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Glosario de abreviaturas

e ACC: Corteza cingulada anterior

e Ad: Nucleo anterodorsal del BNST

e AHA: Area hipotaldmica anterior

e Arc: Nucleo arcuato del hipotadlamo

e BLA: Amigdala basolateral

e BNST: Nucleo del lecho de la estria terminal

e CA: Campo abierto

e CAMKI1: Proteina quinasa tipo 1 dependiente de calcio/calmodulina
e CAMKK: Proteina quinasa tipo 2 dependiente de calcio/calmodulina
e CeA: Amigdala central

e Cel: Subdivision lateral de la amigdala central
e CeM: Subdivision centromedial de la amigdala
e CLO: Caja luz-oscuridad

e dACC: Corteza cingulada anterior dorsal

e dIPFC: Corteza prefrontal dorsolateral

e DM2: Diabetes mellitus tipo 2

e dmPFC: Corteza prefrontal dorsomedial

e DR: Nucleo dorsal del rafe

e DVC: Complejo vagal dorsal

e ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
e fa: Fatty

e GABA: Acido gamma-aminobutirico

e GIn: Glutamina

e HDL: Lipoproteinas de alta densidad

e HPC: Hipocampo

e Hyp: Hipotalamo

e |L: Corteza infralimbica

e IMC: Indice de masa corporal

e |P3: Inositol trifosfato

e |[RM: Imagenes de resonancia magnética

e JAK: Janus cinasas

e LC: Locus coeruleus.

e LCE: Laberinto en cruz elevado

e LE: Long Evans

e LepR: Receptor de la leptina
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e LH: Hipotalamo lateral

e LPL: Lipoproteina lipasa

e LS: Septum lateral

e LZC: Lean Zucker Control

e MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitégenos
e mOFC: Corteza orbitofrontal medial

e mPFC: Corteza prefrontal medial

e MTG: Lébulo temporal medial

e NAc: Nucleo accumbens

e NOM: Normas Oficiales Mexicanas

e Ob-R: Gen del receptor de la leptina

e Ov: Nucleo oval del BNST

e PAG: Sustancia gris periacueductal

e PB: Nucleo parabranquial

e PFC: Corteza prefrontal

e PL: Corteza prelimbica

e PN: Neuronas piramidales

e PrCm: Area precentral medial

e Pro: Prolina

e PSD: Densidad postsindptica

e PVH: Nucleo paraventricular del hipotdlamo
e PVT: Nlcleo paraventricular del talamo

e SAGARPA: Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
e STAT: Transductor de senal y activador de transcripcion
e STG: Lébulo temporal superior

e Thal: Talamo

e TP: Polo temporal

e Tyr:Tirosina

e v: BNST ventral

e VHPC: Hipocampo ventral

e VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
e VIPFC: Corteza prefrontal ventrolateral

e vmPFC: Corteza prefrontal ventromedial

e vPallidum: Palido ventral

e VTA: Area tegmental ventral

e ZDF: Zucker Diabetic Fatty
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Resumen

La corteza prefrontal medial (mPFC) es una estructura cerebral que es parte del circuito neuronal que se
relaciona con la conducta de ansiedad. Este trastorno se ha relacionado con la obesidad, condicién que
es ampliamente prevalente a nivel mundial. Sin embargo, esta relacién es controvertida porque los datos
son inconsistentes. Con base en informacion de estudios con ratas propensas a la obesidad, se ha
sugerido que el desarrollo de ansiedad en los individuos esta relacionado con el aumento de peso vy las
alteraciones metabdlicas causadas por esta condicidn. Por lo tanto, el presente estudio tuvo como
objetivo identificar si las ratas Zucker (fa/fa) macho, adultas, de seis meses de edad, muestran
comportamientos relacionados con la ansiedad en la prueba de campo abierto, en la caja de luz
oscuridad y en el laberinto de cruz elevado, ademas de las posibles alteraciones en la morfologia de
neuronas piramidales de la mPFC utilizando el método de Golgi-Cox y el analisis de Sholl. Las ratas Zucker
macho obesas no mostraron un fenotipo ansioso, pero si mostraron alto peso corporal y altas
concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol. Tampoco mostraron cambios en los niveles séricos
de corticosterona. Sin embargo, las neuronas piramidales de la mPFC mostraron retraccion dendritica
basilar a una distancia media del soma, asi como una reduccion en la longitud dendritica basilar total,
sin cambios en la densidad de las espinas dendriticas. Estos resultados apoyan reportes previos que
mencionan que la ansiedad es un rasgo conductual que no se modifica con la obesidad, y que los cambios
con respecto a la retraccion dendritica pueden ser resultado de la propia mutacién del receptor de
leptina (LepR) asi como de la reduccién en la arborizacion dendritica que se ha observado en otras

regiones del sistema nervioso central de las ratas.
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1. Introducciéon
1.1 Corteza prefrontal medial (mPFC)

La corteza prefrontal (PFC) es un area de alta jerarquia cortical dedicada al procesamiento de funciones
ejecutivas de orden superior (Hathaway, 2023), esta involucrada en el control inhibitorio, una funcién
ejecutiva central, que se encarga de controlar los impulsos automaticos que tienen los humanos,
logrando que antes de reaccionar se haga una pausa para razonar y pensar en la respuesta mds adecuada
(Otterson, 2022). Se subdivide en tres regiones, la region orbital, la region lateral y la medial. La corteza
prefrontal medial (mPFC) estd involucrada en el comportamiento emocional (Fuster, 2001). Participa en
diferentes procesos cerebrales, como la toma de decisiones, el control emocional, la motivacién y la
sociabilidad (Xu et al., 2019). La mPFC estd modulada por eventos motivacionales, tanto positivos como
negativos (Euston et al., 2012), y sus diferentes subregiones reciben entradas de una gran variedad de

areas cerebrales.

