: sacrificados el primer dia experimental luego del consumo de DRG.

- DRG /pre dia 4: sacrificados el cuarto dia experimental inmediatamente antes de que se les
permitiera el acceso a DRG.

- DRG /post dia 4: sacrificados el cuarto dia experimental luego del consumo de DRG.

Como puede observarse en la Tabla 2 en la que se enumeran nucleos relacionados a
circuitos heddnicos, la mayor densidad de células inmunoreactivas para c-Fos se observo en el

grupo con acceso diario a DRG durante 4 dias en los nucleos: AVT, NAc, ACe, e HLat.
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Tabla 2. Densidad relativa de c-Fos observada luego de uno o miiltiples eventos de
ingesta de DRG en niicleos cerebrales relacionados al procesamiento hedénico !

DC DRG DRG DRG DRG
ad-lib ad-lib postdial | prediad | postdiad

AVT- Paranigral - - ++ - o
coiabsinse Ty . . + - -
AVT- Interfascicular - + ++ ++ +++
NAc-Caparazon - - ++ + ++4
NAc-Centro - - ++ - +++
Amigdala Central - + ++ - ++
Amigdala Basolateral - - + - ++
Ventral Pallidum - . - & #
Hipocampo - - - - 2
Hipotalamo Lateral - ++ ++ + ++4

1 La estimacién de la densidad de

las células inmunoreactivas para c-Fos se hizo
considerando tanto la intensidad de la sefial como el nimero de células marcadas.
+++, densidad elevada; ++, densidad moderada; +, densidad baja.
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2.4 Eventos diarios de ingesta de DRG activan diferencialmente las neuronas dopaminérgicas
del AVT

Para determinar el grado de activacién de las neuronas dopaminérgicas del AVT en los
distintos grupos experimentales, se realizé una inmunohistoquimica doble contra c-Fos y contra
TH (Figura 14A) y posteriormente se realizé un analisis cuantitativo de las tres subregiones
consideradas para el AVT. (Figura 14B-D). Para las distintas subregiones del AVT se encontraron
diferencias significativas en la cantidad de neuronas inmunoreactivas para TH y positivas para c-
Fos [IF: F (4,43)= 23,27; p< 0,0001; PN: F (4,43)= 13,12; p< 0,0001 y PBP: F (4,43)= 22,16; p<
0,0001]. En el IF (Figura 14B), el nimero de neuronas inmunoreactivas para TH y positivas para
c-Fos en el grupo DRG/post dia 4, fue significativamente mayor que el encontrado en los grupos
DC ad-lib y DRG ad-lib e inclusive fue significativamente mayor que los niveles de c-Fos
encontrados en los grupos DRG/post dia 1 y pre dia 4. Los valores encontrados para estos dos
ultimos grupos no difirieron entre si. En el PN (Figura 14C), para los grupos DRG post/dial y post
dia4 los valores de células doblemente marcadas fueron similares y a su vez significativamente
mayores que los encontrados en los otros grupos experimentales. Por ultimo en el PBP (Figura
14D), el ndmero de neuronas inmunoreactivas para TH y positivas para c-Fos fue
significativamente mayor en los grupos DRG/post dia 1 y post dia 4 con respecto a los demas
grupos, siendo los valores encontrados para el grupo DRG/post dia 4 significativamente mayores

gue los encontrados para el grupo con un Unico evento de ingesta de DRG.
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Figura 14. Eventos intermitentes de ingesta de DRG activan diferencialmente las neuronas dopaminérgicas del
AVT. El panel A muestra microfotografias representativas a baja y alta magnificacién de secciones cerebrales del
AVT sometidas a una IHQ doble c-Fos (sefial negro/violeta)/TH (sefial marrén) para todos los grupos
experimentales. Para cada grupo, los paneles superiores muestran imagenes a baja magnificacion y los paneles
inferiores muestran imagenes a alta magnificacion de las areas marcadas en las imagenes superiores. IF (paneles 1),
PN (paneles 2) y PBP (paneles 3). Las flechas indican células doblemente marcadas. Escalas: 200 um (baja
magnificacion), 20 um (alta magnificacion). Los graficos de barras muestran el nimero total de células inmuno-
reactivas para TH y positivas para c-Fos en el IF (B), PN (C) y PBP (D) para todos los grupos experimentales. Los
valores estdn expresados como la mediatSEM. a, p<0,05 vs grupo DC ad-lib. b, p<0,05 vs grupo DRG/post dia 1. c,
p<0,05 vs grupo DRG/pre dia 4.
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2.5 Eventos diarios de ingesta de DRG activan diferencialmente las sub-regiones del NAc

Para caracterizar mejor la activacién de las subregiones del NAc inducida por eventos
diarios de ingesta de DRG, se realizé un analisis cuantitativo de la inmunohistoquimica contra c-
Fos para este nucleo (Figura 15). Para las tres subregiones del NAc el andlisis cuantitativo indicé
diferencias significativas en los niveles de células inmunoreactivas para c-Fos [Caparazén medial:
F (4,37)= 11,50; p< 0,0001; Caparazon lateral: F (4,37)= 12,49; p< 0,0001 y Centro: F (4,37)=
33,04; p< 0,0001]. En el Caparazén medial (Figura 15B) de los ratones con acceso diario a DRG
por 4 dias, el numero de células inmunoreactivas para c-Fos fue significativamente mayor que
el encontrado en los grupos DC ad-lib, DRG ad-lib y aunque también fue mayor que el
encontrado en el grupo con un Unico acceso a DRG, éste no fue estadisticamente significativo.
En el Caparazdn lateral (Figura 15C), el numero de células inmunoreactivas para c-Fos fue
significativamente mayor en el grupo DRG/post dia 4, con respecto a los demas. Por ultimo, en
el Centro del NAc (Figura 15D), asi como en el caparazéon medial, los niveles de c-Fos fueron
significativamente mayores para los grupos DRG/post dial y post dia 4 con respecto a los otros
grupos experimentales, aunque en este caso el aumento en el numero de células
inmunoreactivas para c-Fos encontrado en el grupo con 4 eventos diarios de ingesta fue

significativamente mayor que el encontrado para el grupo que consumié sélo una vez DRG.
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Figura 15. Eventos intermitentes de ingesta de DRG activan diferencialmente las subregiones del NAc. El panel A
muestra microfotografias representativas de secciones cerebrales de la regidon del NAc sometidas a una IHQ contra c-Fos
(sefial negro/violeta) para todos los grupos experimentales. Escala: 100 pm. Los paneles inferiores muestran el nimero
total de células inmunoreactivas para c-Fos en el caparazén medial (B), el caparazon lateral (C) y el centro del NAc (D)
para todos los grupos experimentales. Los valores estan expresados como la media +SEM. a, p<0,05 vs grupo DC ad-lib. b,
p<0,05 vs grupo DRG/post dia 1. ¢, p<0,05 vs grupo DRG/pre dia 4.
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2.6 Eventos diarios de ingesta de DRG activan las neuronas productoras de orexina del HLat
Para determinar silas neuronas productoras de orexina del HLat se activaron en respuesta
a eventos diarios de ingesta de DRG, se realizd una inmunohistoquimica doble contra c-Fos y
contra orexina (Figura 16A). Luego se realizé un andlisis cuantitativo de las células
inmunoreactivas para c-Fos y de las células doblemente marcadas el cual arrojé diferencias
significativas para ambos recuentos [F (4,22)= 24,02; p< 0,0001 y F (4,22)= 10,44; p< 0,0001
respectivamente]. El nimero de células inmunoreactivas para c-Fos fue significativamente
mavyor en los grupos DRG/post dia 1y post dia 4 en comparacién con los valores encontrados en
los demas grupos experimentales, siendo el grupo con 4 eventos diarios de ingesta de DRG el
que presentd un nimero significativamente mayor con respecto al grupo DRG/post dia 1 (Figura
16B). Del analisis cuantitativo de las células inmunoreactivas para orexina y positivas para c-Fos
se observd que nuevamente los grupos con 1 acceso y con 4 accesos diarios presentaron los
mayores niveles de células doblemente marcadas con respecto a los otros grupos (Figura 16C).
Por otro lado, la distribucién de estas células no tuvo ninguna distribucion particular dentro del

HLat.
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Figure 16. Eventos intermitentes de ingesta de DRG activan las neuronas productoras de orexina del HLat. El panel A
muestra microfotografias representativas de secciones cerebrales del HLat sometidas a una IHQ doble c-Fos (sedal
negro/violeta)/orexina (sefial marrén) para todos los grupos experimentales. Los insertos muestran dreas a alta
magnificacién marcadas en las imagenes a baja magnificacién. Las flechas indican células doblemente marcadas. Escalas:
200 um (baja magnificacién), 20 um (alta magnificacién). Los paneles inferiores muestran el nimero total de neuronas
inmunoreactivas para c-Fos (B) y neuronas inmunoreactivas para orexina y positivas para c-Fos (C) para todos los grupos
experimentales. Los valores estdn expresados como la mediatSEM. a, p<0,05 vs grupo DC ad-lib. b, p<0,05 vs grupo
DRG/post dia 1. c, p<0,05 vs grupo DRG/pre dia 4.
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2.7 El bloqueo del receptor de orexina Ox1 no afecta el escalamiento en el consumo de DRG,
ni la activacion de la via mesolimbica inducida por eventos diarios de ingesta de dicha dieta
Continuando con la misma linea de andlisis realizada para la ingesta de DRG durante un
Unico evento, se estudid si la accion de orexina, via el receptor Ox1, se requiere para que ocurra
el incremento progresivo en el consumo de DRG. Para esto, se administrd a un grupo de ratones
el antagonista de Ox1, SB-334867, y al otro vehiculo media hora antes de permitirles ingerir un
pellet de dicha dieta durante los cuatro dias consecutivos que durd el experimento.
Posteriormente, los ratones se perfundieron, y los cerebros extraidos se acondicionaron para la
realizacién de una inmunohistoquimica contra c-Fos y contra c-Fos y TH en secciones cerebrales
gue contenian el NAc y el AVT respectivamente, para terminar con un analisis cuantitativo de
dichas tinciones. Como resultado se observd que los animales tratados con antagonista o con
vehiculo desarrollaron un perfil de consumo de DRG ascendente a través de los dias [F (3,28)=
12,64; p< 0,0001 y F (3,36)= 7,06; p= 0,0007 respectivamente]. Como ya se mostré antes, el
tratamiento con SB-334867 disminuyé significativamente la ingesta de DRG el primer dia del
experimento [t (16)= 3,46; p= 0,0032]. Sin embargo no afecté en forma significativa el
incremento progresivo en la cantidad de DRG consumida durante los dias posteriores del
experimento, de forma que tanto el grupo tratado con SB-334867 como en el tratado con
vehiculo, presentaron un perfil ascendente en la ingesta de DRG los dias 2,3 y 4 (Figura 17A). En
la Figura 17B se muestra la ingesta de DC en las 22 hs restantes luego del acceso a DRG, la cual
no se vio afectada durante el experimento en ambos grupos. El analisis cuantitativo realizado de
la inmunohistoquimica contra c-Fos y TH no mostré para ninguna de las tres subregiones del
AVT diferencias significativas en el nUmero de neuronas doblemente marcadas [IF: t(5)= 0,44;
p=0,6810 (Figura 17C); PN: t(5)=0,66; p=0,5376 (Figura 17D) y PBP: t(5)=0,22; p=0,8343 (Figura

