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Resumen

La interaccién social constituye una respuesta conductual esencial que favorece el
bienestar emocional, la comunicacion y la reproduccion. Diversos estudios han
reportado alteraciones en la conducta social en humanos que presentan obesidad;
sin embargo, los aspectos neurobiolégicos de dichas variables permanecen poco
explorados. El objetivo del presente estudio fue analizar los efectos de la obesidad
en la conducta de la interaccién social y en la arborizacion dendritica de neuronas
del circuito que modula la conducta social en ratas Zucker obesas (OZDF) y ratas
Zucker delgadas (LZDF); se usaron ratas Long Evans (LE) como grupo control.
Ademas, se evaluaron conductas sociales agresivas (arafiazos y mordidas) y no
agresivas (olfateo, persecucion, juego y acicalamiento). Posteriormente, se realizé
la reconstruccion bidimensional de neuronas CAlv, CA2d y CA3v tefiidas mediante
la técnica Golgi-Cox. Respecto de las ratas LE, los animales OZDF mostraron una
disminucién en el numero de olfateos mientras que, en las ratas LZDF se observé
un incremento en la duracion de los olfateos. Ambas cepas presentaron retraccion
dendritica en neuronas CA3vy CAlv. En neuronas CA2d, las ratas OZDF mostraron
mayor numero de intersecciones dendriticas, mientras que las ratas LZDF
presentaron un incremento en la densidad de espinas. En conjunto, los hallazgos
indican que la obesidad induce modificaciones en la arborizacion dendritica de
neuronas vinculadas con la interaccion social, lo que sugiere posibles alteraciones

en la transmision sinaptica y en las conductas sociales derivadas.



Introduccion

El sistema limbico incluye al area ventral tegmental, al nacleo accumbens, al
hipocampo, a los ndcleos septales laterales, a la corteza frontal, asi como a la
amigdala y a la corteza orbito-frontal. Se encarga de procesar informacién
relacionada con emociones permitiendo la integracion de funciones cerebrales
complejas como: decisiones racionales, expresion e interpretacion de conductas

sociales e incluso generacién de juicios morales (Kandel & Siegelbaum, 2000).

A su vez, el hipocampo ha sido relacionado con un papel importante en la
adquisicion del aprendizaje espacial y en la consolidacion de la memoria a corto y
a largo plazo, proceso cognitivo relativamente complicado fisiol6gicamente, debido
a que los recuerdos se producen por variaciones en la sensibilidad de la transmision
sinaptica de una neurona a la siguiente y dicha variacion genera a su vez, nuevas
vias o vias facilitadas de trasmision de sefales por los circuitos neurales del cerebro

conocidas como huellas de memoria (Guyton, 2001).

Anatémicamente, el hipocampo esté organizado por diferentes estructuras, como el
giro dentado (GD), el cual se delimita de la regién del cuerno de Amén (CA) por la
fisura hipocampal. Particularmente, su funcién permite el establecimiento y la
utilizacién de representaciones espaciales, siendo esta region la considerada como
principal nicho neurogénico (Dalla et al., 2007). Ademas, el GD se extiende desde
el séptum hasta el I6bulo temporal y presenta una organizacion en capas: la capa
de somas de las células granulares y el hilus y, la capa molecular donde las
neuronas granulares presentan sus aferencias y su eferencias en el hilus y en el

cuerno de Amén, en particular en la zona CA3 (Forster et al., 2006).

El complejo subicular se localiza entre el area CAl y la corteza entorrinal (CE) a
nivel ventral, y entre la region CAl y la corteza retrosplenial a nivel dorsal. Esta
formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum y posee tres capas
denominadas: molecular, piramidal y polimorfica. El presubiculo contiene una capa

de pequefias células piramidales, mientras que el parasubiculo se encuentra



adyacente al presubiculo y sus capas Il y Il contienen una poblacién relativamente

densa de células piramidales grandes (O’Mara et al., 2001).

La CE es la region donde converge la informacién cortical que llega al hipocampo,
se sitla en la cara ventromedial del I6bulo temporal. Sus delimitaciones son el limite
medial situado en la corteza periamigdalina y el complejo subicular, y el limite lateral
formado por el surco lateral, que limita con la corteza perirrinal continuando con la

corteza parahipocampal posterior (Insausti et al., 1995).

Una de las estructuras de mayor interés de la formacion hipocampal, es el cuerno
de Amon o hipocampo propiamente, el cual presenta en su interior células
piramidales grandes; emite abundantes haces hacia la porcion externa del
subiculum y del septum lucidum adyacente y sus aferencias son axones
procedentes de las células granulares de la CE (Iniesta, 2012). Se encuentra
dividido en cuatro areas: CAl, CA2, CA3 y CA4. La mayor entrada de informacion
al hipocampo proviene de la corteza parahipocampal que es la via de aferencias
neocorticales para el procesamiento de informacion proveniente de distintas areas
dorsales, como la corteza parietal posterior, la corteza retrosplenial, la corteza
prefrontal dorsolateral o la parte dorsal del surco temporal superior, estructuras
estrechamente asociadas en la codificacion de la localizacion espacial de los
estimulos. Estas aferencias estan distribuidas hacia la CE. Las células de las capas
II'y Ill de esta corteza envian sus axones hasta el giro dentado y al hipocampo a
través de la via perforante, atravesando la capa de células piramidales del

subiculum (Figura 1; Olivares et al., 2015).



Figura 1. Formacion hipocampal. Las neuronas de la capa Il de la CE proyectan hacia el giro
dentado y a la region CA3 del hipocampo a través de la via perforante. Las neuronas en la capa Ill
de la CE proyectan informacion hacia la region CA1 del hipocampo y el subiculo a partir de las vias
perforante y alvear. Las células granulares del giro dentado proyectan a las neuronas CA3 y a su
vez, éstas proyectan a las neuronas CAL a través de la via colateral de Schaffer, generando con ello
el circuito trisinaptico hipocampal (Anderson et al., 2007).

Hipocampo

El hipocampo se divide rostro-caudalmente en dos regiones, el hipocampo dorsal
(HD) que esté relacionado con la memoria espacial y el hipocampo ventral (HV) que
se relaciona con emociones y con procesos afectivos (Figura 2; Bast & Feldon,
2003).
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Figura 2. Representacién de las regiones dorsal y ventral del hipocampo de rata. Se muestran
cortes coronales de encéfalos de rata sobre los cuales, los circulos rojos sefialan las regiones dorsal
(respecto de Bregma —2.80 mm) y ventral (respecto de Bregma -5.80 mm) del hipocampo (Modificado
de Shang et al., 2019).

Histéricamente, el antiguo vinculo entre el hipocampo y la emocién se debe a la
prominente posicién de esta region en el circuito limbico de Papez y a su hipotético
papel en el control de la emocién. Papez sefialé6 que la comunicacién entre el
hipocampo y la corteza cerebral (neocorteza) es llevada de manera reciproca, en
donde, la formacién hipocampal procesa la informacion proveniente del giro
cingulado y la lleva a los cuerpos mamilares de hipotdlamo, a su vez éste envia
informacién al giro cingulado por la via de los cuerpos mamilares y el ndcleo
talamico anterior hacia la corteza prefrontal (Lopez et al., 2009). A partir de ello, se
sugirié que el hipocampo estaba implicado en "estados de emocion”, especialmente
la decepcidn y la frustracién, y que podria actuar como una estructura no unitaria.
No obstante, se reconocié a las porciones dorsal y ventral como regiones que
realizan diferentes funciones; el argumento se basa en tres conjuntos de datos: 1)
los estudios anatémicos indican que las conexiones de entrada y de salida del
hipocampo dorsal (HD) y del hipocampo ventral (HV) son distintas; 2) la memoria
espacial parece depender del HD y no del HV y 3) las lesiones del HV, pero no las
del HD, alteran las respuestas de estrés y el comportamiento emocional. Esto ultimo
surge a partir de las observaciones que se tienen de encéfalos humanos en donde,
la disminucion del volumen o del tamafio del hipocampo y la disfuncién hipocampal

se asocian con trastornos psicolégicos de fuertes componentes afectivos, como el



trastorno de estrés postraumatico, el trastorno bipolar y la depresion. Asi pues, el
vinculo del hipocampo con la emocion y el afecto es tan sorprendente como su

relacion con la memoria (Fanselow & Dong, 2010).
Hipocampo ventral

El hipocampo ventral recibe informacion predominante de la CE ventromedial, que
a su vez recibe informacion importante de las cortezas piriforme, infralimbica y
periamigdaloide. Asimismo, el HV proyecta informacion a la amigdala medial, al
tabigue lateral ventral y al tabique subcortical, estructuras asociadas con el eje

hipotaldmico-pituitario-suprarrenal (Shang et al., 2019).

Las regiones CAlv y CA3v son subregiones del HV que desempefian roles distintos
en el procesamiento de conflictos de enfoque aprendido y de evitacion. Ademas,
estas regiones codifican informacion espacial. En la region CA3, las células de lugar
son particularmente distintas, especialmente a lo largo del eje longitudinal, donde el
eje ventral tiene un mapa espacial mas grande que el eje dorsal. Por otro lado, la
participacion de CAlv en la navegacion espacial condujo al estudio basico de la
memoria del miedo (Hong & Kaang, 2022).

Las manipulaciones del HV en relacién con tareas de miedo condicionado sugieren
déficits de aprendizaje emocional mas pronunciados y generales, sin embargo, el
tratamiento con muscimol, un agonista de receptores GABA-A, bloquea el miedo
basal que los organismos expresan aun cuando el efecto es menos consistente
respecto del miedo contextual. Este papel del HV en el miedo pavloviano, apoya
también la observacion de que el hipocampo regula aspectos emotivos de los
individuos (Fanselow & Dong, 2010). Se considera que el hipocampo ventral, es una
region altamente sensible al estrés ya que, en las tareas en las que se requiere un
esfuerzo sostenido para obtener una recompensa, la actividad de la poblacion de
neuronas CAlv se suprime durante los periodos de esfuerzo sostenido como

mecanismo necesario para completar con éxito la tarea (Yoshida et al., 2021).



Hipocampo dorsal

El hipocampo dorsal recibe informacion de la corteza entorrinal tanto dorsolateral
como caudal y tiene entradas de la corteza perirrinal y posrrinal. Las sefales
eferentes del hipocampo dorsal dirigen al tabique lateral dorsal y al cuerpo mamilar
lo que ayuda en el procesamiento de la memoria y en la navegacion espacial.
También se tiene registrado que el hipocampo dorsal proyecta al nicleo lateral (Lee
et al., 2019; Fanselow & Dong, 2010).

Tal como lo menciona Lee et al. (2019) las regiones CAl1 y CA3 del hipocampo
dorsal (CAld y CA3d) proyectan a la parte caudal y a la region dorsal de la zona
medial rostral en el nicleo septal lateral y esto, finalmente proyecta al complejo
septal medial y al nldcleo supramamilar. La region CA2 dorsal (CA2d), participa
activamente en la memoria declarativa y social, ademas proporciona informacién
importante a CAlv para apoyar la memoria social. Esta region envia proyecciones
a CA3v de forma tal que participa en el almacenamiento de dicha memoria social,
también la region CA2d posee receptores de oxitocina que son necesarios para la
discriminacion de estimulos sociales y la persistencia de memoria social a largo
plazo (Raam et al., 2017; Lin et al., 2018).