1.1.1 Corteza prefrontal medial de roedores

La mPFC estd formada por cuatro subregiones anatémicas, el area precentral medial (PrCm), la corteza
cingulada anterior (ACC), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica (IL) (Hoover & Vertes, 2007).
Tiene una organizacién laminar que se puede dividir en seis capas, la primera capa es la mas superficial,
caracterizada por tener poca densidad neuronal, pero muchas fibras (dendritas apicales y axones)
provenientes de capas inferiores y de areas cerebrales distales o proximales, ademads, sus células son
inhibitorias, ya que contienen GABA (Muralidhar et al.,, 2014). Las capas dos, tres, cinco y seis son
habitadas por neuronas piramidales (PN) excitatorias (glutamatérgicas) y en menor cantidad por
interneuronas inhibitorias GABAérgicas, mientras que la capa cuatro es poco definida y descrita (Figura

1).

Ademas, la mPFC de los roedores comparte funciones como la memoria de trabajo, el control de

respuestas, la regulacién de emociones y la sensibilidad a los factores estresantes con las regiones de la
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corteza dorsolateral, medial y cingulada en humanos y monos, lo que hace que los roedores sean un

organismo valioso para el estudio de esta regién cerebral (Jacobs & Moghaddam, 2021).

Layer | Lay i/l Lay V Lay VI

>\’_<m

—
1

Figura 1. Esquema de las capas de la corteza prefrontal medial (mPFC) y las cuatro subregiones anatémicas en roedores.

Tomado y modificado de Xu et al., 2019.

1.1.2 Conectividad de la mPFC

La mPFC presenta una diferenciaciéon en la entrada de informacién pues la regidon dorsal recibe
informacién de regiones motoras y como resultado, genera acciones adaptativas, mientras que la region
ventral de la mPFC (corteza PL e IL) recibe informacion de estructuras que se relacionan con las
emociones, lo que da lugar a respuestas emocionales adaptativas y autondmicas (Euston et al., 2012);
especificamente, se establece comunicacién entre las neuronas piramidales de la mPFC con la amigdala
basolateral (BLA), el tdlamo de la linea medial, el hipocampo ventral (vHPC), la parte contralateral de la
mPFC (Xu et al., 2019) asi como con la habénula lateral, drea que esta involucrada con respuestas de

dolor, estrés, ansiedad y recompensa (Hikosaka, 2010).

1.2 Neuronas piramidales

Las neuronas piramidales abundan en un 75 a un 80% aproximadamente en la corteza cerebral (Puig
et al., 2004), se ha observado que en la PFC, éstas son mas ramificadas y espinosas que en los l6bulos

occipital, parietal y temporal de humanos y de macacos, por tanto, se sugiere que le confieren a la PFC
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la capacidad de procesar funciones mas complejas (Elston, 2003); asi mismo, se caracterizan por generar
contactos sindpticos glutamatérgicos excitadores a lo largo del axén (Spruston, 2008; Puig et al., 2004).
DeFelipe y Farifias (1992), dividieron a las neuronas piramidales en neuronas con morfologia tipica y
atipica, caracterizando a las células piramidales tipicas (Figura 2) por tener un soma con forma ovoide o
piramidal, con un didmetro de 25 a 50 um aproximadamente (Puig et al., 2004), cuya dendrita apical
surge del polo superior, el cual se va a ramificar oblicuamente formando un penacho de dendritas; de la
base emerge el axdn y las dendritas basales que generalmente son mas cortas y ramificadas, mientras

gue el axén puede salir de la corteza para conectar con otras regiones corticales o subcorticales.

Las neuronas piramidales reciben entradas sindpticas en sus diferentes estructuras, el soma y el axén
reciben entradas inhibitorias GABAérgicas, mientras que las dendritas reciben la mayoria de las entradas
excitatorias de diferentes fuentes locales, el penacho apical distal capta entradas excitatorias e

inhibitorias de localizaciones corticales mas distantes y talamicas (Spruston, 2008).

Densidad de espinas

L E

S1 82 83 84

AC Colaterales Ascendiendo
Als Segmento inicial del axén

AD Dendritas basales AC

BD Dendritas apicales HC
CB Cuerpo celular MC

DC Colaterales descendiendo

DT Penacho dendritico

HC Colaterales horizontales

1P Plexo axonal local pC

M Vaina de mielina
MC Colaterales mayores
mC Colaterales menores
OB Dendritas oblicuas
SF Libre de espinas

Figura 2. Esquema de la estructura de una neurona piramidal tipica. Tomado y modificado de DeFelipe y Farifias, 1992.
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1.2.1 Espinas dendriticas

Son pequeias protuberancias que emergen de las dendritas de muchas neuronas; existen diferentes
formas y tamaiios, lo que les confiere una estructura heterogénea, el promedio para el tamaiio de la
cabeza que expresan es de ~ 1 um de diametro con un cuello de ~ 0.2 um de didametro (Yuste, 2010).
Aparecen en forma de filopodio en etapas posnatales y posteriormente se modifican en cuatro tipos
principales de espinas dendriticas de acuerdo con su morfologia (Figura 3): espinas en hongo que
presentan una cabeza grande y un cuello estrecho, generalmente son las estructuras estables; espinas
delgadas que presentan una cabeza pequeia y un cuello estrecho, estas son menos estables; espinas
achaparradas o “stubby” que carecen de cuello y las espinas ramificadas o en forma de copa, con dos
cabezas unidas a un cuello estrecho, éstas tres ultimas son menos esta les que las espinas en hongo.
Cabe mencionar que las neuronas piramidales tienen la caracteristica de poseer la gran diversidad

morfoldgica de espinas dendriticas antes mencionadas (Segura et al., 2018; Chidambaram et al., 2019).

| 1 Y < Y

Filopodio Delgada Ramificada Achaparrada Hongo

Figura 3. Esquema de los tipos de espinas dendriticas en las que los filopodios se pueden convertir, delgadas, ramificadas o
en forma de copa, achaparradas o stubby y las que tienen forma de hongo. Tomado y modificado de Chidambaram et al.,

2019.