17E)] asi como tampoco lo hizo para el NAc en el numero de células inmunoreactivas para c-Fos
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[caparazon medial: t(5)= 0,86; p= 0,4266 (Figura

17F); caparazon lateral: t(4)=0,31; p=0,7733

(Figura 17G) y centro: t(6)=0,74; p=0,4872 (Figura 17H)]
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Figure 17. El bloqueo del receptor de orexina Ox1 no afecta el escalamiento en el consumo de DRG , ni la
activacion de la via mesolimbica inducida por eventos intermitentes de ingesta de dicha dieta. Los paneles Ay B
muestran el consumo durante las 2 hs de acceso diaric a DRG y el consumo de DC las 22 hs restantes del dia,
respectivamente, para los animales tratados con vehiculo o SB-334867. Los paneles C-E muestran el nimero total
de células inmunoreactivas para TH y positivas para c-Fos en el IF (C), PN (D) y PBP (E), mientras que los paneles F-H
muestran el nimero total de células inmunoreactivas para c-Fos en el caparazén medial (F), caparazén lateral (G) y
centro del NAc (H). Los valores se expresan como la media £SEM. a, p<0,05 vs grupo tratado con vehiculo el mismo

dia.
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2.8 La expresion de GHSR1a es necesaria para el desarrollo del perfil ascendente en el
consumo de alimento y la activacion de la via mesolimbica inducida por eventos diarios de

ingesta de DRG

Teniendo en cuenta la relevancia que tiene la ghrelina en la ingesta de alimento se estudié
si ésta tiene algun rol en el desarrollo del escalamiento en el consumo de DRG de este modelo
experimental. Para realizar esto, se utilizaron ratones deficientes de GHSR1a y a sus hermanos
salvajes a los que se les permitié ingerir cada mafana un pellet de DRG por 2 hs durante cuatro
dias, al igual que lo descripto anteriormente. El cuarto dia y luego de ofrecerles acceso a DRG,
los animales se perfundieron y sus cerebros se procesaron para la realizacién de una
inmunohistoquimica simple contra c-Fos y dos dobles: una contra c-Fos y TH y la otra contra c-
Fos y orexina. Finalmente, se realizdé un analisis cuantitativo de las tinciones realizadas.

A diferencia de lo observado para los ratones WT, en los ratones deficientes de GHSR1a
no se observé el perfil ascendente en el consumo de DRG a través de los dias [F (3,48)=0,02; p=
0,9948 (Figura 18A)]. Por otro lado, al igual que en los ratones WT, la ingesta de DC en las 22 hs
posteriores a los eventos de acceso a DRG permanecié inalterada (Figura 18B).

En el andlisis cuantitativo realizado del AVT, se observd que los ratones deficientes de
GHSR1a presentaron un descenso significativo en el nUmero de células inmunoreactivas para TH
y positivas para c-Fos en las tres subregiones [IF: t (16)=4,77; p= 0,0002 (Figura 18C); PN: t (16)=
3,38; p= 0,0038 (Figura 18D) y PBP: t (15)= 4,29; p= 0,0006 (Figura 18E)]. Sin embargo, no se
observaron diferencias en el nimero total de neuronas inmunoreactivas para TH entre ratones
WT y deficientes de GHSR1a para el IF [t (16)=0,12; p=0,9075], PN ([t (16)=0,16; p=0,8724] y PBP
[t (14)=1,21; p=0,2454]. En particular, se encontraron en los animales WT 446 + 18, 693 + 36 y

1241 + 143 neuronas inmunoreactivas para TH en el IF, PN y PBP, respectivamente. Mientras
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qgue para los animales deficientes de GHSR1a se encontraron 442 + 18, 701 + 21, 1430 + 61
neuronas inmunoreactivas para TH en el IF, PN y PBP respectivamente.

En las tres subregiones del NAc, el nUmero de células inmunoreactivas para c-Fos de los
animales deficientes de GHSRla luego de 4 eventos diarios de ingesta de DRG fue
significativamente menor que los niveles de c-Fos encontrados en los animales WT [Caparazon
medial: t(14)= 2,73; p= 0,0164 (Figura 18F); Caparazoén lateral: t(14)= 3,22; p= 0,0062 (Figura
18G) y Centro: t(14)= 3,43; p= 0,0041 (Figura 18H)].

Po ultimo en el HLat, el nUmero de neuronas inmunoreactivas para orexina y positivas
para c-Fos en los ratones deficientes de GHSR1a fue significativamente menor que el encontrado
en los ratones WT luego de 4 eventos de consumo de DRG [7619 y 272+39, neuronas
doblemente marcadas, respectivamente; t (10)= 4,70; p= 0,0008]. Sin embargo, el nimero total
de neuronas inmunoreactivas para orexina no difirié significativamente entre ratones WT y

deficientes de GHSR1a [1668 + 77 vs 1827 + 136, respectivamente; t (15)=1,11; p= 0,2838].
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Figura 18 La expresion de GHSR es necesaria para el desarrollo del perfil ascendente en el consumo de alimento
y la activacién de la via mesolimbica inducida por eventos intermitentes de ingesta de DRG. El panel A muestra
el consumo de DRG por 2 hs diarias durante los 4 dias de experimento . El panle B muestra el consumo de DC en
las 22 hs restantes del dia para cada dia experimental. Los paneles C-E muestran el nimero de neuronas inmuno-
reactivas para TH y positivas para c-Fos en las subregiones del AVT. Los paneles F-H muestran el nimero total de
células inmuno-reactivas para c-Fos en las subregiones del NAc. Todos los graficos muestran los resultados para
los dos grupo experimentales: WT y deficientes de GHSR. Los valores estdn expresados como la mediazSEM. a,
p<0,05 vs mismo grupo el dia 1. b, p<0,05 vs grupo WT el mismo dia. *, p<0,05 vs grupo WT
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2.9 La administracion de ghrelina no modifica el perfil ascendente del consumo de alimento
inducido por eventos diarios de ingesta de DRG

Para continuar con el estudio de la implicancia de la hormona ghrelina en la ingesta diaria
de DRG, se utilizaron dos grupos de ratones, uno tratado diariamente con ghrelina y otro con
vehiculo de forma subcutanea, previamente a que se les permitiera el acceso a un pellet de DRG.

Como resultado, se observd nuevamente el desarrollo del perfil ascendente en el
consumo de DRG a través de los dias tanto en los animales inyectados con vehiculo como en los
inyectados con ghrelina, aunque sélo en los primeros el escalamiento en la ingesta fue
significativo [F (3,20)=5,53; p= 0,0063]. En los animales tratados con ghrelina aunque es visible
que la ingesta va aumentando a través de los dias el escalamiento no resultd ser
estadisticamente significativo [F (3,15)= 3,01; p= 0,0634]. Por otro lado, la magnitud del
aumento progresivo en la ingesta de DRG entre ambos grupos no mostré diferencias

significativas (Figura 19)
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Figura 19. La administracion de ghrelina periférica no modifica el perfil ascendente en el consumo de alimento
inducido por multiples eventos de ingesta de DRG. El panel A muestra el consumo de DRG luego del tratamiento con
vehiculo o ghrelina durante los 4 dias del experimento. a, p<0,005 vs misma condicién el dia 1.
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3. ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LAS NEURONAS CRF DE LA AMIGDALA EN EL CIRCUITO
NEURONAL QUE SE ACTIVA POR UNO O MULTIPLES EVENTOS DE INGESTA DE DRG

3.1 El ratén transgénico CRF-hrGFP es un modelo adecuado para estudiar las neuronas CRF de
la amigdala

Con el objetivo de poder estudiar la implicancia que tienen las neuronas CRF de la
amigdala en comportamientos asociados con la recompensa y dado que estas neuronas no
pueden ser detectadas por técnicas de inmunohistoquimica tradicionales, el Dr. Perelld
desarrolld6 un ratén transgénico que expresa hrGFP bajo el promotor de CRF. Mas
especificamente se modificé el BAC de CRF RP24-80122, de forma tal que la expresién de hrGFP
esta dirigida por los elementos regulatorios del gen de CRF (Figura 20A). Por microscopia de
fluorescencia se confirmé la abundante presencia de células que expresan hrGFP en la amigdala
(De Francesco et al., 2015).