Neuronas piramidales del hipocampo

Las neuronas del hipocampo estdn compuestas por un soma o cuerpo celular de
forma piramidal también denominado pericarién (Velasco et al., 2022), un axén, por
el cual puede llevarse a cabo la transmision de la informacion nerviosa que procesan
diversos nucleos y el cual puede ramificarse profusamente y estar recubierto por
mielina. Ademas, expresan prolongaciones que parten del soma, que pueden ser
numerosas desde su origen y que se ramifican ampliamente desde su inicio para
constituir la parte receptora de la informacion nerviosa, estas ramificaciones son
denominadas dendritas. En conjunto, las dendritas forman los arboles dendriticos
gue, en el caso de la neurona piramidal son dos, los cuales se denominan apical y
basilar (Gonzalez & Lizbeth, 2008). La organizacion y la longitud del arbol dendritico

varia en funcion de su localizacion ya que las dendritas apicales estan orientadas



hacia el estratum radiatum y hacia el estratum lacunosum-moleculare, donde se
ramifican hasta alcanzar la fisura hipocampal o el hilus, mientras que las dendritas
basilares son mas numerosas y recorren el estratum oriens hacia el estratum alveus
(Amaral & Lavenex, 2007).

En la figura 3 se muestran dibujos de las neuronas CA3, CA2 y CA1 del hipocampo
con los cuales se aprecia la distribucion de los arboles dendriticos en los diferentes

estratos.
Neuronas piramidales CA1, CA2y CA3

La longitud dendritica de las células piramidales CA3 es de aproximadamente 6332
+ 1029 um y 5062 + 1,397 um para los arboles apicales y basilares respectivamente
(Henze et al., 1996). Dichas células expresan un soma de aproximadamente 20 um
de didmetro, en el caso de las neuronas pequefias que estan localizadas en

direccién del giro dentado y de 30 um de didmetro, en el caso de células grandes.

Por otra parte, las neuronas CA2 situadas entre las regiones CA3 y CAl, son
neuronas piramidales grandes que en un principio se creia que eran una extension
de la region CA3, sin embargo, carecen de excrecencias espinosas en las dendritas
apicales. Las dendritas de las neuronas CA2 tienen una ramificacion a lo largo del
eje transversal del hipocampo y no reciben entradas de las fibras musgosas del giro
dentado (Kohara et al., 2014; Dudek et al., 2016). La dendrita apical primaria de las
neuronas CA2 se bifurca cerca del soma en dos o tres dendritas apicales lo que
puede conducir a una atenuacion de la actividad sindptica y a una restriccion del
grado de plasticidad, ademas, exhiben conectividad Unica con estructuras intra y

extrahipocampales (Ishizuka et al., 1995).

Mientras que, las neuronas CALl del hipocampo, muestran una gran homogeneidad
en sus arboles dendriticos y presentan un menor tamafio (120-135 micras). Sus
dendritas forman una banda gruesa que reciben las sinapsis de las colaterales de
Schaffer (Purves et al., 2007). Estas neuronas tienen una sola dendrita apical que
usualmente se bifurca cerca del soma (Ishizuka et al., 2005).
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Figura 3. Dibujos de neuronas piramidales hipocampales realizados mediante camara lucida.
Se reconoce al arbol basilar, el cual se extiende en el estratum oriens (eo), al soma piramidal que se
expresa en la capa de células piramidales (ccp) y al &rbol dendritico apical que se extiende en los
estratum radiatum (er) y lacunosum-moleculare (el-m). El ax6n de estas neuronas se indica con una
punta de flecha. Barra = 100 um (Anderson et al., 2007).

Espinas dendriticas

A principios del siglo XX, Santiago Ramoén y Cajal, utilizando el método de
impregnacion argéntica de Golgi, logré distinguir con microscopia de campo claro,
protuberancias que surgen de las dendritas a las cuales denomind espinas
dendriticas (ED) (Valencia et al., 2018).

Las espinas dendriticas son el lugar principal de procesamiento y de almacenaje de
informacion en el cerebro. En su membrana se ubican entre otras moléculas,
canales ionicos y receptores de glutamato ionotrépicos y metabotrépicos. Las
espinas dendriticas se componen principalmente de una cabeza esférica y un cuello
estrecho (Harris & Stevens, 1989; Noguchi et al., 2005). En la cabeza se identifica
una region denominada densidad postsinaptica (PSD), la cual esta formada por los
receptores postsinapticos o canales idnicos, moléculas que participan en la
transmision sinptica, asi como proteinas involucradas en procesos de plasticidad

sinaptica. Algunas espinas presentan reticulo endoplasmico liso, el cual participa en

11



la modulacién de la concentracion de calcio intracelular. La forma de las ED es
relevante para la funcién de compartimiento eléctrico o bioquimico de la sinapsis
(Valencia et al., 2018) y la sinapsis constituye el sitio fisico que sirve para el paso
de informacion de una neurona a otra, permitiendo que la red neuronal tenga una

interaccion funcional (Kandel & Siegelbaum, 2000).

Una de las caracteristicas mas llamativas de las espinas dendriticas, especialmente
en las neuronas piramidales, es su diversidad morfoldgica. Se han identificado
diversas formas de espinas dendriticas, no obstante, se consideran cuatro
categorias principales: 1) espinas pequefias que tienen una cabeza grande pero no
tienen cuello perceptible y que han sido denominadas achaparradas; 2) espinas
delgadas, que expresan un cuello y una cabeza pequeia; 3) espinas en forma de
hongo, que tienen una cabeza grande y un cuello delgado y que se consideran como
las formas maduras de las ED. Se caracterizan por expresar altas cantidades de F-
actina y G-actina; y 4) las espinas tipo filopodio, las cuales son protuberancias
delgadas, sin cabeza visible, bifurcadas o multiramificadas (Figura 4; Von Bohlen,
2009).

Hongo
Delgada
Achaparrada
Filopodio

I

L Dendrita

Figura 4. Espinas dendriticas. Tipos de espinas dendriticas (Von Bohlen, 2009).

12



Se ha descrito que durante el desarrollo del sistema nervioso, las espinas se
expresan en forma de copa, que son formas inmaduras, delgadas y pequefias pero
plasticas y dinamicas, por tanto, con una mayor capacidad de remodelacién en
respuesta a estimulos, lo que genera que sean mas susceptibles al desarrollo de la
potenciacion a largo plazo (LTP) (Tada & Sheng, 2006). Las ED delgadas y
pequefias poseen mayor motilidad, suelen ser transitorias y establecen sinapsis
débiles, mientras que las espinas grandes y en forma de hongo son mas estables y
forman las sinapsis fuertes, ya que su densidad postsinaptica proporciona mayor

superficie de contacto (Valencia et al., 2018; Kasai et al., 2003).

Una de las funciones principales de las ED es compartimentalizar los iones Ca?*
formando reservorios bioquimicos; su funcién eléctrica dada por su capacidad para
filtrar potenciales de membrana constituye un sistema coordinado que sirve para
aislar unos impulsos sinapticos de otros (Yuste & Denk, 1995). Estas caracteristicas
son las que confieren a las espinas dendriticas el caracter de estructuras
funcionales con efectos directos en los procesos de aprendizaje y memoria (Koch &
Zador, 1993).

El tamafio y la morfologia de las espinas dependen del tipo de neuronay de diversos
factores como el estado hormonal y la manipulacion farmacologica entre otros;
miden entre 0.5-2 um de longitud, aunque las espinas de las neuronas piramidales

CAS3 del hipocampo pueden llegar a medir hasta 6 um (Valencia et al., 2018).

Hipocampo e interaccion social

La interaccion social es un conjunto de elementos complejos de reconocimiento que
se desencadenan en toda situacion en la que dos o mas organismos de una misma
o de diferente especie se presentan (Gonnet, 2020; Saéz & Diaz, 2011). Al respecto,
las relaciones sociales que se observan como respuestas conductuales exhibidas
por los organismos hacia sus congéneres, son de vital importancia para la
supervivencia, para el bienestar emocional, para la comunicacion y para la

reproduccion.
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La evaluacion social de un individuo supone la observacion de las interacciones que
establece con al menos un individuo mas, siendo asi que la conducta social se basa
en una unidad conductual distinta formada por los individuos que establecen la
interaccion y donde la influencia en la conducta de uno sobre otro no parece
claramente diferenciable. En general, se considera que un aumento en los
parametros conductuales de interaccion social en ausencia de un incremento en la
actividad motora del animal, indica un efecto ansiolitico y, por tanto, aumento de la
conducta de interaccidn social, mientras que una disminucion en la interaccion

social se considera propio de un efecto ansiogénico (File & Seth, 2003).

La duracién y la frecuencia de los diferentes componentes de la conducta social
pueden ser interpretados con relacion al total de efectos observados en las
diferentes dindmicas conductuales: conductas no sociales, conductas sociales,
conducta sexual, conducta agresiva y conducta de huida o de escape (Saéz & Diaz,
2011) en las cuales, las feromonas juegan un papel importante. En condiciones
controladas, la jerarquia social entre las ratas es evidente por el grado de sumision
gue muestran frente a sus comparieros de jaula durante un conflicto (tumbado boca
arriba) (3Rs-Centre Ultrech Life Sciences, 2016).

Las interacciones y la organizacion social entre individuos de una especie se
relacionan con la eficacia de los mecanismos de comunicacion que utilizan, por

ejemplo, la visual, la tactil o la quimica (Gutiérrez & Contreras, 2002).

Los roedores al ser organismos esencialmente de vida nocturna poseen una vista
muy poco desarrollada, siendo la vision del humano mucho mejor. Las ratas
perciben colores como el azul, el verde y el ultravioleta, siendo su visién bastante
borrosa y su percepciéon de profundidad escasa, ademas de ser muy sensibles al

exceso de luz (Magani et al., 2013).

En el caso del tacto, los vibrisas son sumamente importantes para su relacion con
el medio y la detecciébn de objetos, su oido puede percibir sonidos de altas

frecuencias superiores a los 150 Hz, sin embargo, este 6rgano de los sentidos tiene
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una variacion dependiendo de la edad y de la cepa del organismo (Yllera et al.,
2020).

Por otro lado, la interaccion quimica es fundamental en las interacciones entre los
individuos, siendo el olfato el que constituye un sistema sensorial capaz de afectar
de manera directa la fisiologia o la conducta de otros individuos (Albone, 1984).
Estudios que se han llevado a cabo sobre sefiales semioquimicas en mamiferos
mencionan que, las feromonas influyen en el reconocimiento especifico de
individuos de la misma especie o de la misma camada, en la delimitacion del

territorio o en el nivel jerarquico de dominancia (Abel, 1991).

Las feromonas son compuestos que modifican el comportamiento de diversos
organismos y estan clasificadas como: liberadoras (releaser), debido a que
promueven una respuesta primariamente instantanea y temporal en otro individuo
de la misma especie; promotoras (primer), ya que pueden ser producidas por uno o
mas individuos provocando respuestas lentas y, finalmente las llamadas
alarmogenas, las cuales producen respuestas rapidas de excitacion general

acompafnadas de comportamientos de escape o defensa (King et al., 1975).

Se ha demostrado la presencia de feromonas que son liberadas en la orinay en las
heces, las cuales pueden estimular o inhibir la actividad general de otras ratas. Otros
estudios mencionan que el olor obtenidos de glandulas sudoriparas de las patas, de
la piel o bien, del epitelio respiratorio de ratones estresados, pueden liberar
sustancias volatiles hacia la sangre o hacia el medio exterior y llevar a la
modificacién del comportamiento de los animales expuestos a dichos olores
(Gutiérrez & Contreras, 2002).

Curiosamente, existen parametros hormonales que pueden modificar la interaccion
social. Algunos autores mencionan la existencia de una “hormona social’, la
testosterona (Eisenegger et al., 2010), la evidencia sugiere que su participacion
facilita la manifestacién de conductas agresivas mediante el establecimiento de un
estatus social como la dominancia y la sumision de un individuo (Aromaki et al.,

1999; Rowe et al.,, 1989). En ratas macho se ha demostrado que existe una
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disminucién en la agresividad y una pérdida del dominio social después de la
castracion (Albert et al., 1986). Ademas, en humanos, los niveles de testosterona
se han relacionado con interacciones competitivas, tanto como un efecto causal o
como una consecuencia (Carre & Archer, 2018) de dichas interacciones. Por lo que,
se sugiere que la testosterona basal podria actuar como un biomarcador de las

interacciones sociales entre individuos machos (Eisenegger et al., 2010).