La arquitectura especializada y la capacidad de modificar la morfologia de las espinas dendriticas (Figura
4) depende de la estructura del citoesqueleto y del citoplasma, el cual contiene microtubulos y

microfilamentos de actina que abarcan a la cabeza, el cuello y la periferia de la espina (Matus, 2000); y

11
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se relaciona con altas concentraciones de actina que promueve cambios dinamicos en la forma de las

células (Carlier & Pantaloni, 1997).

Las espinas dendriticas son estructuras postsinapticas que funcionan como el sitio para que se lleve a
cabo la sinapsis en la region denominada densidad postsinaptica (PSD, por sus siglas en inglés), es el
punto de contacto de las terminales del axdn, forman parte de la mayoria de las sinapsis excitatorias y

se encargan de integrar las sefiales locales (Segura et al., 2018).

El sitio PSD o DPS es un complejo de proteinas localizado en la superficie de la membrana postsindptica
de las espinas dendriticas, sitio que estd compuesto por receptores, canales y sistemas de sefializacién
capaz de recibir sefiales excitatorias glutamatérgicas a través de los diferentes receptores de glutamato

(Kennedy, 2000; Matus, 2000).

Moléculas de
adhesion

hod

Terminal
posinaptica

Cabeza de
la espina

Fibras de actina

Cuello de
la espina

Base de la
espina

@ Microtibulos

Figura 4. Esquema de una espina dendritica. Se muestran las diferentes estructuras que conforman a las espinas dendriticas,
cémo el sitio DPS (densidad postsinaptica), los microtubulos vy las fibras de actina que le confieren flexibilidad a las espinas.

Tomado y modificado de Segura et al., 2018.

1.3 Ansiedad

La mPFC es una zona neuronal que se encarga de procesar informacion proveniente de diferentes areas,
tanto corticales como subcorticales, esta relacionada con la regulacidon del comportamiento pues se ha

observado que lesiones de esta drea en ratas genera la expresion de comportamientos parecidos a la

12
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ansiedad post-ictus (Déziel & Tasker, 2017). La ansiedad es una respuesta del organismo ante situaciones
amenazantes o peligrosas que la mayoria de los humanos hemos experimentado al menos una vez en la
vida. Puede interpretarse como una seiial de alarma que nos prepara para enfrentar esas situaciones
problematicas. Segun la Real Academia Espafiola, el término ansiedad proviene del latin anxietas y lo
define como un estado de agitacion, de inquietud o de zozobra del dnimo; es una combinacién de
distintas manifestaciones fisicas y mentales que no son debido a peligros reales pero que pueden
manifestarse en forma de crisis 0 como un estado persistente y difuso, llegando al panico (Sierra, Ortega

& Zubeidat, 2003).

La ansiedad es el sintoma central de muchos trastornos psiquidtricos y, los trastornos de ansiedad son
de las enfermedades psiquidtricas mas comunes en la poblacién; segln la Organizacién Mundial de la
Salud, en 2019, 301 millones de personas sufrian un trastorno de ansiedad. Estos se caracterizan por un
miedo y una preocupacion excesiva, y los sintomas son lo suficientemente graves como para provocar

una angustia o una discapacidad funcional importante (World Health Organization: WHO, 2022).

1.3.1 Circuito neuronal que regula la ansiedad

La ansiedad per se no es un estado patolégico, puede expresarse como una respuesta anticipada hacia
amenazas o peligros que se nos presentan en el ambiente interno o externo, como un medio que el
cerebro y los sistemas fisioldgicos utilizan para promover nuestra supervivencia. A esta respuesta se le
ha relacionado con diversas estructuras anatdmicas que se han conservado evolutivamente para
experimentar el miedo y la ansiedad (Kalin, 2020). Cabe mencionar que la ansiedad no es lo mismo que
el miedo, ya que este ultimo se define como una respuesta emocional a una amenaza real y la ansiedad

es la anticipacién de una amenaza futura (Daviu et al., 2019).

La ansiedad es una emocion, resultado de la combinacién de diferentes estimulos que son integrados
por regiones limbicas del prosencéfalo, como estimulos que se procesan de diferente manera segun su
origen, pueden seguir vias subcorticales o corticales que resultaran en la activacién y en la regulacion de
las emociones de un organismo ante los estimulos ambientales internos y/o externos (Figura 5) (Purves

et al., 2007).

13
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Evaluacion interpretativay

Historia social y ’ Estructurasy : Pret:
S - e R e - consciente del significadoy
cultural defindividuo | significado personal del evento

| . Ly

. del estimulo.
' J
( i Salida paralela,
Evenlwto ;le interactivay
-est_'lmu o coordinada para
significativo activary regular

las emociones

0 /
< ———

Reaccion instantanea,
Estructurasy vias automdtica e inconsciente a
subcorticales las caracteristicas sensorial

del evento

Historia evolutiva
y filogenética de
las especies

"

Figura 5. Esquema general de las vias emocionales. Tomado y modificado de Purves et al., 2007.

Para poder interpretar una situacion como amenazante y poder construir una respuesta reconocida
como ansiedad, el organismo detecta estimulos ambientales con ayuda de los sistemas sensoriales; las
regiones encargadas de procesar esta informacién a nivel de macrocircuito son la amigdala, el nicleo
del lecho de la estria terminal (BNST), el hipocampo ventral (VHPC) y la PFC, estructuras altamente
interconectadas con proyecciones reciprocas que generardn comportamientos de defensay de vigilancia
(Calhoon & Tye, 2015). Ademas de estas regiones, el hipotdlamo y los nucleos del tallo cerebral se han
identificado como dreas activas durante respuestas de ansiedad y estrés en humanos sanos (Daviu et al.,

2019).

Ante la presencia de un estimulo sensorial relevante, la amigdala, que recibe proyecciones de la corteza
prefrontal (McDonald, 1998), se encarga de generar respuestas; en especifico, la amigdala basolateral
(BLA) es la estructura que le conferird un valor emocional a los estimulos ambientales, capaz de
determinar si son amenazantes. Las neuronas e interneuronas de la BLA reciben entradas sinapticas de
la mPFCy el vHPC, que a su vez reciben proyecciones reciprocas de la BLA, resultando en la estimulacién

directa de una respuesta ansiosa y en la activacion de la evaluacidon de amenazas, ademas; el vHPC tiene
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el papel de conectar a la amigdala con la mPFC en situaciones amenazantes (Figura 6) (Calhoon & Tye,

2015).