Para determinar si la expresion de hrGFP era limitada a las neuronas CRF, se realizdé un
analisis neuroanatdmico de la autofluorescencia de hrGFP junto con la sefial generada por una
inmunohistoquimica fluorescente roja contra CRF. La fluorescencia de hrGFP fue intensa y se
encontré principalmente en los cuerpos neuronales y también en las dendritas. Como la
visualizacidn inmunohistoquimica de las neuronas productoras de CRF es dificultosa los animales
se pre-trataron con colchicina intra-amigdala. Bajo esta condicidn, la sefial de CRF se observd
principalmente en el cuerpo celular y el patron de fluorescencia de hrGFP no se vio afectado
permitiendo la estimacion del grado de colocalizacion de ambas sefiales fluorescentes (Figura
20B-E). Alrededor del 100% de las neuronas dela amigdala inmunoreactivas para CRF expreso
también hrGFP, mientras que el 87 + 12% de células verdes fluorescentes también presenté

sefal roja fluorescente de CRF.
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Figura 20. Raton transgénico CRF-hrGFP. El panel A muestra un diagrama esquematico de la derivacion del ratén CRF-
hrGFP. El panel B muestra un diagrama esquematico de una seccién coronal al nivel de donde fueron tomadas la
microfotografias . El panel C muestra la superposicion de imagenes con la sefial de hr-GFP (sefal verde) y CRF (sefal
roja) dentro de la amigdala a baja magnificacién. Los paneles D-F muestran microfotografias del area marcada en el
panel C. Sefial de CRF en rojo (D), sefal de hrGFP en verde (E) y superposicién de las dos imdgenes anteriores. La
flechas indican células doblemente marcadas. Escalas: 200 um (baja magpnificacién), 20 um (alta magnificacién).
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3.2. El marcador de activacion neuronal c-Fos es adecuado para estimar la activacion de las
neuronas CRF de la amigdala del ratén CRF-hrGFP
Con el objetivo de evaluar si la utilizacién de c-Fos como marcador de activacidon neuronal
es util para estudiar las neuronas CRF de la amigdala se sometié a distintos grupos de ratones
CRF-hrGFP a protocolos experimentales en los que se conoce que se recluta dicha poblacion
neuronal (Dayas et al., 2001, Martinez et al., 2002, Wu et al., 2014). Luego de cada protocolo
experimental se realizé una inmunohistoquimica contra c-Fos para evaluar si se activaron las
neuronas CRF de la amigdala
Se realizaron tres protocolos experimentales:
— Ayuno/realimentacidn
— Estrés por confrontacién social
— Administracion de LPS
Como resultado se pudo observar que el nimero de células inmunoreactivas para c-Fos
en la amigdala se incrementd en los 3 experimentos realizados; observdandose ademads, un
aumento significativo de neuronas hrGFP positivas para c-Fos con respecto a los niveles
encontrados en los ratones control, siendo el protocolo de ayuno/realimentacion el que mostré
mayor nimero de colocalizaciones con respecto a sus respectivos controles [t (2)=27,35;

p=0,0013] (Tabla 3, Figura 21)
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Tabla 3. Densidad relativa de c-Fos y andlisis cuantitativo de neuronas hrGFP positivas para c-Fos en la amigdala
para los protocolos experimentales utilizados en la validacién funcional del ratén CRF-hrGFP

Condicién experimental

Densidad de C-Fos

Nimero de neuronas IR para
GFP y positivas para c-Fos

Control - 00
LPS + 243249%**
Social Defeat stress ++ 303+64%**
Ayuno/realimentacién ++ 663124%**

Figura 21. El marcador de activacién neuronal c-Fos es adecuado para estimar la activacién de las neuronas CRF de la
amigdala del raton CRF-hrGFP. Los paneles superiores e inferiores muestran microfotografias representativas de una
seccion cerebral conteniendo la amigdala de un animal control (paneles A-C) y de un animal sometido al protocolo de
ayuno/realimentacién (paneles D-F). Las flechas indican células hrGFP e inmuno-reactivas para c-Fos.
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3.3 Las neuronas CRF de la amigdala no se activan por uno o muiiltiples eventos de ingesta de
DRG

Teniendo en cuenta que la amigdala resulté activada luego de uno o cuatro eventos
diarios de ingesta de DRG, se decidid evaluar si las neuronas activadas son las neuronas CRF de
la amigdala. Para esto se expuso a los ratones CRF-hrGFP a uno o cuatro eventos diarios de
ingesta de DRG. Luego se realizdé una inmunohistoquimica contra c-Fos en secciones coronales
de la amigdala. Como resultado no se encontré ninguna neurona CRF de la amigdala que tenga
el nucleo positivo para c-Fos luego de uno o cuatro eventos de ingesta de DRG, aunque la
activacion de la amigdala aumentd con respecto a los ratones control. En particular, se
encontraron 8 + 8, 84 £ 33y 179 + 20 células positivas para c-Fos en el grupo control, en el grupo
con un Unico acceso a DRG y en el grupo con 4 eventos diarios de acceso a DRG.

Con el fin de complementar el estudio del rol de las neuronas CRF de la amigdala en la
modulacién de aspectos heddnicos de la ingesta de DRG, los animales CRF-hrGFP se expusieron
a dos protocolos experimentales que producen la activacién de las neuronas de la amigdala.
Ellos fueron: (i) un protocolo de aversidon condicionada a la DRG (George et al., 2012, Zorrilla et
al., 2014) vy (ii) el retiro de la DRG luego de dos semanas de consumo de la misma (Zhou et al.,
2003, George et al., 2007). En el primer caso, la ingesta de DRG disminuy® significativamente en
el grupo previamente tratado con cloruro de Litio en comparacién con el grupo tratado con
solucion salina [213 + 50 vs 578 + 129, respectivamente; t (9)= 2,82; p= 0,0202], indicando el
desarrollo de aversidn condicionada hacia la DRG.

Se realizé nuevamente una inmunohistoquimica contra c-Fos en los animales utilizados
para cada experimento y como resultado en ningln caso se observé aumento de c-Fos en las
neuronas CRF, aunque si de la amigdala en el protocolo de aversidon condicionada. En el

protocolo de retiro de DRG la visualizacién de los niveles de c-Fos fue inconsistente.
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En la presente Tesis Doctoral, se estudiaron distintos aspectos relacionados con la ingesta
espontdnea de DRG. Se consideraron resultados comportamentales, neuroanatémicos y
funcionales, para intentar delinear los circuitos neuronales que regulan la ingesta de dicha dieta
y la participacion de la ghrelina en los mismos. Inicialmente, se caracterizaron los circuitos
neuronales activados por un solo evento de ingesta de DRG. Luego, se continué con un modelo
de eventos diarios de ingesta de DRG, el cual representaria de forma mas acertada lo que ocurre
en personas que sufren algunos tipos de trastornos alimentarios. En ambos casos, se estudio el

rol modulador de la ghrelina sobre los modelos murinos utilizados.

En el primer capitulo, se estudid un Unico evento de ingesta de DRG. En éste, se observo
un comportamiento hiperfagico espontdneo, ante la presencia novedosa de un pellet de DRG.
Estudios neuroanatdomicos posteriores evidenciaron que la ingesta espontanea de DRG activa
centros de la via mesolimbica, que incluyen neuronas del AVT, NAc y ACe, asi como también,
neuronas del HLat. Se encontrd, también, una diferencia en las respuestas de las diferentes
subregiones del AVT. En términos del circuito neuronal implicado, se mostré que la activacién
del receptor Ox1 es necesaria, tanto para la regulacién de la magnitud del consumo espontaneo
de DRG, como para la activacién completa de la via mesolimbica. En estudios neuroanatémicos
y de trazado neuronal, se observd que las neuronas productoras de orexina del HLat, que se

activan por la ingesta de DRG, inervan el AVT.

Existen evidencias que avalan que los circuitos que controlan la motivacidn a consumir
dietas apetecibles, son poderosos sistemas capaces de estimular la ingesta de alimentos aun por
sobre las sefiales homeostaticas (Egecioglu et al., 2011). En los experimentos realizados durante
esta Tesis, se observd que los animales que tuvieron acceso a un pellet de DRG consumieron de
forma espontanea 1.216 Kcal, que representan aproximadamente un quinto de su ingesta

caldrica diaria. En cuanto a esto, es importante remarcar que los ratones se encontraban
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saciados, y que la exposicion a la DRG se dio en un momento del dia (a la mafiana) en el que la
ingesta de alimento en roedores es minima. Ademas, los ratones tuvieron libre acceso a DC
durante todo el experimento. Asi, la ingesta espontdnea de DRG parece, en este caso, deberse
a la naturaleza apetecible del estimulo e implicaria aspectos heddnicos de la ingesta de
alimentos. Apoyando esta idea, en los cerebros de los animales que ingirieron DRG, se observo
una fuerte activacion, evidenciada por el nimero de células inmunoreactivas para c-Fos, en

diferentes nucleos de la via mesolimbica.