Brevemente, la testosterona es una hormona de tipo esteroidea y es secretada en
mayor medida por las células de Leydig; su origen esta en relacion a la sintesis de
colesterol por medio de la via de los andrégenos en balance con la via de los
glucocorticoides y su sintesis esta regulada en primera instancia por la hormona
luteinizante (LH). La produccion de testosterona puede ocurrir también desde la
dihidroepiandrosterona (DHEA) mediante la enzima 3 beta-hidroxiesteroide y desde
el desoxicortisol con la ayuda de la enzima 17-20 liasa. La testosterona tiene efecto
dentro de la célula hasta su receptor, lo cual le va a permitir la sintesis proteica
(Uribe, 2016; Tejada, 2013; Vela-Navarrete et al., 2009) y sus niveles, son
dependientes de la edad, ya que conforme los organismos macho envejecen, se
presenta una disminucion progresiva de la testosterona y aumentan los niveles de
glicoproteinas transportadoras de hormonas sexuales (SHBG) y de hormona
luteinizante (LH), como una posible respuesta en compensacion a la baja funcion
testicular. Al respecto, una disminucién en la secrecion de testosterona o su
deficiencia, estan relacionados con el hipogonadismo de inicio tardio (LOH) (Fabbri
et al., 2016; Li et al., 2002). Estudios en ratas Long-Evans de 4-18 meses de edad
reportan que la testosterona sérica presenta niveles bajos entre las 20:00 y las 24:00
hy, niveles maximos entre las 8:00 y las 16:00 h en animales jovenes, mientras que,
en animales mayores, los niveles maximos se presentan entre las 8:00 y las 20:00
hy de acuerdo con un ritmicidad circadiana similar a los organismos jévenes (Chan
et al., 1978).
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Circuito de la interaccion social hipocampal

Los organismos son capaces de discriminar entre un conespecifico nuevo y uno
familiar que posee caracteristicas similares a partir de la informacion que se modula
entre las neuronas CA3v y CA2d (Lee & Solivan, 2010) ya que las neuronas CA2d
median el reconocimiento social y desempefian un papel importante en la formacion
de la memoria social incluida la codificacién, la consolidacion y el recuerdo.
Asimismo, la conectividad entre la region CA2d y las regiones extrahipocampales
puede modular la capacidad de los organismos a adaptarse constantemente a los
cambios de su entorno y a quienes lo rodean (Hitti and Siegelbaum, 2014; Tzakis &
Holahan, 2019; Meira et al., 2018), a partir de la integracion de sefiales olfativas
durante los encuentros sociales, al recibir informacion de CE para crear un rastro
de memoria propia del olor del individuo. También CA2d envia proyecciones
anatomicas a la region CAlv permitiendo el procesamiento de informacion para el
establecimiento de la memoria social, por lo que CAlv participa activamente en el
proceso de recuperacion de informacion social (Figura 5; Meira et al., 2018; Rao et
al., 2019).
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Figura 5. Circuito de la interaccidn social hipocampal. La informacién sobre el estimulo sensorial
que recibe un individuo se proyecta a las neuronas CA3v, quienes a su vez reciben informacién de
la capa Il de la CE, de las células del GD y de regiones subcorticales. Una vez que dicha informacion
es procesada, la neurona proyecta la informaciéon a ambos arboles de las neuronas CA2d y CAlv,
las cuales también reciben informacién de diferentes estructuras corticales o subcorticales. Se
reconoce la transmision ipsilateral y contralateral hipocampal que reciben las neuronas CA2d y CAlv
para modular su respuesta. Finalmente, la informacion procesada por la region CAlv se proyecta a
las demas estructuras del sistema limbico, como el nicleo accumbens, y a las regiones corticales
para generar una respuesta emocional y motora, que se conoce como conducta social. Creado en
Biorender.com

Rata Zucker como modelo de obesidad

Las ratas Zucker son el modelo animal mas utilizado y mejor conocido de obesidad
genética. Estos organismos aparecieron en grupos de ratas exocriadas, y fueron
introducidas en fondos consanguineos por retro cruza. Presentan una mutacién al
nivel del receptor de leptina, que se hereda como caracter autosémico recesivo, o
que origina animales homocigotos fa/fa que presentan obesidad (Obese Zucker
Diabetic Fatty: OZDF), mientras que los animales heterocigotos Fa/+ son delgados
(Lean Zucker Diabetic Fatty: LZDF) (Zucker, 1965; Aleixandre & Miguel, 2008).
Estos animales también presentan alteraciones semejantes a lo que parece un
sindrome metabdlico con riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y

diabetes, como se ha descrito en humanos (Aleixandre & Miguel, 2008).

18



Las ratas Zucker obesas, acusan obesidad desde la tercera a la quinta semana de
vida y cuando alcanzan las 14 semanas de vida, expresan mas del 40% de su peso
corporal de composicion lipidica. Esta obesidad est4 asociada con hiperfagia, con
alteraciones de la termogénesis y del depdsito de lipidos en el tejido adiposo, lo que
provoca hiperplasia e hipertrofia de adipocitos. Ademas, la cantidad de sangre por
unidad de peso corporal en las ratas Zucker obesas es menor de lo normal. El
plasma de estos animales tiene aspecto lechoso, pues el contenido de colesterol y
de acidos grasos es de unas 4 a 10 veces mayor que lo normal respectivamente, y
expresan una sobreproduccién hepatica de lipoproteinas (Zucker, 1965; Chua et al.,
1996; Lash et al., 1989).

Por otro lado, las ratas Zucker delgadas expresan un menor consumo de calorias y
por tanto, un menor peso corporal que las ratas Zucker obesas (Sullivan et al.,
1978); también presentan una longevidad mayor en comparacion con las hembras
(Johnson et al., 1997). Algunos autores reportaron que, este modelo delgado
muestra diferencias conductuales respecto a otras ratas como la Wistar, ya que
exhibe pardmetros de sensibilidad por debajo del rango normal en las tasas de

refuerzo alimentario en una prueba de eleccién (Buckley & Rasmussen, 2012).

De la rata Zucker, hay poca informacion respecto de su SNC, no obstante, se sabe
que, por efecto de la mutacion, las ratas macho Zucker obesas muestran retraccion
dendritica y de espinas dendriticas de las neuronas CAl1 y CA3 del hipocampo
dorsal y del giro dentado y de la CE (Manuel-Sanchez et al., 2022), mientras que
las ratas hembra muestran retraccion dendritica de neuronas del nucleo
ventromedial del hipotdlamo (Bravo Duran et al., 2021). Ademas, se ha observado
gue ratas macho con obesidad inducida por dieta también muestran alteraciones
del SNC como astrogliosis reactiva en la corteza frontal, en el hipocampo y en el
hipotalamo (Sarfert et al., 2017; Fuentes et al., 2023).

Leptina y conducta social

El tejido adiposo se clasifica por su funcionamiento, por su coloracion, por su

vascularizacion y por su estructura, en blanco, pardo y beige (Frigolet & Gutierrez,
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2020). El tejido adiposo blanco es de apariencia blanca o amarilla y tiene poca
vascularizaciébn e inervacion, contienen una sola vacuola lipidica donde se
almacenan lipidos. Este tejido genera una gran cantidad de adipocinas y lipocinas,
gue actuan como hormonas o mensajeros que regulan el metabolismo (Frigolet &
Gutierrez, 2020). Dentro de las adipocinas se encuentra la leptina, cuyo gen LEP se
encuentra situado en el cromosoma 7 (7931.3), mide 20 kb y esta constituido por

tres exones y dos intrones.

La leptina, es una proteina de 167 aminoé&cidos, con un peso de 16 kDa, y de
manera activa esta constituida por 146 aminoacidos y un puente disulfuro para
poder realizar su activad biolégica (Sanchez et al., 2005). Es considerada una
hormona anorexigénica por causar saciedad, al mandar una sefial sobre los niveles
energéticos del cuerpo al hipotalamo, para regular la homeostasis e indicar la
existencia de suficiente tejido adiposo lo que, conlleva a una reduccion de la ingesta
alimenticia y la promocién del gasto energético (Garavito et al., 2020; Rosado et al.,
2006; Espinoza et al., 2021).

Dicha hormona, se une a la a-2 macroglobulina y a multiples receptores plasmaticos
que son miembros de la familia de citoquinas y de los cuales existen varias
isoformas clasificadas como cortas (Ra), larga (Rb) y soluble (Re). La forma larga
del receptor de leptina (Rb) se ha identificado en mdultiples regiones cerebrales y
también en tejidos periféricos como el higado, el pancreas y el musculo estriado.
Todas las isoformas del receptor comparten un dominio extracelular idéntico, cinco
de las seis isoformas (a, b, ¢, d y f) poseen dominios transmembranales, pero solo
el receptor de leptina tipo b (OBRb) contiene segmentos intracelulares necesarios
para la activacion de cinasas (Sanchez et al., 2005). En el cerebro, se expresa en
estructuras asociadas a la regulacion del comportamiento alimentario,
especificamente, en el nucleo arcuato y en el nucleo ventromedial de hipotalamo.
Por otro lado, parece que el receptor LepRa es predominante a nivel periférico,
principalmente en érganos como el intestino, el pulmén y el rifién (Botella et al.,
2001).
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El receptor de leptina carece de actividad enzimatica en su dominio intracelular, en
vez de ello esta ligado a miembros de la familia de las cinasas janus (Jak), que
pertenecen a una clase de tirosina-quinasas. La union del ligando activa la quinasa
Jak y lleva a la fosforilacion de determinadas proteinas citoplasmicas. Dentro de
estas proteinas existe una clase de factores de transcripcion citoplasmaticos
llamados transductores de sefal activadores de transcripcion (STAT) (Cumin &
Baum, 1996) (figura 6).
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Figura. 6. Sefializacion intracelular a partir de la accién de la leptina (Morris & Rui, 2009)
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Se sabe que la leptina aumenta el comportamiento social del olfateo, asi como la
persecucion pero suprime el comportamiento del acicalamiento. Estas acciones
resultan de estimular de forma aguda la transcripcion del gen de oxitocina (Lei et
al., 2022). Especificamente, las neuronas del nlcleo paraventricular son cruciales
para la recompensa social y se activan durante los procesos de interaccién social.
La estimulacion de estas neuronas puede inducir diferentes tipos de
comportamiento social, como la preferencia social, el reconocimiento social y el
vinculo social (Resendez et al., 2020; Oettl et al., 2016).
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Las neuronas de oxitocina en el nucleo paraventricular se proyectan directamente
al ndcleo accumbens y al &rea tegmental ventral, donde se libera la oxitocina desde
terminales presinapticas, activando los receptores de oxitocina lo que genera una
recompensa social (Lei et al., 2022). Ademas la sefalizacion de la leptina tiene una
estrecha relacibn con las vias de recompensa, que modula neuronas
dopaminérgicas que se proyectan al nucleo accumbens y parte de los ganglios
basales (Argente & Chowen, 2014).