Figura 6. Circuito neuronal implicado en los comportamientos relacionados con la ansiedad en roedores. Se observan las
areas corticales y subcorticales que estan involucradas en el procesamiento de la informacion en la ansiedad. LS, septum
lateral; mPFC, corteza prefrontal medial; IL, corteza infralimbica; PL, corteza prelimbica; NAc, nicleo accumbens; BNST,
nucleo del lecho de la estria terminal; CeA, amigdala central; PVT, nicleo paraventricular del talamo; Thal, talamo; BLA,
amigdala basolateral; Hyp, hipotalamo; VTA, area tegmental ventral; HPC, hipocampo; vHPC, hipocampo ventral; PAG,
sustancia gris periacueductal; DR, nucleo dorsal del rafe; PB, ntcleo parabranquial; LC, locus coeruleus. Tomado y modificado

de Calhoon & Tye, 2015.

La ansiedad puede incrementar la interpretacion negativa de situaciones y de oraciones ambiguas, lo
gue sugiere un sesgo de valencia inducido por ansiedad (Daviu et al., 2019). La valencia se define como
el valor subjetivo que se le asigna a los estimulos sensoriales, puede ser de valor negativo o positivo, el
cual puede generar un comportamiento a un estimulo sensorial, posicionando a la ansiedad con una

valencia negativa (Pignatelli & Beyeler, 2019).

Calhoon y Tye (2015) propusieron un circuito para la ansiedad, considerando un modelo que abarca
cuatro pasos para el procesamiento de un estimulo sensorial (Figura 7). Comienza con la deteccién del
estimulo, que serd filtrado por el tdlamo, posteriormente es interpretado y evaluado con ayuda de
estructuras corticales y subcorticales, para finalmente, iniciar con una respuesta a nivel de corteza

motora o del tallo cerebral, con respuestas autonémicas observables.
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Entradas sensoriales
relacionadas con eventos
externos.

Sensory Superior and
cortex ) Thalamus ) inferior colliculi
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Evaluacién
Motor Brainstem Inicio de
cortex nuclei respuesta
(e.g., PAG, DVC, PB)
o 4 Frecuencia 4 Frecuencia
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Figura 7. Circuito de la ansiedad. Se observan los cuatro pasos del modelo, deteccidn, interpretacién, evaluaciény el inicio de
la respuesta. vHPC, hipocampo ventral; LS, septum lateral; BLA, amigdala basolateral; BNST, nucleo del lecho de la estria
terminal; ad, nucleo anterodorsal del BNST; ov, nucleo oval del BNST; v, BNST ventral; CeA, amigdala central; CeL, subdivisidn
lateral de la amigdala central; CeM, subdivisiéon centromedial de la amigdala; VTA, area tegmental ventral; LH, hipotdlamo
lateral; AHA, area hipotalamica anterior; PL, division prelimbica de la mPFC; IL, division infralimbica de la mPFC; NAc, nucleo
accumbens; vPallidum, pdlido ventral; PVH, nucleo paraventricular del hipotalamo; PAG, sustancia gris pericueductal; DVC,
complejo vagal dorsal; PB, nucleo para branquial. Tomado y modificado de Calhoon & Tye, 2015.
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1.4 Obesidad

La obesidad es un problema de salud publica que afecta a la poblacién mundial; se define como una
enfermedad crénica, compleja y multifactorial, caracterizada por un exceso de grasa corporal (Pérez-
Herrera & Cruz-Lépez, 2018). Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en México, en
el 2018, la poblacion adulta de 20 aifos y mas tenian sobrepeso (39.1%) u obesidad (36.1%). La obesidad
incrementa la posibilidad de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, enfermedades vasculares, reduce la
calidad de vida y entre las consecuencias de la obesidad, una de las menos reconocidas es el efecto que
tiene sobre la funcidn cognitiva (Bocarsly et al., 2015), que se refiere al procesamiento de informacién
mediante diferentes actividades complejas, como la atencidn, la memoria, las funciones ejecutivas, entre
otras (Cognitive function in brief, 2023). La evidencia sugiere que los adultos mayores con sobrepeso
tienen mayor riesgo de acelerar la atrofia cerebral, lo que resultaria en un volumen cerebral general

reducido (Ward et al., 2005).

Pannacciulli et al. (2006), con ayuda de imdagenes de resonancia magnética (IRM), realizaron un estudio
para observar diferentes dreas cerebrales en humanos obesos, encontraron que varias estructuras
cerebrales presentaron anormalidades en dreas relacionadas con la regulacidon del gusto, la recompensa
y el procesamiento conductual, en especifico, las dreas prefrontales. La mPFC es un area anatdémica
prefrontal que facilita la integracion de la memoria de las sefiales alimenticias (cue-food memory) con la
motivacion alimenticia (Cole et al., 2020); no obstante, se sabe que la PFC es un drea que puede
comprometerse funcionalmente en etapas de obesidad temprana (Bocarsly et al., 2015). La literatura
menciona que individuos con sobrepeso (IMC >25) (Houben et al., 2013) presentan un desempefo
deficiente en el control inhibitorio cuando se les somete a una prueba en la que se muestran imagenes
con alimentos ricos en energia (Adams et al., 2021); por tanto, se sugiere que un funcionamiento
ineficiente del control inhibitorio puede incrementar el riesgo de desarrollar obesidad en la infancia, que
es cuando las areas prefrontales-parietales que estan involucradas en el control inhibitorio se estan

desarrollando (Val-Laillet et al., 2015).