Este simple modelo utilizado en la primera parte de este trabajo, ha sido revisado por
expertos en el campo, en su reciente publicacion(Valdivia et al., 2014). Estos concuerdan en que
puede ser relevante para estudiar los comportamientos de atracdn. Sin embargo, cuestionaron
dos aspectos del modelo. Por un lado, el hecho de que no mide indicadores de la sensacion de
pérdida de control, aspecto que define justamente el concepto aceptado de atracdn (American
Psychiatric Association, 2013). Por otro lado, cuestionaron que es un solo evento y no se repite
en el tiempo, a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de los pacientes con desérdenes
alimentarios. Esto es acertado, aunque en lo que respecta a la primera objecién ya se ha
explicado en la introduccion la dificil tarea de modelar estos aspectos subjetivos, asociados a
este comportamiento. En cuanto a lo segundo, la intencidn de esta primera parte del trabajo
fue caracterizar lo que ocurre y, también, los circuitos implicados en un Unico evento de atracén
alimentario, para luego estudiar su evolucion en el tiempo. La inclusién de un grupo expuesto a
una cantidad de DRG similar a la consumida por los ratones control, llamado DRG pair-fed, se
uso para distinguir los potenciales efectos relacionados con la naturaleza de la DRG, de aquellos
relacionados con la ingesta excesiva de la misma. A pesar de que la DC y la DRG no son
isocaldricas, el total de calorias consumidas por el grupo DRG pair-fed y el grupo control fueron

estadisticamente indistinguibles.
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En este trabajo, se evalud la activacién neuronal en distintos nucleos cerebrales mediante
el uso de una inmunohistoquimica contra c-Fos, ya que se ha probado que la rdpida y transitoria
induccion de genes de expresion rapida, como lo es el gen que codifica para la proteina c-Fos,
permite generar mapas de activacién celular en el sistema nervioso central (Dragunow and Faull,
1989, Sheng and Greenberg, 1990, Morgan and Curran, 1991, Herrera and Robertson, 1996,
Herdegen and Leah, 1998). Sin embargo, es importante tener en cuenta que la falta de expresion
de c-Fos no necesariamente indica que un determinado grupo celular no esté implicado en la
respuesta a un estimulo o incluso que se haya activado eléctricamente (Labiner et al., 1993,
Ericsson et al., 1994, Brown and Sawchenko, 1997, Figueiredo et al., 2003). El porqué de la
ausencia de c-Fos en algunas condiciones experimentales es desconocida, pero podria ser
debida a una deficiencia en los mensajeros bioquimicos requeridos, que regulan la induccion de
c-Fos; a que c-Fos no se exprese en el tipo neuronal especifico; o a que estos tipos neuronales
tengan umbrales de activacidon mds altos para que se produzca la induccién de c-Fos (Pacak and
Palkovits, 2001, Konkle and Bielajew, 2004). Por otro lado, en el caso de estimulos repetidos, la
respuesta de c-Fos puede estar disminuida, posiblemente debido a que su aumento estaria
reemplazado por los denominados FRAs, del inglés Fos-related antigens, cuya expresion es
temporalmente mas prolongada, por lo que la distribucidn de las proteinas FRA podrian ser una
medida mas adecuada de la activacién en el estudio de estimulacién crénica (Konkle and
Bielajew, 2004). A pesar de que estas consideraciones deben ser tenidas en cuenta, c-Fos es uno
de los marcadores funcionales de activacién neuronal mas utilizado por varias razones (Kovacs,
2008): (i) en condiciones basales sus expresidn es baja; (ii) es inducido en respuesta a varias
sefiales extracelulares incluyendo iones, neurotransmisores, factores de crecimiento, drogas,
alimentos, situaciones generadoras de estrés, entre otras ;(iii) su respuesta es transitoria y (iv)

su deteccidn es sencilla y puede ser facilmente combinada con varios marcadores, incluyendo
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mRNA de neuropéptidos y proteinas, trazadores retrégrados y otros marcadores de actividad
(Elias et al., 1999, Zhang et al., 2000, Rajendren, 2002, Valdivia et al., 2014).

Un concepto a considerar en relaciéon con el comportamiento que mostraron los ratones
expuestos a la DRG, es el de neofobia. La neofobia es la capacidad especifica de evitar cualquier
novedad, incluso la comida, y evaluar las consecuencias que puede traer acercarse o ingerirla,
antes de hacerlo (Barnett, 1958, 1963, Le Magnen, 1992, Barnett, 2009). Este comportamiento
esta presente en muchas especies (Bryan, 1987, Inglis, 1996, Launchbaugh, 1997, Addessi et al.,
2004), incluyendo los roedores (Barnett, 1963, Caroll, 1975, Kronenberger and Medioni, 1985,
Inglis, 1996, Barnett, 2009, Modlinska et al., 2015). Las ratas, por ejemplo, cambian la conducta
alimentaria si cambia el lugar donde aparece la comida, el contenedor de ésta, asi como
también, si se hacen cambios en el tipo y esquema de alimentacidn (Inglis, 1996, Barnett, 2009).
Su respuesta a estas nuevas condiciones resulta de la interaccién de comportamientos
contrapuestos, motivados por la curiosidad y el miedo a su posible toxicidad, lo que genera
inicialmente la evitacidn hacia el nuevo alimento, seguida por una gradual familiarizacion; y si
ese nuevo alimento no se asocia con sintomas adversos, entonces su ingesta aumenta
(Modlinska et al., 2015). De acuerdo con los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, la
neofobia parece jugar un rol menor, ya que los animales ingirieron DRG a pesar de ser novedosa
para ellos, y esto se dio principalmente durante la primera media hora a partir del ofrecimiento
del pellet (datos no mostrados). La casi ausencia de neofobia podria deberse a las minimas
diferencias macroscépicas que presentan los pellets de DRG y DC en lo que respecta a su
apariencia, asi como también a que los ingredientes utilizados para preparar ambas dietas son
los mismos, aunque, se encuentran en distinta proporcidn en cada una de ellas. A pesar de esto,
es posible que algun grado de neofobia haya existido; sin embargo, la cantidad de DRG ingerida,

y la ausencia de activacién de nucleos que responden ante un estimulo gustatorio novedoso
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(Lin et al., 2012), sugiere que si la neofobia estuvo presente, fue minima y transitoria. Por lo
tanto, el paradigma experimenta utilizado seria para investigar los circuitos neuronales y los
mecanismos moleculares que regulan los comportamientos alimentarios relacionados con
procesos heddnicos.

Como ya se menciond, uno de los resultados encontrados en este estudio fue que las
neuronas dopaminérgicas del AVT se activan en los animales que ingirieron DRG de forma
espontanea. En trabajos previos, se ha demostrado que justamente estas neuronas son el sitio
de accidon de varias drogas de abuso, como por ejemplo, la nicotina (lkemoto et al., 2006), los
canabinoides (Zangen et al., 2006), la cocaina (Rodd et al., 2005), el etanol (Rodd-Henricks et al.,
2000) y los opioides (Gysling and Wang, 1983, Zangen et al., 2002). Sin embargo, es importante
mencionar, que el rol de las neuronas dopaminérgicas del AVT y, principalmente, su conexion
con el NAc en la ingesta heddnica de alimento, es aun controversial y tema de debate (Wise,
2006, Palmiter, 2007, Salamone and Correa, 2013). Se ha mostrado que ciertos alimentos de
naturaleza apetecible activan estas neuronas y elevan los niveles de dopamina en el NAc
(Hernandez and Hoebel, 1988, Wilson et al., 1995, Bassareo and Di Chiara, 1999, Hajnal et al.,
2004, Liang et al., 2006), al igual que lo hacen ciertas drogas de abuso. Sin embargo, esta sola
observacion, llevaria a asumir que la dopamina media directamente el placer inducido por el
consumo de alimento, y que el aumento de dopamina en el NAc controla directamente las bases
emocionales de la ingesta de alimentos apetecibles. Esto, en ultima instancia, podria llevar al
atracén alimentario y eventualmente provocar obesidad, simplificando de esta forma, la funcién
de las neuronas dopaminérgicas en la ingesta heddnica de alimento. Una de las teorias mas
actuales propone que las via de sefalizacion dopaminérgica, desde el AVT hacia el NAgc,
hipocampo, amigdala y/o corteza pre-frontal, promueven actividades relacionadas con procesos

heddnicos, facilitando comportamientos dirigidos hacia objetivos especificos como lo es la
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alimentacién (Palmiter, 2007). De hecho las neuronas dopaminérgicas del AVT responden a
estimulos visuales, olfativos y gustativos, asi como también, a sefiales que permiten predecir la
llegada del alimento (Palmiter, 2007, Kenny, 2011, Baik, 2013). Se ha sugerido que el rol de las
neuronas dopaminérgicas del AVT en la ingesta de alimento es complejo, y estaria relacionado
con varios procesos reguladores, como el aprendizaje, la motivacion, el liking y el wanting
(Berridge and Robinson, 1998, Wise, 2004). ). En la actualidad, se considera que estas neuronas
participan de la regulacidon de comportamientos relacionados al placer, pero su rol exacto sigue
siendo incierto.

En el presente Trabajo de Tesis doctoral, se hizo un exhaustivo analisis neuroanatémico
de la presencia de c-Fos en las diversas subregiones del AVT y se encontré una respuesta
diferencial de las distintas neuronas dopaminérgicas. En particular, se observé que la activacion
en el PN y el PBP fue similar tanto en el grupo pair-fed como en el grupo con acceso libre a DRG.
Es decir, en estas subregiones del AVT la activacién observada no depende de la cantidad de
DRG ingerida. En contraste, la activacion en el IF aumentd en forma proporcional a la masa de
DRG ingerida. Estas observaciones sugieren que la activacién de las neuronas dopaminérgicas
del PN y el PBP estaria mediada principalmente por la naturaleza de la dieta, mientras que la
activacion de las neuronas dopaminérgicas del IF depende mas de la cantidad o del contenido
calérico consumido. Es decir, nuestros resultados indican que existe una diferenciacién
funcional de estas neuronas segun el subnicleo en donde se encuentren. Una respuesta
diferencial de las neuronas dopaminérgicas del AVT habia sido sugerida por otros estudios en
respuesta a estimulos como el etanol y otras drogas de abuso (Boehm et al., 2002, Rodd et al.,
2005, Ericson et al., 2008, Shabat-Simon et al., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que las
subregiones del AVT presentan diferencias en cuanto a sus proyecciones y sus blancos

neuronales (lkemoto, 2007): el nucleo IF envia sus proyecciones a la parte medial del caparazon,
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asi como también lo hacen el PN y la parte central del PBP, mientras que la zona lateral del PBP
envia sus proyecciones al caparazén lateral y centro. Por lo tanto, es posible plantear la hipdtesis
que las subdivisiones del AVT participan en diferentes aspectos de la ingesta heddnica de

alimentos.