Justificacion

A lo largo de varias décadas se ha vinculado a la obesidad con cambios
conductuales; en humanos obesos estos cambios se ven reflejados con un
aislamiento social, actitud pasiva e incluso depresiéon (Chu et al.,, 2019). Estas
conductas sociales son reguladas por el hipocampo y alteraciones en esta
estructura puede llevar a desarrollar enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas,
principalmente relacionadas con la memoria, el aprendizaje y el estado de &nimo
(Thibault et al., 2013). Al respecto, se sabe que la rata macho Zucker obesa expresa
retraccion dendritica y de espinas dendriticas de neuronas del circuito trisinaptico
del hipocampo dorsal y que estas alteraciones pueden ser la causa del déficit de
memoria espacial que expresan (Manuel-Sanchez et al., 2022). No obstante, no
existe informacioén relacionada con la region del hipocampo ventral, la cual modula
aspectos emotivos y de conducta afectiva. Por lo tanto, para aportar informacién
relativa con aspectos morfolégicos que pudieran estar influyendo en la expresién de
conductas emotivas, consideramos analizar si la rata Zucker obesa macho expresa
déficits de interaccion social y cambios en la morfologia de neuronas CAlv, CA2dy
CA3v del hipocampo.
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Pregunta de investigacion

¢ Las ratas macho Zucker obesas expresan cambios en la conducta de la interaccion
social y en la morfologia dendritica de neuronas CA1 y CA3 de hipocampo ventral

y CA2 de hipocampo dorsal?
Hipotesis

Las ratas macho Zucker obesas expresaran alteraciones en la interacciéon social y
en la arborizacion dendritica de neuronas CAl1 y CA3 de hipocampo ventral y

neuronas CA2 de hipocampo dorsal.

Objetivos

General

Determinar el posible efecto de la obesidad sobre la interaccion social y la
arborizacion dendritica de las neuronas piramidales CA1 y CA3 del hipocampo
ventral, asi como de las neuronas CA2 del hipocampo dorsal, en ratas macho

Zucker obesas adultas.
Particulares

1. Confirmar obesidad, hiperglicemia y dislipidemias en la rata macho Zucker
obesa a partir del indice de Lee, de la circunferencia abdominal y de la
concentracion de glucosa, de triglicéridos y de colesterol en plasma.

2. Cuantificar los niveles de testosterona sérica en ratas macho Zucker obesas.

3. Medir mediante una prueba de interaccion social, el nUmero de contactos y
el tiempo de contactos agresivos y no agresivos en un campo abierto.

4. Analizar la arborizacion dendritica apical y basilar de neuronas CA1 y CA3
de hipocampo ventral y de neuronas CA2 del hipocampo dorsal.

5. Medir la densidad de espinas dendriticas apicales y basilares de neuronas
CAl y CA3 de hipocampo ventral y de neuronas CA2 de hipocampo dorsal.
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Material y métodos

Diagrama de trabajo

La manipulacion y los procedimientos experimentales se llevaron a cabo a partir del

quinto mes de edad de los animales incluidos en el presente estudio. Se monitored

el peso corporal, los animales fueron sometidos a una prueba de interaccion social,

se obtuvieron muestras de sangre, se disec6 el cerebro y se dibujaron neuronas de

las regiones CAlv, CA2d y CA3v del hipocampo para finalmente analizar la longitud

de los arboles dendriticos y la densidad de espinas dendriticas (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de trabajo de las actividades realizadas durante el proyecto de investigacion.
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Grupos experimentales

Se utilizaron una total de 30 ratas macho de 20 semanas edad; 10 ratas Long Evans
(LE) como grupo control intacto, 10 ratas Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF por sus
siglas en inglés) como grupo control de camada y 10 ratas Obese Zucker Diabetic
Fatty (OZDF por sus siglas en inglés) como grupo de estudio. Los organismos se
mantuvieron bajo condiciones estdndares de bioterio con temperatura ambiental
constante de 20 a 21°C, con humedad relativa del 55% vy ciclos de luz-oscuridad de
12 horas (encendido de la luz a las 7 am y apagado de la luz a las 7 pm). Las ratas
LE y LZDF fueron alimentadas con pelets formulab diet 5001, mientras que las ratas
OZDF fueron alimentadas con formulab diet 5008. Los organismos se mantuvieron
con alimento y agua ad libitum. Todos los procedimientos llevados a cabo en este
trabajo se realizaron con estricto apego a los lineamientos del Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP, a los
lineamientos de produccién cuidado y uso de animales de laboratorio establecidos
por SAGARPA en la NOM-062-ZO0-1999 y a las especificaciones ARRIVE
(Kilkenny et al., 2010). Los animales se encontraron a cargo del M.V.Z. Francisco

Ramos Collazo con nimero de cédula profesional 651957.

A los organismos se les realizé un monitoreo de su peso corporal semanalmente
por cuatro semanas, a la par fueron separados en grupos de dos durante un periodo
de 15 dias antes de someterlos a la prueba de interaccién social.

Prueba de Interaccion Social

La prueba de interaccion social se realiz6 en una habitacién con intensidad de luz
de 10 luxes, en el periodo de las 11 a las 13 horas y utilizando una caja de 70 x 70
cm con paredes de 35 cm de altura.

En el primer dia de la prueba, a cada animal se le someti6 a un tiempo de
habituacion en el campo abierto de 5 minutos, tiempo en el cual se les permitid
explorar libremente el entorno. En el segundo dia de prueba, dos organismos de la

misma cepa y del mismo fenotipo (LE, LZDF u OZDF) que no estuvieron alojados
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juntos, se colocaron en el campo abierto para permitirles la interaccion social por 10
minutos (interaccion social no familiar). En el tercer dia de prueba, la interaccién
social por 10 minutos se llevo a cabo entre individuos que estuvieron alojados en la

misma caja familiar (interaccion social familiar); dichos eventos fueron
videograbados para su posterior andlisis. Una vez concluido el tiempo de prueba de
cada pareja, los animales fueron retirados de la caja para ser regresados a su caja
familiar. Se retiré la cama de aserrin de la caja y se vertié aserrin nuevo para evitar
la influencia de los olores en la conducta de los demas animales sometidos a la
prueba. Ademas, a cada animal se le evalué la conducta social con el compafiero

familiar (formando un total de 5 parejas), y no familiares (10 parejas) (Figura 8).
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Figura 8. Asignacion de grupos para la prueba de interaccion social. En la figura se muestra la
formacién de grupos familiares y no familiares de manera aleatoria.

Para analizar los videos de cada sesién de interaccién social se disefié un etograma

gue consta de seis variables, exclusivo para ratas (Tabla 1). De cada variable se
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midio el nUmero de veces que la expresaron (frecuencia) y el tiempo invertido en
cada una de ellas, estos datos fueron concentrados y agrupados en una base de
datos. Aunado a esto el analisis de los videos se realizd por tres observadores
diferentes, para llegar a un acuerdo en la decision final con base a los criterios

establecidos en el etograma.
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Tabla 1. Variables conductuales para la interpretacion de la interaccion social.

Variable

Olfateo
(Wesso, 2013)

Juego
(Bredewold et al.,
2015)

Acicalar
(Kalueff et al., 2016)

Persecucion
(Siever, 2008)

Comportamiento
agresivo

(Scott, 1966; Volavka
& Nolan, 2008)

Descripcion

Comportamiento no agresivo que consiste en frotar la
nariz contra el cuello del compafero, esencial en la
adquisicion de olores.

Contribuye al desarrollo de capacidades fisicas,
cognitivas y sociales, ademas de la adquisicion de
habilidades sociales.

Permite conservar la limpieza, proteger la salud y
mantener una buena apariencia fisica.

Contribuye a regular la temperatura corporal y distribuir
secreciones en el pelaje.

El organismo huye para evitar confrontacion;
seguimiento de cerca de su perseguidor. El perseguidor
usualmente busca iniciar un comportamiento dominante.
Adaptaciones para situaciones que involucran conflicto o
competencias entre miembros de la misma especie. Se
expresa con mordidas, arafiazos y golpes, usualmente
es utilizado para obtener alimentos, pareja, territorio o
para determinar el rango social.

Interpretacion

Los subordinados disminuyen la frecuencia de

olfateo, siendo una sefial de apaciguamiento

durante la interaccion social.

El déficit es un indicador de trastornos en desarrollo

neuronal y emocional. Un alto grado indica una

reduccion de estrés.

1) Cuando hay un nivel de estrés alto, el
acicalamiento se altera en forma y cantidad, se
realiza la actividad rapidamente, con progresion
anormal, desorganizada Yy de manera
interrumpida.

2) Cuando el nivel de estrés es bajo, la actividad se
realiza de manera relajada y con una transicion
de descanso.

El aumento en el nimero de persecuciones muestra

usualmente una conducta dominante o agresiva.

Su alteracibn muestra un nivel exagerado de
agresion y escala a una pelea y dafio.
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Eutanasia

Un dia después de haber sido sometidos los animales a la prueba de interaccion
social, se provocé ayuno por un periodo de cuatro horas e inmediatamente después,
fueron sometidos a anestesia profunda via intraperitoneal con una dosis subletal de
xilacina (10 mg/kg ip.) y ketamina (75 mg/kg ip.) (Connell et al., 2022), para medir la
circunferencia abdominal y la talla. Estos datos se utilizaron para calcular el indice
de Lee, considerando que, un indice de 0.310 o mayor refiere una condicion de
obesidad en la rata (Novelli et al., 2007; Arika et al., 2019). Para calcular dicho indice

se utilizé la siguiente formula:

i/Peso corporal (gr)
LHA (cm)

Indice de Lee =

Inmediatamente después, se expuso el corazdn para colectar mediante puncion
intracardiaca, al menos 3 ml de sangre, la cual fue procesada de acuerdo con las
indicaciones de kits (Marca MEXLAB) para medir colesterol, triglicéridos y glucosa
en plasma y para cuantificar los niveles de testosterona en suero (Kit de ELISA
marca Cayman). Tanto el suero como el plasma fueron obtenidos después de
centrifugar la sangre por 15 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente. Dichas
fracciones de la sangre fueron alicuotadas y preservadas a -20°C hasta el momento

de ser utilizadas.

Perfil metabodlico

Colesterol

Para la cuantificacion de colesterol se utilizo el reactivo de Colesterol Total (CHOD-
PAP) Valtek del laboratorio MEXLAB. Mediante esta técnica, las muestras
reaccionan con las enzimas colesterol éster hidrolasa y colesterol oxidasa. La
primera libera el colesterol de los ésteres de colesterol y la segunda oxida el
colesterol libre produciéndose peroxido de hidrégeno, el cual, en presencia de la
enzima peroxidasa reacciona con el sistema cromogénico dando origen a un

compuesto coloreado que absorbe a 505 nm. La curva de calibracion y el ensayo
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de la muestra se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente (20°C
aproximadamente) para leer la absorbancia dentro de los 30 minutos después de
iniciar la reaccion, ya que solo es estable por este periodo de tiempo. Se calculd el

factor mediante la siguiente formula:

Concentracion calibrador

Factor = Absorbancia del calibrador

Para determinar la concentracion de colesterol en mg/dl en la muestra, se aplico la

formula:

[Colesterol (mg/dl)] = (Factor)(Absorbancia de la muestra)

Triglicéridos

Se cuantificé la concentracién de triglicéridos en plasma con el reactivo Bio-
Triglicéridos-LS de MEXLAB. Los triglicéridos son hidrolizados por una lipasa
especifica que promueve la liberacion de acidos grasos y de glicerol. El glicerol es
fosforilado por la enzima gliceroquinasa y posteriormente, el glicerol-1-fosfato es
oxidado a dihidroxiacetona fosfato por una enzima glicerol-fosfato oxidasa,
generandose peroxido de hidrégeno. Posteriormente, en una reaccion del tipo
Trinder, el perdoxido de hidrégeno reacciona con 4-Aminoantipirina y el acido 3,5-
Dicloro-2-Hidroxi-bencensulfonico para producir por medio de la enzima peroxidasa
un compuesto coloreado en cantidad proporcional a la concentracién de los
triglicéridos presentes en la muestra. Se leyo la absorbancia del compuesto colorido
a 520 nm. La reaccién se incub6 a temperatura ambiente (20°C aproximadamente).
El color resultante es estable por al menos treinta minutos. Para el calculo de la

concentracion se obtuvo el factor mediante la siguiente formula:

Concentracion calibrador

Factor = Absorbancia del calibrador
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Mientras que la concentracion de triglicéridos en las muestras en mg/dl, se calculo

utilizando la siguiente formula:

[Triglicéridos (mg/dl)] = (Factor)(Absorbancia de la muestra)

Glucosa

La determinacion de la concentracion de glucosa se realizé utilizando el kit Valtek
Glucosa (marca MEXLAB). La glucosa reacciona con el reactivo enzimatico que
contiene una mezcla de las enzimas glucosa oxidasa (GOD) y peroxidasa (POD).
En la primera etapa, la glucosa es oxidada a &cido gluconico por la accién de la
enzima GOD, liberAndose como producto H202, el cual en una reaccibn mediada
por la enzima POD, reacciona con el acido p-hidroxibenzoico y 4-aminoantipirina
produciéndose un compuesto coloreado con un maximo de absorcion a 505 nm y
en cantidad proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra. La curva
de calibracion y el ensayo de la muestra, se incub6 por 20 minutos a temperatura
ambiente (20°C aproximadamente) para leer la absorbancia dentro de los 30
minutos posteriores, ya que solo es estable por este periodo de tiempo. Para

calcular el factor se utilizé la siguiente formula:

Concentracion calibrador

Factor = Absorbancia del calibrador

La concentracion de glucosa en las muestras se determiné utilizando la siguiente

formula;

[Glucosa (mg/dl)] = (Factor)(Absorbancia de la muestra)

Testosterona

La determinacion de la concentracion de testosterona se realizd utilizando un kit de

ELISA de competencia (marca Cayman CHEMICAL). La testosterona se sintetiza a
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partir de la pregnenolona por dos vias principales, la D4 y D5. En ambas vias
participan las mismas enzimas: 1) la isoforma CYP17 del citocromo P450, 2) la 3[3-
hidroxiesteroide deshidrogenasal/isomerasa y 3) la enzima 173-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. Esta prueba es un ensayo de tipo competitivo entre la testosterona
y un conjugado de testosterona-acetilcolinesterasa (AChE) (trazador de
testosterona) por una cantidad limitada de antisuero de testosterona. EI complejo
antisuero-testosterona se una a la IgG monoclonal que se ha adherido al pocillo. La
placa se lava para la eliminacion de los reactivos no unidos y posterior a eso se
agrega al pocillo el reactivo de Ellman produciéndose un compuesto color amarillo
con una absorcion a 412 nm. La intensidad de este color, que se determina
mediante espectrofotometria, es proporcional a la cantidad de testosterona tracer
unida al pocillo, que es inversamente proporcional a la cantidad de testosterona libre
presente en el pocillo durante la incubacion. Para trazar la curva estandar se utilizé

la siguiente formula:

logit (B/B0) = In[B/B0/(1 — B/B0)]

Tincion de Golgi-Cox

Inmediatamente después de colectar la sangre, se realizO una perfusion
intracardiaca con solucién salina (NaCl) al 0.9% para eliminar los residuos de
sangre en el cerebro antes de ser removido del craneo. Inmediatamente, se realiz6
una craneotomia para extraer el cerebro y los restos biolégicos fueron recolectados
en bolsas correspondientes para tratamiento de desechos biolégicos y fueron
entregados al Bioterio Claude Bernard de la BUAP para su incineracion. El cerebro
se coloco en 20 ml de solucion Golgi-Cox para ser almacenado en completa
obscuridad por 14 dias y a temperatura ambiente. Después de los primeros siete
dias, la solucién se cambi6 por solucién fresca de Golgi-Cox y se dej6é concluir el
tiempo ya indicado. Transcurrido el tiempo de incubacion de los cerebros en la
solucidn Golgi-Cox, la solucion fue cambiada por solucion de sacarosa al 30% en la

cual los cerebros se mantuvieron por un periodo de al menos tres dias antes de ser
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seccionados (Gibb & Kolb, 1998; Levine et al., 2013). Al término de este periodo de
tiempo, se obtuvieron cortes coronales de 200 um de grosor al nivel de hipocampo
ventral e hipocampo dorsal mediante el uso de un vibratomo semiautomatico (Leica
VT 1000S). Los cortes se colocaron en portaobjetos gelatinizados al 2% y se
mantuvieron en una camara humeda toda una noche. Posteriormente, se realizo el
revelado de la tincion al colocar las laminillas en agua destilada por un minuto para
enjuagarlas y después se les dio un bafio con hidréxido de amonio por 30 minutos.
Se enjuagb nuevamente en agua destilada por un minuto y se colocaron en fijador
rapido de Kodak® por 30 minutos mas. Después de un ultimo lavado con agua
destilada por un minuto, se procedid a la deshidratacion del tejido incubando en
diferentes concentraciones de alcohol (50%, 70%, 95%) por un minuto y dos pasos
de alcohol al 100% por 5 minutos respectivamente. Como ultimo paso se dejaron
las laminillas durante 15 minutos en xileno, transcurrido este tiempo, se fijaron con
resina sintética Entellan® y se dejaron secar al menos tres dias antes de que fueran

observadas al microscopio.

Coordenadas espaciales de las regiones hipocampales

Se obtuvieron cortes coronales al nivel de: 1) -4.80 a -6.30 mm respecto de Bregma
para observar neuronas de la region CA1 de hipocampo ventral; 2) -4.16 a -6.04
mm respecto de Bregma para observar neuronas de la regiéon CA3 de hipocampo
ventral y 3) -2.30 a -4.52 mm respecto de Bregma para visualizar neuronas de la
region CA2 de hipocampo dorsal (Imagen de referencia Figura 9).
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Figura 9. Izquierda: Hipocampo ventral. Las flechas rojas sefialan las regiones CA1 y CA3.
Derecha: Hipocampo dorsal. La flecha roja sefiala a la region CA2 (Paxinos & Watson, 1982).

Reconstruccion bidimensional de neuronas de hipocampo ventral y dorsal

Una vez secas las laminillas, y mediante el uso de un microscopio 6ptico (DM1000
LED Leica®) que tiene una camara lucida (de dibujo) acoplada (Figura 10), se
dibujaron a una amplificacion de 400X, un total de 30 neuronas por cerebro; 10
neuronas CA1 y 10 neuronas CA3 de HV y 10 neuronas CA2 de HD. De todas las
regiones se dibujaron cinco neuronas del hemisferio izquierdo y cinco neuronas del

hemisferio derecho.

Mediante el analisis de Sholl (Figura 11), se calculé el nimero de intersecciones
dendriticas por circulo concéntrico; esta variable fue utilizada para calcular la
longitud dendritica total. Ademas, se dibujaron segmentos dendriticos de tercer
orden de ramificacion de al menos 10 um de longitud a una amplificacion de 1000X
para calcular la densidad de espinas dendriticas (nUmero de espinas dendriticas /
10 um). Sdlo se dibujaron aquellas neuronas que se encontraron en la region CA1
y CA3 del hipocampo ventral y en la region CA2 del hipocampo dorsal, y que
cumplieron con los siguientes criterios: buena impregnacion de la tincion, arboles
dendriticos no trozados, con evidente forma piramidal de su soma, ubicado en la
region de interés y preferentemente aisladas, es decir, que no formaban parte de un
cumulo de neuronas, para evitar confundir a las dendritas de los arboles dendriticos

aledafos.
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Figura 10. Método para dibujar las neuronas piramidales. Se ilustra un microscopio 6ptico
acoplado a una cdmara lucida, por la cual se observan y se dibujan las neuronas para el posterior
andlisis de la arborizacién dendritica (Tomado y modificado de Kolb et al., 1998).

Figura 11. Analisis de Sholl. Consiste en colocar una plantilla de circulos concéntricos sobre la
neurona haciendo coincidir el primer circulo con el soma para cuantificar el niUmero de intersecciones
dendriticas en cada circulo concéntrico (Tomado y modificado de Kolb et al., 1998).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de cada variable fueron sometidos a una prueba de normalidad
Shapiro-Wilk para determinar el tipo de distribucion de estos. Se consider6 como
variable independiente la cepa de los animales y el fenotipo. Ademas, se considero
una diferencia significativa cuando el valor de P fue < 0.05. Los datos de la prueba
de conducta de interaccion social, los parametros zoométricos, la concentracion de

macromoléculas en sangre y la densidad de espinas dendriticas, fueron analizados
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mediante una ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Tukey. En el caso de
la arborizacion dendritica se utilizd6 una prueba de ANOVA de dos vias con una
prueba post-hoc de Tukey, considerando la cepa y los circulos concéntricos como

variables independientes.

Resultados

Las diferencias significativas mostradas por los grupos OZDF y LZDF respecto del
grupo LE se sefalan usando asteriscos (*), mientras que, las diferencias

significativas entre las ratas LZDF y OZDF, se marcan con el simbolo numeral (#).
Parametros zoométricos

No se observaron diferencias en la talla entre las ratas de los diferentes grupos
experimentales (Figura 12a; F (2, 27y = 1.188, P=0.3203), no obstante, los resultados
muestran que el peso corporal de las ratas OZDF fue significativamente mayor
respecto de las ratas LE y de las LZDF; asimismo, entre las ratas LZDF se observé
una disminucion significativa del peso corporal respecto a las ratas LE (Figura 12b;
F (2, 27) = 22.89; P<0.0001). En cuanto al indice de Lee, las ratas OZDF presentan
un valor significativamente mayor que el de las ratas LZDF y las ratas LE, ademas
se presentd una disminucion significativa en dicha variable, en las ratas LZDF
respecto de los organismos LE (Figura 12c; F (2, 27y = 33.0, P<0.0001). La
circunferencia abdominal de las ratas OZDF fue significativamente mayor respecto
de las ratas LZDF y LE (Figura 12d; F (2, 27) = 53.26; P<0.0001).
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Parametros zoomeétricos
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Figura 12. Pardmetros zoométricos. a) Talla. No se observan diferencias significativas entre los
grupos experimentales. b) Peso corporal. Se muestra que las ratas OZDF presentan un incremento
significativo en el peso respecto de las ratas LZDF y LE. También se muestra una disminucién
significativa del grupo LZDF con respecto al grupo LE. c¢) indice de Lee. Las ratas OZDF muestran
un indice significativamente mayor respecto de las ratas LZDF y LE, mientras que, las ratas LZDF
presentan una disminucion significativa con respecto al grupo control LE. d) Circunferencia
abdominal. Se muestra un aumento significativo entre los organismos OZDF en comparacién con las
ratas LZDF y LE. "P < 0.05, "P < 0.01 ## P < 0.0001, ™™ P < 0.0001. Se presenta la media = SEM,
n=10 por grupo.

Metabolitos en sangre

Se observé un incremento significativo en la concentracion de triglicéridos (Figura
13a; F 2,8 =141; P =0.0001), de colesterol (Figura 13b; F 2,8 = 20.15; P = 0.0008)
y de glucosa en sangre (Figura 13c; F (2, 16) = 4.10; P = 0.0356) de las ratas OZDF
respecto de las ratas LZDF y de las ratas LE.
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Metabolitos en sangre
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Figura 13. Metabolitos en sangre. a) Triglicéridos. b) Colesterol. ¢) Glucosa. Las ratas OZDF
muestran un incremento significativo respecto de las ratas LZDF y LE. *P<0.05, ***P<0.001,
****P<(.0001, *P<0.05, #P<0.01, ##P<0.001. Se presenta la media =+ SEM, n=10 por grupo.

Testosterona

No se observaron diferencias significativas en la concentracién de testosterona
entre los grupos experimentales (Figura 14; F 2 27) = 0.1475; P = 0.86).
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Figura 14. Concentracién de testosterona. No hay diferencia significativa en los niveles de
testosterona en suero entre las ratas. Se presenta la media + SEM, n=10 por grupo.