Otra funcién cognitiva que puede alterar la ingesta de alimentos de un individuo es la reevaluacion
cognitiva, estrategia que regula las emociones modificando procesos cognitivos para cambiar la

respuesta emotiva ante un estimulo (Ochsner et al., 2012). Las regiones cerebrales que se encargan de
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generar la reevaluacidn cognitiva es la corteza prefrontal, la corteza cingulada anterior dorsal y la corteza
parietal inferior, areas que modulan las respuestas emocionales generadas por la amigdala, el nicleo
estriado ventral, la insula y la corteza prefrontal ventromedial (Val-Laillet et al., 2015). Se ha demostrado
qgue la reevaluacién cognitiva modula las regiones involucradas en el control inhibitorio cuando se
expone a los individuos a estimulos alimenticios palatables (Yokum & Stice, 2013), por lo que un
funcionamiento deficiente de las areas cerebrales relacionadas con los procesos de control cognitivo

resultaria en individuos incapaces de regular su apetito (Figura 8) (Ochsner et al., 2012).

A Estrategias y procesos

’—{ Procesos de control cognitivo |
| I I I

Seleccién de Modificacién de Despliegue de Cambio Modulacién de
la situacion la situacion atencion cognitivo la reTuesta
Estimulos en - e
contexto Atencion Evaluacién Respuesta
@ @ @ ®
Internos: pensamientos, . Experiencia
sensaclones;etc. g Aversivo Comportamiento
Externos: personas, o Fisiologia
acciones, eventos, etc. apetitivo

B Sistema neural

_ Atencion selectiva/
Monitoreo memoria de trabajo
de conflictos

\ X "
d;cc Posterior PFC dIPFC Inferior Parietal Ventral striatum
dmPFC " \ f 7 Codificar el Amygdala
1 E valor de
. O recompensa Alerta/ amenaza
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estados A estimulo
mentales A ( fon e )
VmPFC/mOFC VY ; ( E JW insuis
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Valor del estimulo en L estados
el contexto actual ‘ Seleccion / TP STG/MTG H corporales
| | inhibicion Eic oy
Representar caracteristicas

perceptuales y semanticas

Figura 8. Modelo del control cognitivo de una emocién. A) Diagrama de las estrategias y pasos involucrados en los procesos
de control cognitivo para generar una emocion. B) Sistema neural que regula los procesos de control cognitivo, como la
regulacién de las emociones (recuadros azules) y la generacidn de una respuesta (recuadros rosas). dmPFC, corteza prefrontal
dorsomedial; dACC, corteza cingulada anterior dorsal; vimPFC, corteza prefrontal ventromedial; mOFC, corteza orbitofrontal
medial; PFC, corteza prefrontal; dIPFC, corteza prefrontal dorsolateral; vIPFC, corteza prefrontal ventrolateral; TP, polo

temporal; STG/MTG, lobulo temporal superior/I6bulo temporal medial. Tomado y modificado de Ochsner et al., 2012.
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1.4.1 Relacidn entre obesidad y ansiedad

En la obesidad pueden presentarse problemas, tanto fisicos, como sociales y psicolégicos (Guajardo &
Pefia, 2017), por lo que varios estudios relacionan la obesidad con la ansiedad, el estrés y la depresidn.
Se ha observado que el sobrepeso y la obesidad (IMC >25 y >30 respectivamente) se relacionan con
sintomas de ansiedad y de depresién (Zhao et al., 2009), asi mismo, las alteraciones metabdlicas que
caracterizan al sindrome metabdlico (obesidad abdominal, hiperglicemia, hipertensiéon y triglicéridos
elevados) aumentan las probabilidades de desarrollar ansiedad (Tang etal., 2017). Ademas, se ha
observado que una ingesta prolongada de grasas saturadas afecta la homeostasis energética,
estimulando al tejido adiposo visceral y la inflamacidon en humanos; en el caso de roedores y humanos
existen alteraciones en la sefializacion central de leptina e insulina (Frank-Podlech et al., 2018), asi como
se ha reportado que hay una relacién del consumo de dietas obesogénicas con el desarrollo de

comportamientos similares a la ansiedad (Fulton et al., 2022).

1.4.2 Fisiologia de la conducta alimenticia

En los organismos, la alimentacién puede determinar su supervivencia y su éxito reproductivo, hablando
evolutivamente (Cox et al., 2012). En los humanos, el facil acceso a alimentos con gran cantidad de
calorias determina que se pueda desarrollar obesidad. Para que existan decisiones alimenticias
apropiadas, la informacién sensorial y las funciones cerebrales de alto rango deben trabajar en conjunto
para procesar la informacién ambiental y las necesidades internas o fisioldgicas que surjan a la hora de

tener apetito o no (Hao et al., 2020).

Hao et al., (2020) mencionaron que el balance de nutrientes y las reservas de los mismos en el cuerpo,
homeostasis alimentaria, se modula a través de circuitos cerebrales y a partir de cuatro fases. En la
primera fase, el organismo detecta la deficiencia de energia, posteriormente surge la busqueda de
alimento, seguido por la ingesta de alimentos y finaliza con la Ultima fase corresponde a la terminacién

de la ingesta de alimentos.

El tejido adiposo, el higado, el pancreas, el tracto gastrointestinal, los musculos y huesos empiezan

mandando sefales moleculares que activan cascadas de informacidn intracelular a partir de grelina e
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insulina para informarle al cerebro, si existen cambios en la energia corporal lo que genera una

disminucion en los niveles de leptina (Hao et al., 2020).

El hipotalamo es una estructura clave para mantener la homeostasis energética que se relaciona con los
comportamientos alimenticios (Saper et al., 2002; Jennings et al., 2013; Hao et al., 2020); en especifico,
al activarse las neuronas del nucleo arcuato del hipotdlamo (Arc) se envian sefiales relacionadas con la
escasez de energia al BNST y al PVH principalmente (Figura 9) (Hao et al., 2020) para detectar niveles

deficientes de grelina (Atasoy et al., 2012) y de ese modo, se activa la busqueda de alimento.