La ingesta de DRG durante un uUnico evento produjo una activacion significativa de las
neuronas productoras de orexina de Hlat, la cual es requerida para la activacién de las neuronas
dopaminérgicas del AVT y para que la ingesta de DRG espontdnea aumente respecto de la
ingesta de DC. Las neuronas de orexina no solamente estdn implicadas en la regulacidn
homeostatica de la alimentacion, sino que también participan en la regulacion de los circuitos
no homeostdticos que regulan la ingesta de alimentos, considerandose una conexidn entre
ambos (Clegg et al., 2002, Perello et al., 2010, Mahler and Aston-Jones, 2012). En este estudio,
encontramos que el consumo espontdaneo de DRG disminuye por la administraciéon del
antagonista SB-334867, lo que indica que la accién de orexina, via activacion del receptor Ox-1,
es requerida para el consumo de DRG en esta condicién experimental. Adema3s, existe evidencia
gue sugiere que orexina modula la neurotransmisién dopaminérgica. En primer lugar, las
terminales de orexina provenientes del HLat se encuentran adosadas a dendritas y cuerpos
celulares de neuronas dopaminérgicas del AVT (Fadel and Deutch, 2002). En segundo lugar, el
antagonista del receptor de dopamina haloperidol bloquea la hiperactividad inducida por
inyeccion intracerebroventricular de orexina (Nakamura et al, 2000). Métodos
electrofisioldgicos, también han mostrado que las orexinas activan directamente las neuronas
dopaminérgicas del AVT (Korotkova et al., 2003). En relacidn con esto, en esta Tesis Doctoral, se
observé una disminucién en el numero de células positivas para c-Fos en el AVT en los animales
tratados con SB-334867, lo que sugiere que las neuronas productoras de orexina estan

implicadas en la activacion de la via mesolimbica. De hecho, se mostré que la mayoria de las
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neuronas productoras de orexina que se activan en respuesta a la DRG envian sus proyecciones
al AVT. Por lo tanto, se puede concluir que la ingesta espontanea de DRG, en animales que nunca
la habian ingerido antes, activaria las neuronas dopaminérgicas del sistema mesolimbico, al
menos parcialmente, de manera indirecta mediante la activacién de las neuronas productoras

de orexina del HLat.

La estimaciéon de la densidad de fibras inmunoreactivas para orexina y del numero de
neuronas dopaminérgicas contactadas por éstas, no mostro diferencias en las tres subregiones
del AVT. Sin embargo, el nivel de activacion de las neuronas dopaminérgicas localizadas en el IF
aumenta en forma proporcional a la masa de DRG ingerida. Asi, se necesitaran estudios
posteriores para explicar los mecanismos que median la activacién diferencial de estas neuronas
dopaminérgicas. Es interesante destacar que nuestros estudios de trazado neuronal mostraron
que existen neuronas en el HLat que envian sus proyecciones al AVT y se activan al ingerir DRG
en esta condicidn experimental, pero que no producen orexina. Esta poblacién de neuronas
podria incluir a las neuronas MCH o, también, a las neuronas productoras de neurotensina, ya
gue existen trabajos que indican que estas poblaciones neuronales participan en el control de
aspectos heddnicos de la ingesta, reforzando el consumo de alimentos ricos en calorias (Barson

et al,, 2013, Kempadoo et al., 2013).

La ingesta de DRG en este protocolo experimental, lleva a la activacidon de poblaciones
neuronales localizadas en el NAc, de una manera independiente de la acciéon de orexina y al
menos en parte de la activacién de las neuronas dopaminérgicas del AVT. El NAc es considerado
como una importante interfase entre el sistema de recompensa y el sistema motor, dado que
permitiria el pasaje de la motivacion a la accion (Mogenson et al., 1980, Kelley, 2004); y se ha
demostrado que estd particularmente involucrado en la regulacién de aspectos heddnicos de la

ingesta de alimento (Mucha and Iversen, 1986, Bakshi and Kelley, 1993, Zhang et al., 1998, Will
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et al., 2003, Baldo et al., 2004, Zheng et al., 2007). En este trabajo de Tesis Doctoral, se encontro
que la ingesta espontdnea de DRG activa la expresion de c-Fos en el NAc y que ésta activacidon
no es bloqueada por el pre-tratamiento con el antagonista del receptor Ox1. Por lo tanto, estos
resultados indican que las neuronas del NAc se activan ante la ingesta de DRG, al menos
parcialmente, de una forma independiente de la activacién de las neuronas productoras de
orexina del HLat y de las neuronas del AVT, lo que sugiere que las neuronas del NAc serian
reclutadas durante la ingesta de DRG también por algin otro circuito neuronal, que podria
actuar inclusive antes que la via de senalizacion, HLat- AVT. En este sentido, existen varios
trabajos que sugieren que los opioides juegan un rol fundamental en la ingesta de alimentos y
que su punto de accién principal seria el NAc (Bakshi and Kelley, 1993, Kelley et al., 1996, Zhang
et al., 1998, Zhang and Kelley, 2000). Por ejemplo, se ha mostrado que la ingesta excesiva de
DRG que se produce luego del tratamiento intra-NAc con DAMGO, un agonista MOR, es
bloqueada reversiblemente por la inactivacién temporaria previa, con muscimol, del Hlat, el
NDM, el AVT y la regidn intermedia del NTS, observandose una disminucion en la ingesta de
DRG, que es normalmente observada por el tratamiento con DAMGO (Will et al., 2003). Asi, es
posible que en la activacidn del NAc que observamos en este trabajo se deba a la activacion del
sistema opioide. Estudios especificos que pongan a prueba esta posibilidad, serdn necesarios

para profundizar mas en los mecanismos de activacion neuronal que ocurren en el NAc.

En este trabajo de Tesis doctoral, se mostré que la estimulacidon orosensorial que genera
la DRG es requerida para la activacién de la via mesolimbica, ya que la administracion
intragdstrica de DRG no aumenta los niveles de c-Fos en la mayoria de las areas estudiadas.
Estudios recientes sugieren que la DRG se censa inicialmente mediante receptores de acidos
grasos que se encuentran en la lengua (Manabe et al., 2010), para luego reclutar grupos

neuronales del nucleo parabraquial, el AVT, el NAc y el HLat (Lundy and Norgren, 2004, Smith,
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2004, Kelley et al., 2005). Por lo tanto, es posible plantear la hipdtesis de que la estimulacion
orosensorial generada por la gran cantidad de dcidos grasos que contiene la DRG, resulta en la
activacion de circuitos neuronales que terminan reclutando a la via mesolimbica. Es interesante
mencionar que existen trabajos que muestran que infusiones intragastricas de glucosa pueden
estimular el sistema dopaminérgico independientemente de la estimulacion oral (Ren et al.,
2010, de Araujo et al., 2012). De hecho se ha propuesto que la via mesolimbica dopaminérgica
estaria mas relacionada con los aspectos, wanting y learning, que con el liking (Berridge and
Robinson, 1998, Berridge, 2007). Una limitacion intrinseca del método de gavage utilizado en
este trabajo, es que puede generar distension gastrica y cambios en la dindmica de la entrada
de nutrientes en el intestino. Por otro lado, el estrés asociado a la técnica de manipulacidn para
la realizacién del procedimiento podria enmascarar respuestas fisioldgicas hacia los nutrientes.
A pesar de esto, esta estrategia experimental es valiosa, ya que permitiria disociar el impacto

de sefiales sensoriales de otros mecanismos de activacion.

Por ultimo, en este primer capitulo, se mostré que la administracion periférica de ghrelina
o la ausencia de expresién de GHSR no afecta la cantidad de DRG ingerida ni la activacién de la
via mesolimbica inducida por un Unico evento de ingesta de dicha dieta. Es importante aclarar
que el protocolo experimental utilizado, en el que se administré ghrelina periférica, se hizo en
una dosis que simularia concentraciones fisioldgicas alcanzadas en ratones expuestos a un
ayuno de 12 a 24 hs o al estrés (Brzozowski et al., 2004, Perello et al., 2010). Publicaciones
recientes del laboratorio de Neurofisiologia del IMBICE, muestran que dosis bajas de ghrelina,
como la utilizada, aumentan la ingesta de alimento al actuar exclusivamente en el NArc (Cabral
et al., 2014, Cabral et al., 2015). Esta podria ser la razén de que la activacidon de la via
mesolimbica no se haya visto reforzada en estos experimentos, a un valor superior del que

produce la DRG per se y, en consecuencia, no haya aumentado la ingesta de dicha dieta. La
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capacidad de ghrelina de actuar en el cerebro e incrementar la ingesta de alimento, depende de
su accesibilidad a las areas cerebrales mencionadas. La ghrelina circulante no puede cruzar
libremente la barrera hemato-encefalica, y alin se desconoce cémo la hormona entra al cerebro.
Es frecuentemente aceptado que la ghrelina circulante es capaz de acceder casi exclusivamente
al NArc en donde la barrera hemato-encefdlica es presumiblemente mas débil; sin embargo,
esta posibilidad aun se encuentra en debate (Cabral et al., 2015). Otra posibilidad es que la
ghrelina circulante acceda al cerebro a través de los érganos circunventriculares, los cuales son
areas especializadas con capilares fenestrados. La eminencia media, localizada en aposicién al
NArc, es un érgano circunventricular por donde ghrelina puede difundir libremente y alcanzar
su receptor (Schaeffer et al., 2013). La relevancia de la existencia del receptor de ghrelina en
zonas cerebrales sin acceso a la ghrelina circulante, se desconoce. Se ha demostrado que la
administracién central de ghrelina aumenta la ingesta de alimentos, e induce la activacién de c-
Fos en muchas de las dreas donde se ha descripto la expresion del GHSR1a. Entre dichas areas,
se encuentran nucleos hipotaldmicos como el NPV, el NArc, el NDM, el VMH y nlcleos extra-

hipotaldmicos como el AP, el NTS y el AVT. (Cabral et al., 2014, Cabral et al., 2015)

Luego de haber caracterizado lo que sucede en un Unico episodio de ingesta de DRG, se
decidié estudiar qué ocurre cuando la ingesta de dicha dieta se da en un evento repetido
diariamente. Asi, usando una combinacion de estudios comportamentales y neuro-anatémicos
en ratones manipulados farmacoldgica- o genéticamente, se observd : (i) una importante
hiperfagia desde el primer acceso a la dieta con un perfil ascendente en el consumo, durante los
cuatro dias que duré el experimento; (ii) la activacién de poblaciones neuronales del AVT y del
NAc, la cual en general fue mas pronunciada en el cuarto evento de ingesta de DRG; (iii) la

activacion de neuronas de orexina del HLat; (iv) que el bloqueo de la via de sefalizacion de
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orexina no afectd el escalamiento en el consumo de DRGy (v) que el ratén deficiente de GHSR13,
por un lado no aumentd el consumo de DRG a través de los dias, y por otro lado, la activacion

de la via mesolimbica y del HLat fue menor que la observada en los ratones salvajes.