Interaccién social

Conducta no agresiva

Las ratas OZDF tuvieron un menor niumero de olfateos en la prueba de interaccion
social no familiar respecto de las ratas LZDF, no se observaron diferencias respecto
de las ratas LE (Figura 15a; F (2, 27) = 5.498; P=0.0099). En el tiempo de olfateos
entre parejas no familiares, los organismos LZDF tuvieron un aumento significativo
respecto del grupo control LE (Figura 15b; F (2, 27)= 3.170; P=0.0474). En cuanto al
namero (Figura 15c; F 2, 120 = 1.976; P=0.1812) y al tiempo de olfateos en la
interaccion social familiar (Figura 15d; F (2,12) = 0.5073; P=0.6145) no se observaron

diferencias significativas entre los grupos.
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Olfateos
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Figura 15. Conducta de olfateo. a) Nimero de olfateos entre organismos no familiares. Las ratas
OZDF muestran una disminucién significativa respecto de las ratas LZDF y sin diferencias
significativas con el grupo LE. b) Tiempo de olfateos entre individuos no familiares. Las ratas LZDF
mostraron un tiempo de olfateos significativamente mayor que las ratas LE, sin presentar diferencias
significativas con las ratas OZDF. ¢) Niumero de olfateos en la interaccién social familiar. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos. d) Tiempo de olfateos entre ratas familiares.
No se observaron diferencias significativas entre los grupos * P<0.05, # P<0.05. Se presenta la media
+ SEM, n=10 por grupo en la interaccion no familiar y n =5 por grupo en la interaccién familiar.

En el nUmero de persecuciones entre los organismos no familiares (Figura 16a; F 2,
27) = 2.989; P=0.0672) o entre individuos familiares (Figura 16c; F (2, 12) = 3.238;
P=0.0751), no se presentaron diferencias significativas entre los grupos, tampoco
en el tiempo invertido en esta actividad por parte de los organismos no familiares
(Figura 16b; F (2, 27) = 0.1666; P=0.8474) y familiares (Figura 16d; F ¢, 12) = 2.219;
P=0.1514).
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Figura 16. Persecuciones. a,b) Entre los organismos no familiares. c,d) Entre los organismos
familiares. Se muestran los datos relacionados con numero de persecuciones y tiempo de
persecuciones. No se observan diferencias significativas entre los grupos. Se presenta la media +
SEM, n=10 por grupo en la interaccion no familiar y n = 5 por grupo en la interaccion familiar.

También, la conducta de juego no presentd diferencias significativas entre los
grupos en cuanto al numero de juegos en la interaccion familiar (Figura 17a; F ¢, 12)
= 0.2664; P=0.7706) ni en la interaccion no familiar (Figura 17c; F (2, 27) = 0.4865;
P=0.6200). Asimismo, no hubo diferencias en cuanto al tiempo invertido en esta
actividad por organismos no familiares (Figura 17b; F (2, 27) = 0.7690; P=0.4734) o
familiares (Figura 17d; F (2,12 = 0.1185; P=0.8893).
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Figura 17. Juego. a, b) Entre organismos no familiares. c, d) Entre organismos familiares, (n=5 por
grupo). Se muestran los datos relacionados con nimero de juegos Yy el tiempo invertido en juegos.
No se observan diferencias significativas entre los grupos. Se presenta la media + SEM, n=10 por
grupo en la interaccion no familiar y n = 5 por grupo en la interaccion familiar.

Conducta agresiva

No se presentaron diferencias significativas en cuanto al nimero de interacciones
entre los organismos no familiares (Figura 18a; F (2, 27y = 0.6102; P=0.5506) o
familiares (Figura 18b; F (2, 12) = 1.000; P=0.3966) ni en relacion al tiempo invertido
en las conductas agresivas (arafiazos) entre los organismos no familiares (Figura
18Db; F (2,27 = 0.3966; P=0.6765) o familiares (Figura 18d; F (2, 12) = 1.000; P=0.3966).

Ademas, las ratas no expresaron en ningin momento mordidas o golpes entre ellos.
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Figura 18. Conducta agresiva. a,b) Entre organismos no familiares. ¢,d) Entre organismos familiares
(n=5 por grupo). Se muestran los datos relacionados con namero de arafiazos y tiempo invertido
para agredir con arafiazos. No se observan diferencias significativas entre los grupos. Se presenta
la media £+ SEM, n=10 por grupo en la interacciéon no familiar y n = 5 por grupo en la interaccion
familiar.

Morfologia neuronal

En la figura 19 se ilustran neuronas CA3v asi como las espinas dendriticas
representativas de la region apical y basilar caracteristicas de las ratas LE (figura
19a), LZDF (figura 19b) y OZDF (figura 19c).
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Figura 19. Microfotografia de neuronas y espinas dendriticas piramidales CA3v. a) Superior.
Neurona piramidal; Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas LE. b) Superior. Neurona
piramidal; Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas LZDF. ¢) Superior. Neurona piramidal;
Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas OZDF. Microfotografia de neuronas: Barra
de escala = 50 ym. Microfotografia de espinas dendriticas: Barra de escala = 20 um.

La arborizacion dendritica y la longitud por orden de ramificacion de los arboles
apicales y basilares de las neuronas, se muestra en una sola grafica. Tomando en
cuenta al numero cero que representa el soma y como punto de partida, hacia la
izquierda los numeros negativos del eje de las abscisas (X) muestra la informacién
del arbol apical, mientras que, hacia la derecha, la regidon de numeros positivos

corresponde a la informacion del arbol basilar.

En la figura 20a se muestran los datos de la arborizacion dendritica de neuronas
CA3yv, se observo que no hay diferencias en dicha variable al nivel del arbol apical
entre los grupos experimentales, mientras que en la regidén basilar los organismos

OZDF y LZDF presentaron una disminucion en el numero de intersecciones
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dendriticas respecto de las ratas LE al nivel medio de distancia del soma (circulos
concéntricos 8 al 14; Cepa: F(2, 1539) = 22.57, P<0.0001; Circulo concéntrico: Fss,
1539) = 159.6, P<0.0001; Interaccion: F112, 1539) = 0.8965, P=0.7693).

En cuanto a los 6rdenes de ramificacion, la longitud dendritica en el primero y
segundo orden de ramificacion del arbol apical de las neuronas CA3v de las ratas
LZDF fue significativamente menor respecto de las mismas neuronas de las ratas
OZDF y de las ratas LE. En la regidn basilar, al nivel de los circulos concéntricos 8-
14, se observo una disminucién significativa entre el grupo experimental LZDF y el
grupo LE unicamente (Figura 20b; Cepa: F (2, 432) = 7.000, P=0.0010; Circulo
conceéntrico: F (15, 432) = 142.7, P<0.0001, Interaccién: F (30, 432) = 1.183, P=0.2359).

En el caso de la longitud dendritica total no se presentaron diferencias significativas
entre los grupos experimentales tanto en el arbol apical (Figura 20c; F 2, 27) = 2.291,
P=0.1205) como en el basilar (Figura 20d; F (2, 27) = 1.086, P=0.3519). El mismo
caso se observo en la densidad de espinas dendriticas ya que no hay cambios
significativos ni en la region apical (Figura 20e; F (2, 27y = 2.067, P=0.1461) ni en la
region basilar (Figura 20f; F (2, 27) = 0.5773, P=0.5682).
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Figura 20. Neuronas CA3v. a) Arborizacion dendritica. El andlisis de la complejidad dendritica
mediante el método de circulos concéntricos revel6 que el arbol apical no muestra diferencias
significativas. En contraste, en la region basilar se observd una reduccién significativa de las
intersecciones dendritica de los grupos OZDF y LZDF respecto a las ratas LE, especificamente en
los circulos 8 al 14. b) Longitud por orden de ramificacién. Se detecté una disminucién significativa
en esta variable en los 6rdenes de ramificacion -1 y -2 de la region apical. De manera similar, en la
region basilar se observé una reduccién significativa en los érdenes de ramificacion 2 y 3. c-d)
Longitud dendritica total. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en esta
variable, tanto en la region apical como en la region basilar. e-f) Densidad de espinas dendriticas. El
andlisis cuantitativo no mostro diferencias significativas entre los grupos experimentales en ninguno
de los arboles dendriticos. * P < 0.05, # P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001; Se presenta la media +
SEM, n=10 por grupo
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En la figura 21 se ilustran neuronas CA2d asi como las espinas dendriticas
representativas de la region apical y basilar caracteristicas de las ratas LE (figura
21a), LZDF (figura 21b) y OZDF (figura 21c).

Figura 21. Microfotografia de neuronas y espinas dendriticas piramidales CA2d. a) Superior.
Neurona piramidal; Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas LE. b) Superior. Neurona
piramidal; Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas LZDF. ¢) Superior. Neurona piramidal;
Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas OZDF. Microfotografia de neuronas: Barra
de escala = 50 ym. Microfotografia de espinas dendriticas: Barra de escala = 20 um.

En lafigura 22a se presentan los datos correspondientes a la arborizacion dendritica
de las neuronas CA2d. Se observd que en la regidon apical existe un aumento
significativo en el numero de intersecciones dendriticas al nivel del circulo
concéntrico 22 (arbol apical) de las neuronas de ratas OZDF respecto de las de
ratas LZDF. Este mismo incremento se observo al nivel del circulo concéntrico 10
(arbol basilar) de las neuronas OZDF respecto de las de ratas LE; ambos cambios
corresponden a una distancia media del soma (Cepa: F (2, 1620) = 16.56, P<0.0001;
Circulo concéntrico: F (59, 1620) = 338.1, P<0.0001; Interaccién: F (118, 1620) = 0.5197,
P>0.9999).
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La longitud en el primer orden de ramificacion en la region apical de las neuronas
CAZ2d de las ratas LZDF mostré una disminucién significativa al compararse con las
ratas OZDF y también mostraron una disminucién significativa respecto de las de
ratas LE. En contraste, en la regidon basilar no se detectaron variaciones entre los
grupos experimentales (Figura 22b; Cepa: F (2, 405) = 2.526, P=0.0812; Circulo
conceéntrico: F (14, 405) = 264.3, P<0.0001; Interaccion: F (28, 405) = 1.960, P=0.0029).

En cuanto a la longitud dendritica total, no se encontraron diferencias entre las ratas
de los grupos experimentales, ni en la region apical (Figura 22c; F (2, 27y = 1.577,
P=0.2251) ni en la region basilar (Figura 22d; F ¢, 27y = 1.122, P=0.3403). Sin
embargo, en cuanto a la densidad de espinas dendriticas del arbol apical, se
observo un aumento significativo entre las neuronas de las ratas LZDF respecto del
grupo OZDF (Figura 22e; F (2,27) = 3.540, P=0.0431). No se presentaron diferencias
en la region basilar en dicha variable (Figura 22f; F (2, 27y = 1.585, P=0.2234).
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Figura 22. Neuronas CA2d. a) Arborizacion dendritica: El estudio de la complejidad dendritica,
evaluado mediante el método de intersecciones con circulos concéntricos, indicd que en la region
apical se presentd un aumento significativo en las intersecciones dendriticas al nivel del circulo
concéntrico -22. Para la region basilar se evidencid un aumento significativo en el nimero de
intersecciones dendriticas en el circulo 10. b) Longitud por orden de ramificacién: Se observé una
disminucién significativa en el primer orden de ramificacion de las dendritas de la region apical. Por
el contrario, en la region basilar no se identificaron diferencias significativas en ningan orden de
ramificacion. c-d) Longitud dendritica total: El andlisis no revelé diferencias significativas entre los
grupos experimentales, tanto en las dendritas apicales como en las basilares. e-f) Densidad de
espinas dendriticas: Se detect6 un aumento significativo al nivel del arbol apical, mientras que el
arbol basilar no mostré diferencias significativas entre los grupos analizados. * P < 0.05, # P<0.05,
##H# P < 0.001, *** P < 0.0001; Se presenta la media + SEM, n=10 por grupo.
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En la figura 23 se ilustran neuronas CAlv asi como las espinas dendriticas

representativas de la region apical y basilar caracteristicas de las ratas LE (figura
23a), LZDF (figura 23b) y OZDF (figura 23c).