—3> Excitatorio

= Inhibitorio

—@ Indefinido
@ Apetito t

Apetito [ i 7
@ Ap ! Grelina Lepting, insulina, ) Grelina CCK, Leptina, GLP1
glucosa Inflamacion abdominal Inflamacién abdominal

Figura 9. Circuito neuronal implicado en la alimentacién homeostatica en roedores. AP area postrema, Arc nlcleo arcuato,
BNST nucleo del lecho de la estria terminal, CeA nucleo amigdaloide central, DBB banda diagonal de Broca, DRN ntcleo del
rafé dorsal, IC corteza insular, LH hipotalamo lateral, NTS nicleo del tracto solitario, PBN nucleo parabranquial, PVH nucleo
paraventricular hipotaldmico, PVT nucleo paraventricular del tdlamo, TN nucleo tuberal, vIPAG sustancia gris periacueductal

ventro-lateral. Tomado y modificado de Hao et al., 2020.
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1.5 Rata Zucker Diabetic Fatty (ZDF)

Las ratas Zucker Diabetic Fatty fa/fa (ZDF) macho frecuentemente son usadas como modelos animales
para el estudio de enfermedades, como la obesidad o la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Dichas ratas
expresan la mutacion recesiva “fatty” (fa), descubierta en 1961 por Lois Zucker, que esta presente en el
gen del receptor de la leptina (LepR) y que se expresa en estado de homocigosis (fa/fa). Por la mutacion,
las ratas son infértiles por lo que se requiere de animales en estado heterocigoto (fa/+) para poder
reproducir a la cepa ZDF, de ahi que, de ocho crias obtenidas de la cruza, solo un macho es homocigoto

fa/fa (Yokoi et al., 2013).

Las ratas Zucker presentan alteraciones que son resultado de la mutacién “fatty” de caracter autosémico
recesivo, como el desarrollo espontdneo de hiperglicemia y de obesidad en los primeros meses de vida,
asi como una reduccién en la produccion de insulina (Wang et al., 2014; Jonssoon et al., 2018),
desarrollan obesidad mérbida (Figura 9), hipertrofia e hiperplasia de las células adiposas, aumento en la
actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) del tejido adiposo, resistencia a la insulina, disminucién del gasto
energético (Johnson et al., 1997) y exhiben hiperinsulinemia, hiperlipidemia e hiperfagia, convirtiéndolas

en un modelo de obesidad genética espontanea (Oana et al., 2005).

En cuanto a la obesidad, dicha condicién se observa desde etapas tempranas del desarrollo postnatal,
entre la tercera y la quinta semana de edad, y a las 14 semanas de vida el 40% de su peso corporal estd

compuesto de lipidos (Aleixandre & Miguel, 2008).

Figura 9. Rata Zucker Diabetic Fatty (fa/fa). Tomado de Charles River Laboratories.
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1.6 Leptina

Es una hormona peptidica anorexigénica (supresora del apetito) constituida por 167 aminodacidos (Sousa
et al., 2009), que modula la ingesta de alimentos y el balance energético; es expresada en el sistema
nervioso central y en el tejido adiposo blanco, se libera al torrente circulatorio y pasa a través de la
barrera hematoencefalica (Uysal et al., 2017) hasta alcanzar los érganos blanco. La cantidad de leptina
gue se libera es proporcional a la cantidad de lipidos almacenados, resultando en una disminucién en la

ingesta y el aumento del gasto energético (Aleixandre & Miguel, 2008; Van Zessen et al., 2012).

Se ha observado en animales y en humanos que la falta del efecto de la leptina se relaciona con
alteraciones en la organizacién neuroanatémica en el sistema nervioso central (Pannacciulli et al., 2006).
En ratones, una disfuncién en la sefalizacién de la leptina provoca obesidad espontanea ob/ob (Van

Zessen et al., 2012).

La leptina se une a los receptores transmembrana (LepR) de un solo paso, que se encuentran en el drea
tegmental ventral (VTA), en el hipocampo, en la amigdala y en la PFC (Ates et al., 2013). El VTA recibe
informacién proveniente de diferentes areas del hipotalamo (Figura 10), que son moduladas por la
leptina o la grelina, y proyecta hacia el nicleo accumbens, a la amigdala y a la corteza prefrontal, senales

gue pueden suprimir o estimular el apetito (Van Zessen et al., 2012).
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Figura 10. Esquema de las entradas del VTA provenientes del hipotalamo, moduladas por la leptina y la grelina. Tomado y
modificado de Van Zessen et al., 2012.
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1.6.1 Mutacion en el gen del receptor de la leptina (Ob-R)

Es la condicion responsable del fenotipo obeso en las ratas ZDF fa/fa, por la alteracién en la sefializacion
de la leptina, hace que las ratas se vuelvan obesas en su adolescencia (Thanos et al., 2008). Es una
mutacion sin sentido de A a C en el gen Lepr en el cromosoma 5 (Lepr’®) que produce la sustitucién de
un solo aminoacido de glutamina (GIn) por una prolina (Pro) (Johnson et al., 1997; Wang et al., 2014). La
funcién de este receptor es modular la actividad de diferentes péptidos orexigénicos como son el
neuropéptido Y, la galanina, las orexinas, la hormona concentradora de melanina y la grelina (Aleixandre

& Miguel, 2008), que tienen la capacidad de aumentar el apetito y con ello el aumento en la ingesta.

1.6.2 Via de sefnalizacion de la leptina

Un funcionamiento adecuado da lugar a que la leptina se una a su receptor nombrado como Ob-R, el
cual es codificado por el gen Lepr que activa la via de transduccidn de sefiales a través de las Janus-
cinasas-transductores de la sefial y activadores de la transcripcion (JAK-STAT) (Figura 11). En ausencia de
leptina, el receptor se encuentra como un mondémero, pero en presencia de leptina (unién de la hormona
en el dominio extracelular del receptor) dos mondmeros se unen y forman un dimero funcional, que es
capaz de estimular la autofosforilacion de JAK2 y de residuos de tirosina del mismo receptor. En
especifico, la Tyr1138 media la dimerizacién y la translocacién de STAT3 al nucleo para activar la
transcripcién genética y activar diferentes consecuencias a nivel fisiolégico, como la proliferacién y

supervivencia celular (Sousa et al., 2009; Wang et al., 2014; Hales et al., 2022).
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Figura 11. Via de sefializacién mediada por leptina. 1) La hormona llega al sitio de unién extracelular del receptor Ob-R, en

forma de mondmero. 2) Formacion de un dimero y autofosforilacion de JAK3 y Tyr1138. 3) Translocacion de STAT3 al nicleo

Tomado y modificado de Sousa et al., 2009.
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2. Antecedentes

El uso de animales de laboratorio como la rata ZDF permite el estudio de enfermedades como la DM2 y
las posibles alteraciones de su sistema nervioso central. Se le considera un modelo que evalta la
influencia del sindrome metabdlico en el cerebro y la correlacion con los fendmenos degenerativos de

la obesidad (Tomassoni et al., 2013).