El modelo experimental de atracdn utilizado en esta segunda parte del presente trabajo
de Tesis Doctoral, en el cual animales alimentados ad-lib con DC tienen accesos cortos durante
cuatro dias a DRG, representa, de forma mas adecuada, lo que ocurre en ciertos trastornos
alimentarios; ya que en éstos ultimos, los atracones estdn presentes, pero de forma
intermitente, durante un periodo prolongado. Esta y otras caracteristicas se indican el Manual
Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, quinta edicién (American Psychiatric
Association, 2013), la cual es una actualizacidn, realizada en el afio 2013, de la clasificacion y
criterios diagndsticos acordados por la Asociacién Americana de Psiquiatria. Teniendo esto en
cuenta, los resultados de los grupos que tuvieron acceso durante cuatro dias, una vez por dia,
en la misma franja horaria, a DRG exhiben lo que podria considerarse como una serie de
atracones. De esta forma, el protocolo de eventos diarios de ingesta de DRG utilizado, permitiria
modelar la ingesta excesiva de alimento observada en desdrdenes patoldgicos como la bulimia,
los trastornos asociados al atracén y la obesidad. Estudios previos con modelos similares, han
mostrado un escalamiento en el consumo de alimentos apetecibles durante los eventos
iniciales, hasta que finalmente este consumo se estabiliza (Sindelar et al., 2005, Davis et al.,
2007, Berner et al., 2008, Wojnicki et al., 2008, Bake et al., 2014). Sin embargo, los sustratos
moleculares implicados en este perfil de consumo no han sido sistematicamente estudiados. El
escalamiento en el consumo es una caracteristica relevante en estos modelos de atracdn,
porque podria asociarse a la pérdida de control durante la ingesta, como se observa tipicamente
en los episodios de atracdn en humanos (Goeders et al., 2009, Perello et al., 2014). Por supuesto

gue este tipo de episodios en humanos se manifiesta en forma de comportamientos mucho mas
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complejos y por largos periodos (Wolfe et al., 2009). Aun asi, el estudio de estos
comportamientos en modelos de roedores, puede ser de utilidad para conocer algunos de los
circuitos neuronales reclutados bajo condiciones particulares, como se ha hecho ya, en el campo
de estudio de las drogas de abuso (Goeders et al., 2009, Steketee and Kalivas, 2011). Algunos de
los mecanismos propuestos que mediarian el escalamiento en el consumo de drogas de abuso,
en los primeros eventos de consumo, incluyen la tolerancia, la sensibilizacion comportamental
y/o la formacién de habito, sugiriendo que la via mesolimbica estaria involucrada en estos
cambios (Berridge, 2007, Steketee and Kalivas, 2011). Es importante aclarar que al igual que en
el estudio de un Unico evento de ingesta de DRG, también se utilizaron ratones saciados, que el
acceso a DRG se dio en un momento del dia en el que la ingesta en roedores es minima, y que
los ratones tuvieron acceso a DC todo el tiempo. Por lo tanto, y como se menciond
anteriormente, la ingesta de DRG parece ser principalmente por la naturaleza apetecible del

estimulo, lo que involucraria aspectos hedénicos de la ingesta.

Se ha mostrado que el rol de las neuronas dopaminérgicas, en respuesta a sucesivas
exposiciones a estimulos placenteros, es sofisticado. La sefializacion de dopamina en el NAc
aumenta luego de la primera exposicion al estimulo y luego de repetidas exposiciones en
similares situaciones experimentales, el circuito se adapta y la dopamina pasa a convertirse en
una sefial predictiva del estimulo (Schultz, 2010, Salamone and Correa, 2012). Ademas de esta
complejidad funcional, como ya se ha mencionado, las neuronas dopaminérgicas se encuentran
localizadas en distintas subregiones, siendo parte de diferentes circuitos neuronales cuyo rol
fisiolégico independiente es desconocido (lkemoto, 2007, Ferreira et al., 2008, Lammel et al.,
2011). En este trabajo, se observd que la ingesta regular de DRG activa las neuronas
dopaminérgicas de las distintas subregiones del AVT en forma diferencial. Se observd un

refuerzo de la activacion de las neuronas dopaminérgicas del IF y el PBP para los ratones que
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ingirieron DRG en cuatro eventos sucesivos. Para el IF, esto concuerda con los resultados
mostrados anteriormente, en los cuales se observd que la activacidon de este nucleo dependia
de la cantidad de DRG consumida. Por otro lado, la activacion en el PN no se modificd
significativamente al aumentar el nimero de eventos de consumo de DRG. Por lo tanto, las
neuronas dopaminérgicas del IF y PBP parecen tener una respuesta diferencial a través del
proceso de escalamiento, mientras que la activacién de las neuronas del PN parece ser
independiente del nimero de eventos de ingesta de DRG. Notablemente, las neuronas
dopaminérgicas del IF fueron la Unica subpoblacion dopaminérgica del AVT que resultd activada
en anticipacién al cuarto evento de ingesta de DRG. Estos resultados apoyan la idea de que las
neuronas localizadas en distintas subregiones del AVT estan diferencialmente implicadas en

diversos aspectos de los comportamientos de atracén.

La neuroanatomia de NAc es sumamente compleja: se lo puede dividir en dos
subregiones: el centro y el caparazon, el que a su vez puede dividirse en caparazén medial y
caparazon lateral (Kelley, 2004). Ambas subregiones se diferencian en su funcionalidad: el
caparazon medial estaria mds implicado en los procesos asociados a la recompensa; el centro
participaria de la realizaciéon de funciones motoras relacionadas con procesos cognitivos que
median la recompensa. El caparazén lateral que adn no ha sido muy bien estudiado, estaria mas
asociado a la funcionalidad del centro del NAcy el tubérculo lateral (Kelley, 2004, Ikemoto et al.,
2005, Shin et al., 2008, lkemoto, 2010). Por ejemplo, se ha demostrado que las distintas
subregiones responden de manera diferente a la transmision fasica dopaminérgica, generada
por el consumo de alimentos apetecibles (Bassareo and Di Chiara, 1999), asi como también, a la
accion de opioides (Zhang and Kelley, 2000) y que cumplen roles diferenciales en relacién con el
consumo de drogas de abuso (Fuchs et al., 2004, Ito et al., 2004, Hollander and Carelli, 2007,

Shin et al., 2008, Chaudhri et al., 2010). En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se observé una
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importante activacién de las subregiones del NAc en el grupo que tuvo acceso durante 4 veces
a DRG, y la activacién fue mayor, a mayor nimero de eventos de ingesta. Esto es razonable,
considerando que el NAc recibe principalmente inervaciones provenientes del AVT vy, por lo
tanto, al activarse mas el AVT, se podria suponer que aumentaria la liberaciéon de dopamina en
el NAc, activdandose mds; como ya se ha mostrado en estudios anteriores (Park and Carr, 1998,
Mendoza et al., 2005, Day et al., 2007). Algo notable fue lo observado en el caparazén medial
del NAc, el cual se activé en anticipacion al consumo de DRG como ocurrié con las neuronas
dopaminérgicas del IF. Estd documentado que el caparazéon medial del NAc, recibe inervacion
del IF, y que esta zona estaria mas relacionada con los procesos heddnicos (lkemoto, 2007), por
lo que ambos resultados estarian vinculados y demostrarian una accién conjunta de ambos
subnucleos en la anticipacion a la ingesta de una dieta apetecible, cuando estd disponible de
forma intermitente. En contraposicion con este hallazgo, hay trabajos que asocian a la
transmision dopaminérgica en el NAc principalmente a la fase consumatoria de la ingesta, y no
a la fase anticipatoria (Wilson et al., 1995, Sahr et al., 2008). La activacién del caparazén medial
también ha sido asociado al aumento de la actividad locomotora (Zahm, 2000). Sin embargo, en
este trabajo, no se observaron cambios en la actividad locomotora anticipatoria a la ingesta de
DRG, con las condiciones experimentales utilizadas (aunque si se confirmdé que la actividad
locomotora anticipatoria a la ingesta de DRG aumenta en los animales con restriccion caldrica).
Es importante destacar que, en otros estudios, tampoco han encontrado un aumento en la
actividad locomotora anticipatoria ante la exposicion repetida a dietas apetecibles (Le Merrer
and Stephens, 2006, Bake et al., 2014). Por lo tanto, la ausencia de cambios en este parametro;
que si ha sido demostrado, aumenta en anticipacion a la administracion de drogas de abuso

(Kosobud et al., 1998, Gillman et al., 2008), podria deberse a las condiciones experimentales
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utilizadas, como el tipo de dieta y el dia del experimento en el cual este pardmetro fue

cuantificado.