Apical Basilar

Figura 23. Microfotografia de neuronas y espinas dendriticas piramidales CAlv. a) Superior.
Neurona piramidal; Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas LE. b) Superior. Neurona
piramidal; Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas LZDF. ¢) Superior. Neurona piramidal;
Inferior. Espinas dendriticas apical y basilar de ratas OZDF. Microfotografia de neuronas: Barra
de escala = 50 ym. Microfotografia de espinas dendriticas: Barra de escala = 20 um.

En la figura 24a se ilustran los datos correspondientes a la arborizacién dendritica
de neuronas CA1v. En la regién apical, se observd una disminucién en el numero
de intersecciones dendriticas al nivel del circulo concéntrico 13 de las neuronas de
las ratas LZDF respecto de las neuronas del grupo OZDF. En la regién basilar, se
evidencio una disminucién en el numero de intersecciones dendriticas al nivel del
circulo concéntrico 01 y un aumento al nivel del circulo concéntrico 13 de las
neuronas de las ratas OZDF, ademas, se muestra una disminucién en el numero de
intersecciones dendriticas al nivel de circulo concéntrico 01 de las neuronas de las

ratas LZDF, ambos hallazgos respecto de las ratas LE (Cepa: F (2, 1565) = 23.59,
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P<0.0001; Circulo concéntrico: F (57, 1566) = 316.0, P<0.0001; Interaccion: F (114, 1566)
= 0.7553, P=0.9729).

El analisis de la longitud dendritica por orden de ramificacién en el arbol apical de
las neuronas CA1v, revel6 una disminucién significativa al nivel del primer orden de
ramificacion en las neuronas de ratas del grupo LZDF respecto de las ratas OZDF
y LE. En contraste, en la region basilar no se observaron diferencias entre los grupos
experimentales (Figura 24b: Cepa: F (2, 405) = 1.646, P=0.1941; Circulo concéntrico:
F (14, 405) = 218.5, P<0.0001; Interaccion: F (28, 405) = 1.015, P=0.4473).

En relacion con la longitud dendritica total, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales tanto en la region apical (Figura 24c;
F (2, 27= 2.148, P=0.1362) como en la regién basilar (Figura 24d; F (2, 27) = 0.4743,
P=0.6274). A diferencia de esto, el andlisis de la densidad de espinas dendriticas
del arbol apical mostré un aumento significativo en las neuronas de las ratas LZDF
respecto de las de ratas OZDF (Figura 24e; F (2, 27) = 3.256, P=0.0541) mientras
que, en la region basilar no se mostraron diferencias significativas entre los grupos
(Figura 24f; F 2,27y = 1.278, P=0.2950).
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Figura 24. Neuronas CAlv. a) Arborizacion dendritica: El analisis morfolégico de la complejidad
dendritica, mediante el método de conteo de intersecciones a través de circulos concéntricos, mostro
en la region apical una disminucién significativa en las intersecciones dendriticas del circulo -13. En
la regién basilar se detecté una disminucién significativa en las intersecciones dendriticas
correspondientes al circulo 1 y un aumento en el circulo 13. b) Longitud por orden de ramificacion:
En la region apical se registré una disminucion significativa en la longitud dendritica en el primer
orden de ramificacion. Mientras que, en la region basilar no se observaron diferencias significativas.
c-d) Longitud dendritica total: La evaluacion de la longitud total de las dendritas no mostro diferencias
significativas entre los grupos experimentales, ni en el arbol apical ni en el basilar. e-f) Densidad de
espinas dendriticas: El analisis de la densidad de espinas dendriticas revelé un aumento
estadisticamente significativo entre el grupo LZDF y OZDF de la region apical, y ninguna diferencia
significativa en la region basilar. * P < 0.05, # P < 0.05, ### P < 0.001, ** P < 0.01; Se presenta la
media + SEM, n=10 por grupo.
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En las siguientes tablas, se muestra un resumen de los resultados encontrados
respecto de la arborizacion dendritica y la densidad de espinas dendriticas de las
neuronas analizadas en el presente estudio. Se utilizaron flechas azules y rojas para

identificar una disminucion y un aumento significativo, respectivamente.

Tabla 2. Resumen de resultados de la arborizacién dendritica de

neuronas CA3v de ratas LZDF y OZDF respecto de las ratas LE.

Variable Arbol dendritico Ratas LZDF Ratas OZDF
Numero de Apical Sin cambios Sin cambios
intersecciones

dendriticas Basilar '

Longitud por orden Apical Sin cambios
de ramificacion Basilar ' Sin cambios
Longitud dendritica Apical Sin cambios Sin cambios
total

Basilar Sin cambios Sin cambios
Densidad de Apical Sin cambios Sin cambios

espinas dendriticas

Basilar Sin cambios Sin cambios

53



Tabla 3. Resumen de resultados de la arborizacién dendritica de

neuronas CA2d de ratas LZDF y OZDF respecto de las ratas LE.

Variable Arbol dendritico | Ratas LZDF Ratas OZDF
Numero de Apical Sin cambios f
intersecciones
dendriticas Basilar Sin cambios t
Longitud por orden de Apical ‘ Sin cambios
ramificacion

Basilar Sin cambios Sin cambios
Longitud  dendritica Apical Sin cambios Sin cambios
total

Basilar Sin cambios Sin cambios
Densidad de espinas Apical t Sin cambios
dendriticas

Basilar Sin cambios Sin cambios

Tabla 4. Resumen

de resultados de la arborizacion dendritica de

neuronas CAlv de ratas LZDF y OZDF respecto de las ratas LE.

Variable Arbol dendritico | Ratas LZDF Ratas OZDF
Numero de Apical ‘ Sin cambios
intersecciones _
dendriticas Basilar ‘ i
Longitud por orden de Apical ‘ Sin cambios
ramificacion

Basilar Sin cambios Sin cambios
Longitud dendritica Apical Sin cambios Sin cambios
total Basilar Sin cambios Sin cambios
Densidad de espinas Apical f Sin cambios
dendriticas

Basilar Sin cambios Sin cambios
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Discusion

En el presente trabajo se analizé el efecto que tiene la obesidad en la interaccion
social y en la arborizacién dendritica de neuronas del circuito neural de memoria

social, en ratas macho Zucker delgadas y obesas.

De los pardmetros zoomeétricos se reconocié que la talla no es diferente entre los
grupos experimentales, a pesar de que se ha reportado que las ratas Zucker macho
obesas adultas presentan una disminucion en la secrecién de la hormona del
crecimiento (Dubois & Elamraoui, 1995). Sin embargo, se observo que el peso
corporal es significativamente mayor en esas ratas, lo cual confirma resultados
previos (Zucker, 1965; Guzzardi et al., 2022; Young et al., 1982). Entre las ratas
LZDF se observo un peso significativamente menor lo cual puede estar relacionado
con los hallazgos de Sullivan et al. (1978), quienes demostraron que la rata LZDF
presenta un metabolismo acelerado y por tanto una mayor ingesta de alimento en

compensacion al déficit caldrico que experimenta.

Dichas variables, talla y peso corporal, fueron utilizadas para calcular un indice de
obesidad en roedores propuesto por Lee (1929). Los datos observados de las ratas
OZDF son semejantes a lo reportado previamente por Romero et al. (2013), y en
conjunto con los datos de circunferencia abdominal significativamente mayor,
sugieren que las ratas OZDF sufren de hiperplasia (division y proliferacion celular)
e hipertrofia (aumento de tamafio en las células) adipocitaria (Bray et al., 2016;
Aleixandre & Miguel, 2008), condicion que es una caracteristica relacionada con la

obesidad.

Ademas de la condicion corporal, en el presente trabajo se observo un incremento
de glucosa plasmaética en las ratas OZDF respecto de los organismos delgados.
Estos resultados son semejantes a lo reportado por Guzzardi et al. (2022) y debidos
al aumento en la grasa visceral y a un metabolismo anormal de la glucosa (Lonnqvist
et al., 1997) ya que, el tejido adiposo participa en regular tanto el metabolismo de la
glucosa como el de los lipidos. También, dicho tejido participa en la homeostasis

energeética y en procesos de inflamacion (Kershaw & Flier, 2004). Aunado a esto se
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sabe que, en condiciones de ayuno, la rata OZDF expresa hiperinsulinemia e
hiperglucagonemia (Izquierdo et al., 2019) debido a una inadecuada secrecion de
insulina (D'souza et al., 2017). Esta alteracion se ha relacionado también, con
anomalias en la funcién de células pancreaticas y resistencia a la leptina (Rodriguez
et al., 2019; Chan et al., 1985), condiciones que se presentan en el modelo de

estudio.

Por otro lado, las altas concentraciones plasmaticas de triglicéridos y de colesterol
gue presentaron nuestros organismos obesos son semejantes a lo reportado por
Pouteau et al. (2008) y pueden ser debidas al aumento de acidos grasos libres 'y a
un incremento en la actividad lipolitica del tejido adiposo visceral. Se sabe que, el
exceso de produccion de &cidos grasos libres derivados de adipocitos, induce
resistencia a la insulina muscular y resistencia a la insulina hepética (Maiorana et
al., 2007) lo que provoca un incremento en los niveles de glucosa en sangre y por

lo tanto el aumento en la produccién de grasa.

Aunado a esto, se ha demostrado que la cantidad de tejido adiposo visceral se
asocia inversamente con los niveles plasmaticos de testosterona, molécula que se
produce a partir de la sintesis androgénica del colesterol (Uribe, 2016), sin embargo,
en las ratas macho Zucker obesas incluidas en el presente estudio, no se
observaron cambios en la concentracién sérica de dicha hormona. Al respecto,
Young et al. (1982) mencionan que el pico de testosterona tanto en las ratas
delgadas como en las ratas obesas ocurre entre el segundo y el tercer mes de edad,
y que la concentracién sérica de la molécula es significativamente menor en los
organismos obesos. Ademas, estos autores observaron que conforme avanza la
edad en el animal, las ratas delgadas sufren una disminucion dramatica en la
concentracion de testosterona, sin embargo, no se observan diferencias
significativas entre los grupos a la edad de 6 meses, lo cual coincide con los

resultados observados en el presente estudio.

Se ha sugerido que los trastornos metabdlicos provocan a su vez trastornos en el
sistema nervioso y que la hiperglucemia conduce a alteraciones conductuales y

cognitivas, que impactan directamente en la funcion olfativa (Rebolledo et al., 2020;
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Matiashova et al., 2024); nuestros datos apoyan dicha informacion, ya que las ratas
OZDF mostraron una disminucion en el nimero de olfateos durante la interaccion
social con organismos no familiares. Ademas, esta disminucién en el interés por el
conespecifico puede deberse a que durante el reconocimiento social, los roedores
muestran habituacién de respuestas olfativas dirigidas a ellos (Bluthe et al., 1993;
Ferguson et al., 2000), pero una mayor actividad cuando se les presentan olores
relacionados con comida (Rebolledo et al., 2020).