Se sabe que las ratas ZDF de 30 semanas, presentan mayores niveles de glucosa en sangre y de
corticosterona en comparacion con las ratas Zucker delgadas usadas como control (LZC) (Hwang et al.,

2010).

Se compararon ratas ZDF y LZC en la prueba de campo abierto para evaluar posibles comportamientos
similares a la ansiedad en diferentes semanas de edad, con una lesidn traumatica leve, sin lesion y
semanas después de la lesidn en la placa ésea parietal izquierda o derecha, se encontré que ratas ZDF
de 8 a 12 semanas de edad, mostraron comportamientos similares a la ansiedad en la prueba de campo

abierto, en comparacion con las ratas LZC (Grinberg & Zimering, 2023).

También se conoce que ratas con obesidad inducida por dieta alta en grasas expresan conductas

relacionadas con ansiedad (De Noronha et al., 2017).

Un estudio comparé cuatro cepas de ratas de ocho semanas de edad, entre ellas a la cepa ZDF (fa/fa), a
la Sprague-Dawley, a la Obese Prone y a la Obese Resistant, se les sometié a pruebas de
comportamiento: laberinto en cruz elevado y campo abierto. Encontraron que las ratas Zucker (fa/fa)
tuvieron la menor actividad locomotora en el campo abierto y el menor nimero de entradas en los
brazos abierto del laberinto en cruz elevado en comparacién con las otras cepas, lo que indica que las
ratas ZDF (fa/fa) expresaron mas comportamientos similares a la ansiedad en la prueba de LCE (Vogel
et al., 2017), pero en la prueba de CA es posible que existan alteraciones motoras por su condicion obesa,
como lo encontrado por Pompeani et al., (2014) al comparar el peso muscular de ratas Zucker obesas
con controles delgados, esperaban adaptaciones compensatorias en la musculatura de las ratas obesas
para soportar su peso corporal y por el contrario, encontraron que las ratas Zucker obesas presentaron
un reduccion significativa en el peso muscular en comparacion con las ratas delgadas, condicidon que

podria explicar la presencia de dafio motor en estos organismos.
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3. Justificacion

La obesidad es un problema de salud multifactorial y mundial debido a la alta prevalencia que se tiene y
a que se relaciona con el establecimiento de diversos trastornos como la diabetes mellitus tipo 2 y la
hipertension arterial. Asimismo, se ha mencionado una relacién bidireccional entre obesidad y estrés,
pues ante la presencia de obesidad, aumentan los niveles de glucocorticoides y al aumentar la liberacién
de dichas hormonas, se promueve una resistencia a la leptina y como consecuencia ganancia de peso
debido a la condicion (Foss & Dyrstad, 2011). Para el estudio de la obesidad se tienen diferentes modelos
bioldgicos, entre ellos, se ha utilizado a las ratas ZDF obesas, debido a que presenta incremento de peso,
de circunferencia abdominal, de glucosa, de triglicéridos y colesterol en sangre. Ademas, diversos
estudios mencionan una hiper-reactividad del eje hipotadlamo-hipofisiario- adrenal lo que sugiere
posibles alteraciones psicolégicas (Chaouloff, 1994) entre ellas, la ansiedad. Los estudios a la fecha
mencionan que las ratas Zucker obesa no es ansiosa, no obstante, dichos estudios evaluaron la conducta
en animales jévenes. De acuerdo con esto, nos planteamos reconocer si la condicién de obesidad
genética en edad adulta promueve la expresion de comportamientos parecidos a la ansiedad y
alteraciones en la arborizacion dendritica de las neuronas piramidales de la mPFC que han sido

implicadas en la expresién de dichas conductas.
4. Hipoétesis

Las ratas macho Zucker obesas (fa/fa) adultas expresan ansiedad y presentan alteraciones en la

morfologia de neuronas piramidales de la corteza prefrontal medial.

5. Objetivos

5.1 General

Identificar si las ratas Zucker (fa/fa) macho de seis meses de edad muestran comportamientos
relacionados con la ansiedad y alteraciones en la morfologia de neuronas piramidales de la corteza

prefrontal medial.
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5.2 Especificos

I.  Comprobar el fenotipo obeso de ratas macho Zucker (fa/fa) adultas mediante parametros
zoométricos (peso corporal, talla, circunferencia abdominal y toracica) y el indice de Lee.

Il.  Evaluar posibles comportamientos semejantes a ansiedad de ratas macho Zucker (fa/fa) adultas
a través de la prueba de campo abierto, de la caja de luz—oscuridad y del laberinto en cruz
elevado.

lll.  Cuantificar la concentracién de glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona en plasma de
ratas macho Zucker (fa/fa) adultas.

IV.  Analizar la arborizacién dendritica apical y basilar de neuronas piramidales de la corteza
prefrontal medial de ratas macho Zucker (fa/fa).

V.  Evaluar la densidad de espinas dendriticas de tercer orden de ramificacion del arbol apical y

basilar de neuronas piramidales de corteza prefrontal medial de ratas macho Zucker (fa/fa).