Las neuronas de orexina también se activaron en el protocolo de eventos diarios de
ingesta de DRG, y esta activacién fue similar a la observada como resultado de un Unico episodio
de ingesta a dicha dieta. Por otro lado, se mostré que el bloqueo del receptor de orexina Ox 1,
no afectd el aumento sucesivo en la cantidad de DRG ingerida a través de los dias, asi como
tampoco se observaron cambios en los patrones de activacién del AVT y el NAc, a pesar de
afectar la ingesta de DRG el primer dia del experimento. Por lo tanto, estos resultados sugieren
que la ingesta inicial de DRG en ratones alimentados con DC ad-lib requiere de la sefializacion
del receptor Ox1, mientras que los mecanismos neuronales que llevan al escalamiento en el
consumo de DRG parecerian ser independientes de las vias de sefializacion de orexina. En el
mismo sentido, se ha mostrado que el bloqueo del receptor Ox1 atenua el desarrollo, pero no
la expresion de la sensibilizacion a la cocaina (Thompson and Borgland, 2011). Los ratones
salvajes tratados con un antagonista de orexina y los ratones knock-out para orexina muestran
una sensibilizacién y respuesta locomotora normal a la morfina (Sharf et al., 2010). Ademas, el
bloqueo de Ox1 no afecta la potenciacidn a consumir cocaina en ratones con estimulacion
cerebral (Riday et al., 2012). Asi, las orexinas parecen no jugar un rol importante en las
adaptaciones de los circuitos neuronales involucrados en la regulacién crénica de la ingesta de
drogas o alimentos.

La sensibilizacién es una forma de plasticidad neuronal, en la cual la repetida exposicion
a un estimulo lleva a una respuesta amplificada con un incremento de larga duracién en la
respuesta comportamental y en la liberacién de dopamina en el NAc (Steketee and Kalivas,
2011). Trabajos previos han mostrado que la excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas del

AVT es reforzada por estimulacion repetida a drogas, como la cocaina, anfetamina y alcohol; y
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gue este aumento en la sefalizacién dopaminérgica estd asociado a la sensibilizacidn
comportamental, definida como el aumento en la respuesta motora que ocurre con la repeticidon
intermitente de un estimulo (Steketee and Kalivas, 2011). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que eventos diarios de ingesta de DRG estan asociados no sélo a un
perfil ascendente en el consumo de dicha dieta, sino también a una activacién reforzada de
especificas subregiones del AVT. Con respecto a esto, se ha mostrado que los atracones
intermitentes de alimentos apetecibles, incluyendo soluciones de azlcares o mezclas de
azucares y grasas, afectan el recambio de dopamina y la sefializacion de los receptores D1y D2
(Avena et al., 2009). Por lo tanto, el escalamiento en la ingesta de DRG a través de episodios
independientes de atracdn, podria ser considerado no sélo como una forma de sensibilizacidn,
sino también como una manera de conceptualizar este tipo de comportamiento alimentario. Sin
embargo, seran necesarios mas estudios para dilucidar los mecanismos moleculares que median

el escalamiento en la ingesta de DRG.

Otra observacidn que es interesante destacar, es que el grupo que consumié DRG todo
el tiempo (DRG ad lib) no mostro activacién de la via mesolimbica luego de los 4 dias de ingesta.
Asi, la intermitencia en la ingesta de dicha dieta seria requerida para la persistencia y aumento
en la activacién de la via mesolimbica. En este sentido, se ha demostrado en ratas con accesos
a sacarosa, que la liberacidon de dopamina en el NAc se da solamente cuando la ingesta ocurre
de forma intermitente, pero no cuando tienen acceso ad-lib a sacarosa (Rada et al., 2005). En
forma similar, la exposicidn crénica a nicotina desensibiliza la via dopaminérgica en comparacién
con tratamientos agudos con esta droga (Benwell et al., 1995). Por lo expuesto, es posible
plantear la hipétesis de que la actividad de la via dopaminérgica es desensibilizada cuando

estimulos placenteros, como la DRG, se ofrece constantemente.
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Actualmente, existe evidencia de que la sefializacién de ghrelina afecta los aspectos
heddnicos de la ingesta de alimento en humanos y roedores (Perello and Zigman, 2012). El Dr.
Perelld, por ejemplo, ha mostrado que la via de sefializacion de ghrelina refuerza la performance
en un test CPP (del inglés conditioned place preference) e incrementa la motivacién por los
pellets de DRG (Perello et al., 2010). En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se mostré que la
via de sefializacion de ghrelina se requiere para que se produzca el escalamiento en el consumo
de DRG vy la total activacién de la via mesolimbica. Mas especificamente, se encontrd que los
ratones deficientes del receptor de ghrelina, aunque consumieron DRG, no presentaron un perfil
ascendente en la cantidad de DRG consumida durante el experimento. Ademas, los niveles de
activacion de la via mesolimbica, al cuarto dia experimental, resultaron ser menores en
comparacion con la activacién observada en los ratones salvajes. Estas observaciones sefialan
un rol importante para la via de seializacidon de ghrelina en el proceso de sensibilizacién hacia
la DRG. Es remarcable mencionar que otros estudios han mostrado que los ratones deficientes
del receptor de ghrelina también presentan respuestas comportamentales disminuidas hacia la
cocainay nicotina (Abizaid et al., 2011, Jerlhag and Engel, 2011). También se ha demostrado que
los ratones deficientes de GHSR1a presentan actividad locomotora anticipatoria reducida, ante
un esquema dado de alimentacion (Blum et al., 2009, LeSauter et al., 2009). Por lo que se ha
propuesto que la via de sefializacién de ghrelina podria inducir una forma de sensibilizacion
central, de manera que la hormona haria que los animales se vuelvan mas reactivos hacia
estimulos placenteros (Wellman et al.,, 2013). Por otro lado, el hecho de que el sistema
ghrelina/GHSR1a sea necesario para que se produzca el escalamiento en el consumo de DRG,
podria relacionarse a desérdenes en el nivel de ansiedad de los animales, lo que justamente
podria llevar al aumento en el consumo de alimentos. En este sentido algunos estudios han

mostrado que la administracion de ghrelina en roedores aumenta la inmovilidad en el test de
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campo abierto y reduce el nimero de entradas en los espacios abiertos y el tiempo de
permanencia en éstos en el test del laberinto en cruz, indicando de esta forma propiedades
ansiogénicas de la hormona (Carlini et al., 2002, Currie et al., 2012, Kajbaf et al., 2012). Sin
embargo, con respecto a esto uUltimo, hay todavia controversia en la relacidon que existe entre
los cambios en las vias de sefializacién de ghrelina y las respuestas comportamentales asociadas
al nivel de ansiedad. De hecho, existen trabajos que demuestran que, por el contrario, la ghrelina
tiene propiedades ansioliticas (Lutter et al., 2008, Chuang and Zigman, 2010), por lo que seran
necesarias mas investigaciones con el fin de poder explicar estas discrepancias. En lo que atafie
a nuestro conocimiento, los resultados aqui presentados, son el primer reporte del
requerimiento de la via de sefializacién de ghrelina para que se produzca el escalamiento en el
consumo de DRG en roedores. Aunque los ntcleos cerebrales que mediarian estos efectos de
ghrelina son aun desconocidos, es posible conjeturar que involucrarian la acciéon de ghrelina
sobre la via mesolimbica. De hecho las neuronas dopaminérgicas del AVT expresan GHSR1a y
responden a ghrelina incrementando la frecuencia de potenciales de accidn y la liberacién de
dopamina en el NAc (Abizaid et al., 20064, Jerlhag et al., 2007). También, se ha observado que
la liberacién de dopamina en el NAc se encuentra disminuida en ratones deficientes de GHSR1a
(Egecioglu et al., 2010), y que la expresidon selectiva de GHSR1a en células catecolaminérgicas,
incluyendo las neurona dopaminérgicas del AVT, es suficiente para mediar algunos efectos de
ghrelina sobre aspectos heddnicos de la ingesta de alimento(Chuang et al., 2011). La posibilidad
de que la sefializacién de ghrelina esté implicada en una forma de sensibilizacion central que
afecte la ingesta de alimentos apetecibles podria ser clinicamente relevante en el desarrollo de

tratamientos contra los episodios crénicos de atracon.
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La ingesta de DRG en forma de un evento Unico o en forma diaria aumenta los niveles de
c-Fos en la amigdala, por lo que en el tercer capitulo de esta Tesis Doctoral, se evalué si las
neuronas CRF de la amigdala son las que participan del circuito neuronal que se activa por la
ingesta de DRG en forma Unica o diaria. Para ello, inicialmente se realizé validacion de un ratén
transgénico CRF-hrGFP y se demostrd que es una herramienta Util en nuestras condiciones de
trabajo, al mostrar que las neuronas CRF de la amigdala presentan un aumento significativo en
los niveles de c-Fos cuando los ratones se exponen a estrés por confrontacidn social,

ayuno/realimentacién o administracién de LPS.

Primero, se utiliz6 una combinacion de estudios de histoquimica e imagenes de
fluorescencia para validar la expresién de hrGFP en las neuronas CRF de la amigdala, hecho que
efectivamente ocurrié ya que la mayoria de neuronas CRF expresd hrGFP. Sorpresivamente, se
detectaron pocas neuronas verdes fluorescentes en el NPV, en donde se ha demostrado que las
neuronas CRF se concentran formando parte del eje neuroendocrino hipotdlamo hipdfiso
adrenal, el cual se activa en respuesta al estrés (Bale and Vale, 2004). Las razones de la limitada
expresion de hrGFP en este nucleo se desconocen, aunque podrian incluir falla en la insercidon
del BAC completo, efectos no deseados de la eliminacidon del transgen de la secuencia
codificante de CRF y/o a la falta de elementos criticos en el BAC, necesarios para la expresion
genética en el NPV (Matthaei, 2007, Gama Sosa et al., 2010). A pesar de estas consideraciones,
las cuales conciernen a todos los modelos de ratones transgénicos, el raton CRF-hrGFP aqui
descripto es una herramienta util para el estudio del rol de las neuronas CRF de la amigdala.