De acuerdo con esto, se ha observado que los roedores con obesidad inducida por
dieta, presentan una reduccion en la respuesta de olfateo a un olor novedoso, del
umbral olfativo (concentracion minima de una sustancia olorosa que se puede
detectar) (Lacroix et al., 2015) y una pérdida de discriminacion olfativa (Thiebaud et
al., 2014), lo cual puede estar relacionado con el hallazgo de que nifios y adultos
con obesidad presentan hiposmias (disminucion de la habilidad olfativa) y
disfunciones olfativas asociadas con el indice de masa corporal (Patel et al., 2015).
Sin embargo, dichos resultados son controversiales, puesto que Glastras et al.
(2016) observaron gque ratones diabéticos ob/ob (que no sintetizan leptina) y ratones
db/db (deficientes del receptor de leptina) muestran una alta sensibilidad para

detectar olores y por tanto su respuesta de olfaccion es rapida.

En el sistema olfatorio, especificamente en el bulbo olfatorio las células mitrales, las
células granulares y numerosos astrocitos, expresan varias isoformas del receptor
de leptina, dicho neuropeptido participa en regular la conducta de ingesta de
alimentos y la sensibilidad olfativa, asi como el comportamiento preingestivo
mediado por el olfateo (Prud’homme et al., 2009). Por tanto, es posible que la
alteracion en la conducta de olfateo observada en este estudio se deba a la baja
sefalizacion de leptina que presentan las ratas Zucker obesas. Contrario a esto, un
estudio demostro que los ratones con olfato reducido son mas delgados debido al
incremento del gasto energético y a la termogénesis. Dichos organismos ademas,
muestran un deterioro en la discriminacion de olores atractivos provenientes de
alimentos y del ambiente social. Relacionado a esto, un estudio demostro que en

un modelo genético delgado que se les realizo ablacion de neuronas olfativas del
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bulbo olfatorio presentaron un mayor periodo de tiempo invertido en la conducta de

olfaccion por recompensa (Riera et al., 2017).

Por otro lado, el comportamiento referente a la persecucién y al juego social es
observado en diversos mamiferos siendo mas abundante desde la etapa del destete
hasta poco después de la pubertad (McCutcheon & Marinelli, 2009). Sin embargo,
en individuos adultos estas caracteristicas sociales se ven disminuidas debido a que
los organismos priorizan otras actividades como el compartimento sexual
(Vanderschuren et al., 2016). Es posible, por tanto, que la edad de los organismos
del presente estudio haya sido determinante en no observar cambios al nivel de la

conducta de juego.

Respecto a las conductas agresivas, tal y como menciona Latane (1969) y otros
autores (File & Pope, 1974; Whatson et al., 1976), se ha demostrado que cuando
se colocan parejas de ratas macho en una situacion en la que ninguno de los dos
ha establecido un territorio, la interaccién social con conductas agresivas es poco
frecuente. Aunado a esto, es posible que la ausencia de conductas agresivas entre
los grupos experimentales se deba a que las concentraciones de testosterona entre
los individuos son semejantes y a que el tiempo de interaccion social durante la
prueba es poco, por tanto, no se establece ninguna jerarquia social (Eiseneggr et
al., 2010). Cabe resaltar que la edad es una variable determinante para este tipo de
pruebas (Trezza et al., 2010), ya que de acuerdo con Coronel et al. (2018), solo en
las ratas jévenes (menores de 3 meses de edad) se presenta con mayor frecuencia
la conducta agresiva para determinar el grado de jerarquizacion dentro de los

grupos.

Por su parte, el hipocampo, estructura del sistema nervioso central que participa en
el control de aspectos cognitivos y que expresa altos niveles del receptor de leptina,
molécula cuya funcion ha sido relacionada con la mejora en el aprendizaje espacial
y la memoria, asi como el mejoramiento cognitivo (Oomura et al., 2011; Harvey et

al., 2006), también participa en modular las conductas de interaccién social.
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Los resultados obtenidos en cuanto a la arborizacion dendritica de las neuronas del
circuito que modula la interaccion social muestran una variedad de cambios entre
las ratas LZDF y OZDF. Especificamente, las neuronas CA3v de ambos fenotipos
de rata Zucker, presentaron retraccion dendritica de manera semejante a lo
observado en estudios previos en ratas macho adultas por efecto de envejecimiento,
de estrés croénico, por la alteraciéon en la regulacién de Ca?*, por la presencia de
estrés oxidativo y el incremento de glucosa plasmética (Conrad, 2006; Christian et
al., 2011; Magarifios & McEwen, 2000; Thibault et al., 2013; Ghalandari-Shamami
et al., 2021; Manuel-Sanchez, 2022). Estudios en modelos animales y en humanos
han mostrado que la regulacion de calcio es indispensable para la regulacion
estructural dendritica por lo que al presentar una dishomeostasis neuronal se
inducen cambios en la arquitectura de la dendrita modificando de tal forma, la

comunicacién neuronal y la memoria (Thibault et al., 2013).

Espinoza et al. (2024) menciona que existe una remodelacién neuronal inducida por
niveles altos de glucosa generada por la liberacion de ROS (especies reactivas de
oxigeno) en un modelo de rata diabética, lo que coincide con los resultados del
presente estudio, pero, ademas la retraccion observada en el presente estudio
puede deberse al déficit de sefializacion de leptina. La leptina, en condiciones
basales, promueve un aumento en el flujo de Ca?* inducido por NMDA y activa
canales canonicos del receptor transitorio (TrpC), que son indispensables para la
expresion de filopodios dendriticos y para la formacién de espinas dendriticas
(Harvey et al., 2006; Dhar et al., 2014). Por lo que, la deficiencia en la sefalizacion
de leptina promueve un cambio en los niveles del ion Ca?* (Shanley et al., 2002), el
cual participa de manera activa en la transmisién del impulso nervioso, sin embargo,
cuando hay niveles elevados, provoca excitoxicidad (Popoli et al., 2011). Estudios
previos han descrito que en ratones deficientes del receptor de leptina (db/db) se
presenta una reduccién en la densidad de espinas dendriticas en neuronas CAl y
CA3 del hipocampo dorsal (Stranahan et al., 2009), lo que ocasiona un déficit en la
potenciacion a largo plazo (LTP) y en la depresion a largo plazo (LDT) (Li et al.,
2002; Harvey, 2006), lo que sugiere que, estos cambios en la transmisién sinaptica

provocan una alteracion en el circuito trisinaptico de la interaccién social (CA3v-
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CA2d-CAlv). También, se ha mencionado que las ratas Zucker obesas presentan
niveles elevados de corticosterona en plasma y en orina (Livingstone et al., 2000;
Winocur et al., 2005), lo cual provoca un incremento en la actividad glutamatérgica
y en el influjo de calcio a la célula y con ello alteraciones estructurales en las
proteinas de citoesqueleto que tiene como consecuencia la retraccion dendritica
(McEwen et al., 2016; Wiegert et al., 2005).

Por otra parte, no se tiene informacion suficiente de eventos plasticos en la region
CA2; sin embargo, algunos autores mencionan que esta regién presenta un alto
grado de plasticidad selectiva, lo que sugiere que los eventos de remodelaciéon
dendritica, dependen de sefiales especificas (aferencias de CA2, CA3 y del
hipotalamo) (Tzakis & Holahan, 2019).

La regiéon CA2 recibe informacion unilateral extrahipocampal del hipotalamo (Tzakis
& Holahan, 2019), particularmente del ndcleo paraventricular (PVN), el cual se
encarga de regular la ingesta de alimentos y el gasto energético. Ademas, participa
en la regulacion del eje hipotalamo hipofisiario adrenal (HHA), expresa una alta
densidad de receptores de leptina tipo b (Lénnqgvist et al., 1995) y sus proyecciones
se dirigen al nucleo accumbens para mediar las respuestas conductuales y
emocionales (Aragona et al., 2006). Respecto a ello, un estudio en ratas Zucker
obesas identificd la existencia de un dafio en los receptores noradrenérgicos del
hipotalamo, limitando la sefializacién del ndcleo involucrada en el desarrollo de la
obesidad (Jhanwar-Uniyal et al., 1991). De acuerdo con esto, las perturbaciones en
las proyecciones que se dirigen a CA2 pueden ser la causa que provoguen
modificaciones en la transmisidon sinaptica y por tanto, alteraciones en las

caracteristicas estructurales de los arboles dendriticos de dichas neuronas.

En conjunto, la retraccion y la elongacion dendritica que se observé en el presente
estudio a diferentes niveles de los arboles dendriticos de las neuronas CA3v, CA2d
y CAlv de las ratas LZDF y OZDF, pueden ser el resultado de eventos de plasticidad
neuronal debidos a la mutacion del receptor de leptina'y a cambios en la transmisién
de informacién que regula la conducta de interaccién social (ver esquemas

hipotéticos).
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Esquema hipotético 1

Circuito de la interaccion social de la rata OZDF
Disminucién del niUmero de olfateos

* Amigdala
. Hipogta'lamo ¢ Capall corteza
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La mutacion en el receptor de leptina tipo b, causa de manera fortuita, un cambio directo en la morfologia de

* Hipotalamo

las neuronas CA3v relacionado con retraccion dendritica, lo que provoca un aumento en la arborizacién
dendritica a nivel basilar y apical de las neuronas CA2d, con el objetivo de captar la mayor informacién posible.
A nivel del arbol dendritico basilar de las neuronas CAlv se provoca una disminucién del nimero de dendritas.
Sabiendo que las neuronas CA2d carecen de receptores de leptina, otras areas pueden estar interviniendo en
cuanto a la informacidon entrante en este circuito como el hipotdlamo que hace llegar informacion
directamente a la regién de CA2d. Al aumentar la arborizacidn dendritica por parte de las neuronas CA1y CA2
se capta la mayor informaciéon posible de todos los circuitos y por tanto estas neuronas podrian tener una
mayor actividad que a su vez regula con mayor facilidad la olfaccién y la memoria social del individuo.
Proponemos que este circuito alterado que presenta retraccidon dendritica aumenta la eficacia olfativa, es por
esto que, organismos obesos con modificaciones genéticas expresan menos eventos olfativos.
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Esquema hipotético 2

Circuito de lainteraccion social de la rata LZDF
Aumento en el tiempo de olfaccion

e Amigdala o Capall corteza
APICAL « Hipotalamo  Fibras musgosas (GD)

BASILAR

I DISMINUCION

Created in BioRender.com bio

¢ Hipotalamo

Las neuronas CA3v se vieron afectadas con una disminucién en cuanto a la cantidad de dendritas debido
posiblemente a un efecto negativo provocado por la mutacién en el receptor de leptina tipo b, lo que
desencadena una serie de eventos que afecta a las neuronas que se relacionan directamente con ella, como
las neuronas CA2d y CAlv en el circuito de la interaccion social. Esta retraccidn a nivel basilar de CA3v influye
directamente a nivel apical de esta misma provocando un flujo de informacion débil hacia las neuronas CA2d
y CAly, lo que ocasiona que estas dos Ultimas regiones en sus arboles apicales sufran un aumento en sus
espinas dendriticas para captar la mayor informacion posible. También se podria intuir que la disminuciéon en
CA3Vv basilar provoca en CAlv un efecto de retraccién dendritica a nivel basilar. Por ultimo podemos sugerir
que, la informacién que llega directamente a CA2d de otras areas como el hipotalamo, la amigdala e incluso
la corteza entorrinal estan afectando la morfologia a nivel apical. La corteza entorrinal recibe informacion
directa del bulbo olfatorio y de la corteza piriforme, siendo las estructuras encargadas del procesamiento de

informacion olfativa, que son indispensables en el momento de crear una memoria que dependa del olor del
conespecifico.
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Conclusioén

En conjunto, los hallazgos del presente estudio destacan la participacién del
hipocampo en la modulacion de la conducta social y subrayan la importancia de la
leptina como modulador neurotréfico. Por lo que, se sugiere que la obesidad es un
factor que influye en la conducta de interaccion social del olfateo a partir de cambios
en la arborizacion dendritica de las neuronas del circuito neuronal hipocampal

CA3v-— Ca2d — Calv en ratas macho Zucker.
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