La amigdala es una regién cerebral compleja con una amplia red de conexiones inter e
intra-nucleares (Sah et al., 2003). Las neuronas CRF representan una importante poblacion
dentro de la amigdala (Potter et al., 1994, Boorse and Denver, 2006). Aunque existe cierta

discrepancia acerca de la localizacién de las neuronas CRF en este nucleo, la mayoria de los
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estudios indican que se encuentran localizadas en la ACe (Swanson et al., 1983, Bugnon et al.,
1984, Veening et al., 1984, Sakanaka et al., 1986, 1987). Nuestro resultados, los cuales han sido
publicados recientemente (De Francesco et al., 2015), demuestran que en ratones las neuronas
CRF se encuentran mayormente ubicadas en la zona anterior dorsal de la amigdala, en la region
del IPAC y en el drea de transicién amigdalo-estriatal, aunque segln un trabajo previo se
observan variaciones en la distribucién de dichas neuronas entre cepas de ratones (Asan et al.,
2005). Considerando lo anterior, los datos sobre la distribucion de las neuronas CRF obtenidos
de diferentes modelos animales deberian ser integrados con precaucién.

Existen algunas evidencias que sugieren que las neuronas CRF tienen un rol en la
regulacién de los comportamientos asociados a la ingesta heddnica de alimento. Por ejemplo,
se ha mostrado que las lesiones en la amigdala disminuyen la preferencia por la DRG (King et al.,
1998), que la exposicidon a dietas apetecibles aumenta la inmunoreactividad contra c-Fos en la
amigdala (Park and Carr, 1998, Valdivia et al., 2014), y que la ingesta de alimento induce la
liberacion de CRF en la amigdala (Merali et al., 1998). Para evaluar si las neuronas CRF de la
amigdala son reclutadas por la ingesta de DRG, varios grupos de ratones se expusieron a
distintos protocolos experimentales usando ésta dieta como estimulo apetecible. El analisis de
la expresidn de c-Fos mostrd que las neuronas CRF no se activan luego de: (i) un Gnico evento
de ingesta deDRG; (ii) eventos diarios de ingesta de DRG; (iii) la ingesta ad-libitum de DRG; (iv)
retiro de DRG, luego de 2 semanas de consumo ad-lib de dicha dieta y (v) la aversion
condicionada a DRG. Notablemente, en todos estos experimentos, la expresién de c-Fos en la
amigdala aumento significativamente respecto de los controles, lo que sugiere que la amigdala,
de hecho, esta involucrada en estos procesos. Sin embargo, las neuronas de la amigdala
reclutadas pertenecen a una poblacién diferente que no incluye a las neuronas productoras de

CRF. Es importante destacar que la ausencia de c-Fos, como ya se ha mencionado, en las
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neuronas CRF de la amigdala en las distintas manipulaciones realizadas utilizando DRG, no es
prueba de la ausencia de su compromiso en un dado circuito neuronal. De todos modos, el
hecho de que en respuesta a otros estimulos si se observe un aumento en la expresion de c-Fos
en las neuronas CRF, avala la posibilidad de que la amigdala juegue un rol menor en los
comportamientos relacionados con la ingesta de DRG.

Es sabido que el sistema CRF de la amigdala esta implicado en la respuesta al estrés.
(LeDoux, 2007, Kovacs, 2013). Aqui se confirmé que el estrés por confrontacion social activa las
neuronas CRF de la amigdala, como ya se ha reportado (Dayas et al., 2001, Martinez et al., 2002).
Se sabe que el protocolo de estrés por confrontacién social, en el cual los animales
experimentales son expuestos a una agresién no letal por parte de otro ratdn, es suficiente para
inducir cambios comportamentales que persisten por semanas. También, se ha mostrado que
el sistema CRF de la amigdala modula el comportamiento agonistico que sigue a este tipo de
estrés (Tornatzky and Miczek, 1993, Meerlo et al., 1999, Jasnow et al., 2004, Robison et al.,
2004). En este estudio, se confirma que las neuronas CRF de la amigdala son reclutadas en
respuesta al estrés por confrontacion social. Por otro lado, se ha sugerido que la amigdala media
los efectos del LPS en diversas funciones cerebrales, incluyendo la reduccidon de los
comportamientos exploratorios hacia objetos novedosos (Haba et al., 2012). Este estudio sefiala
a las neuronas CRF de la amigdala como un blanco activado por la administracidon de LPS. En
conjunto, estas observaciones avalan la idea de que la amigdala juega un rol diferencial en las
respuestas a diversas condiciones experimentales, corroborando la nocién de que los circuitos
neuronales de la amigdala implicados en el estrés son especificos para cada estresor.

La regulacién de la ingesta de alimento implica la integracidn de circuitos orexigénicos y
anorexigénicos que activan o detienen la ingesta respectivamente, dependiendo de las

necesidades energéticas del organismo. El ayuno activa vias neuronales que llevan a la hiperfagia
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cuando los animales vuelven a tener acceso a la comida; mientras que la re-alimentacién, luego
de un periodo de ayuno, activa circuitos neuronales implicados en la terminacién de la ingesta
(Grill and Kaplan, 2002). El tallo cerebral y circuitos hipotaldmicos tienen un rol critico en la
regulacién de la cantidad de alimento ingerido; sin embargo, evidencias recientes muestran que
otras regiones cerebrales, incluyendo la amigdala, son importantes en la regulacion aguda del
apetito (Wu et al., 2014). Este trabajo de Tesis Doctoral no sélo confirmé que la re-alimentacion,
luego de un ayuno de 48 horas, activa c-Fos en la amigdala (Timofeeva et al., 2002, Wu et al.,
2014); sino que también, muestra que la poblacidn de neuronas CRF es uno de los tipos celulares
activados bajo esta condicion.

El hecho de que se haya encontrado el mayor nivel de activacion de las neuronas CRF en
el protocolo de ayuno/re-alimentacion, sugiere que estas neuronas estarian mas implicadas en
la regulacién homeostdtica de la ingesta de alimento, mds que en el control de la ingesta
heddnica o el estrés. Es importante destacar, sin embargo, que el rol de CRF como péptido
anorexigénico estd aln en debate (Tanaka et al., 2009, Bazhan and Zelena, 2013, Bazhan et al.,
2013, Lenglos et al., 2013). En el presente estudio, se detectd la activacién de las neuronas CRF
de la amigdala luego de la administracidon de LPS y en el protocolo estrés por confrontacion
social, dos condiciones experimentales que disminuyen la ingesta de alimento (Chuang et al.,
2011). Por lo tanto, estas neuronas podrian estar implicadas en la regulacién de la ingesta de
alimento sélo bajo circunstancias especificas. De acuerdo con esto, el modelo del ratéon CRF-
hrGFP reportado en esta Tesis, seria Util para realizar estudios posteriores que podran ayudar a

clarificar el rol fisioldgico del sistema CRF de la amigdala.

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados presentados en este trabajo de Tesis

Doctoral; se sugiere que tanto la via mesolimbica, principalmente el circuito AVT-NAc, el HLat y
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el sistema ghrelina-GHSR1a juegan un rol fundamental en la regulacion de los aspectos
heddnicos de la ingesta de alimentos y, mas especificamente, en los mecanismos que podrian
llevar al establecimiento de conductas patoldgicas, como lo es el atracén alimentario. Futuras
investigaciones seran necesarias para conocer y entender en su totalidad el funcionamiento de
estos circuitos vy, asi, poder lograr la introduccién de nuevas estrategias farmacoldgicas que

sirvan de tratamientos para los trastornos en las conductas alimentarias.
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En conclusidn, los resultados mostrados en este trabajo de Tesis Doctoral indican que:

-Un Unico evento de ingesta de DRG lleva a una hiperfagia de la misma, y a la activacion de
nucleos de la via mesolimbica

-Un Unico evento de ingesta de DRG activa diferencialmente a las neuronas dopaminérgicas de
las subregiones del AVT

-Un Unico evento de ingesta de DRG activa a las neuronas productoras de orexina del HLat que
inervan el AVT

-La via de sefializacidon de orexina es necesaria para que se produzca hiperfagia y la activacién
de las neuronas dopaminérgicas en el AVT inducidas por un Unico evento de ingesta de DRG
-La administracién intra-gastrica de DRG no activa a las neuronas de la via mesolimbica

-El sistema ghrelina/GHSR1a no es necesario para que se produzca hiperfagia y la activacion de

la via mesolimbica inducidas por un Unico evento de ingesta de DRG

-El acceso diario a DRG lleva a eventos de hiperfagia con un perfil ascendente

-Eventos diarios de ingesta de DRG activan diferencialmente neuronas dopaminérgicas del AVT
y las subregiones del NAc

-Eventos diarios de ingesta de DRG activan diferencialmente las neuronas productoras de
orexina del HLat

-La via de sefializacién de orexina no es necesaria para que se produzca el escalamiento en el
consumo de DRG, ni la activacién de la via mesolimbica inducida por eventos diarios de ingesta
de dicha dieta

-La expresion de GHSR1a es necesaria para el desarrollo del escalamiento en el consumo de DRG

y la activacion de la via mesolimbica inducidos por eventos diarios de ingesta de DRG

131



Conclusiones

-El ratén transgénico CRF-hrGFP es un modelo adecuado para estudiar las neuronas CRF de la

amigdala
-Las neuronas CRF de la amigdala estan implicadas en comportamientos relacionados al estrés

y a la ingesta de alimento, aunque sélo en ciertas condiciones especificas.
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