6. Material y métodos
6.1 Material biolégico

Antes de obtener a los animales de experimentacion, se aprobd el curso de manejo y vias de
administracion en rata de laboratorio por parte del Bioterio Claude Bernard, del cual se obtuvo un
memorandum que abarcé el tiempo que se realizd el proyecto. Posteriormente se obtuvieron del
Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), ocho ratas macho
de la cepa Long Evans (LE) como grupo control y ocho ratas macho de la cepa Zucker (fa/fa) como grupo
experimental de cuatro meses de edad, las cuales se monitorearon hasta los seis meses de edad. Todas
las ratas se mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12, temperatura de 21 + 1° C, humedad
relativa del 55% y con acceso a alimento y agua ad libitum. Todos los procedimientos de este estudio se
llevaron a cabo de acuerdo con las normas técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio de SAGARPA México (NOM 062 Z00-1999) y del Comité Institucional para el Cuidado y Uso
y de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla con nimero

de oficio de aprobacién VIEP/0357/2022. Los animales estuvieron bajo supervisién continua del Dr.
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Francisco Ramos Collazo y por parte del laboratorio de Neurofisiologia Experimental desde los cuatro

meses hasta los seis meses de edad postnatal de los organismos.
6.2 Esquema general de trabajo

Desde los cuatro meses, hasta los seis meses de edad, se manipuld tres veces por semanay se pesé una
vez a la semana a los animales. Cuando cumplieron cinco meses de edad, se sometieron a las pruebas
de campo abierto (CA), de la caja de luz-oscuridad (CLO) y del laberinto en cruz elevado (LCE), en el
periodo de 8 — 12 horas por dia y en un cuarto de conducta con condiciones dptimas para minimizar el
ruido; cada prueba se grabé con una cdmara Sony DSC-QX10 con ayuda de la aplicacidon Imaging Edge,
los software Auto-Track (CA) y ANY-Maze (LCE) para su analisis posterior en Excel y GraphPad Prism 8. A
los seis meses de edad, los animales fueron sometidos a anestesia profunda con una solucidn de xilacina
(100 mg/kg) y ketamina (75 mg/kg) via intraperitoneal (IP) para obtener al menos 2 ml de sangre en
tubos para muestra de sangre con EDTA, posteriormente las muestras se llevaron a la centrifuga a 1500
rom durante 15 minutos, se colocaron al menos 2 plL del sobrenadante en tubos Eppendorf de 1.5 ml
rotulados para la cuantificacidon de concentraciones de glucosa, colesterol, triglicéridos y corticosterona,

y se disecé el cerebro para llevar a cabo el analisis de arborizacidon dendritica y de espinas dendriticas

(Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de trabajo. Ratas macho Long Evans (grupo control) y ratas macho Zucker (fa/fa) (grupo de estudio).
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6.3 Pruebas de conducta
6.3.1 Campo abierto (CA)

La prueba se basa en enfrentar a un roedor a una situacién novedosa, en este caso para explorar un
nuevo entorno y evitar areas brillantes y/o expuestas (Sturman et al., 2018). Generalmente, el campo
abierto (CA) es un espacio cuadrado, rectangular o circular, rodeado de muros que impiden el escape de
los roedores (Gould et al., 2009), mide variables cdmo la locomocién horizontal (niUmero de cruces en

las lineas marcadas en el suelo) y la frecuencia de los erguidos y el acicalamiento (Prut & Belzung, 2003).

Esta prueba se utilizd para evaluar los diferentes comportamientos de los roedores relacionados con la
ansiedad y la locomocion; se pueden observar comportamientos como el incremento en la evaluacion
de riesgos, reduccién de la exploracién, busqueda de refugio, escape y defecacidn (Bailey & Crawley,

2009).

Cuando las ratas LE y Zucker obesas cumplieron 156 dias postnatales, se llevaron al cuarto de conducta
iluminado con 100 luxes e insonoro y en el cual se tiene el campo abierto Opto Varimex Arena, de 44.5
x 24 cm de acrilico transparente (Figura 13). Con ayuda del software Auto-Track y de sensores infrarrojos
colocados en los ejes X, Yy Z, se detectaron los movimientos y la posicidn de las ratas durante 15 minutos

por sujeto (n = 8).

Figura 13. Opto Varimex Arena. Posicidn de los sensores infrarrojos y dimensiones del CA. Tomado de Columbus Instruments,
Opto-Varimex Auto-Track user manual (2015).
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Se usaron dos arenas para evaluar de forma simultanea a un individuo de cada grupo experimental. Cada
arena estd dividida en nueve cuadrantes y para iniciar la prueba se coloca a cada organismo en el
cuadrante central de la arena. Entre las dos arenas se colocd una mica oscura para evitar el contacto
visual entre las ratas (Figura 14). Al finalizar la prueba, los organismos se colocaron de regreso a su caja

familiar y los campos abiertos se limpiaron con una solucién de alcohol y agua (30:70).

Las variables que se registraron con el software Auto-Track fueron la distancia recorrida (cm), el tiempo
total de deambulacidn (s), el nUmero de erguidos, el tiempo total de permanencia en erguido (s), el
numero de entradas al cuadrante central, la permanencia en el cuadrante central (s), el nimero de
entradas a las esquinas y la permanencia en las esquinas (s); en cuanto al tiempo de acicalamiento, se
usé un crondmetro para medirlo manualmente y posteriormente analizarlas en Excel y en GraphPad

Prism 8.

Figura 14. Prueba de campo abierto. En la figura se observan dos arenas Opto Varimex juntas para monitorear
simultaneamente la actividad de una rata LE y una ZDF. En medio de las dos arenas se coloco una mica oscura para evitar el

contacto visual entre las dos cepas.
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6.3.2 Caja de luz-oscuridad (CLO)

Es una prueba que utiliza la aversidon natural de los roedores por las areas iluminadas y consiste de
colocar a los organismos en una caja de dos compartimentos, uno oscuro y uno blanco. Los roedores

prefieren el drea oscura y evitan entrar al area iluminada (Bourin & Hascoét, 2003; Ardayfio & Kim, 2006).

A los 161 dias postnatales se recogieron a las ratas del bioterio Claude Bernard y se llevaron al cuarto de
conducta iluminado con 100 luxes e insonoro. La caja es de acrilico y tiene dimensiones de 100 (largo) x
55 (ancho) x 94 cm (altura); estd divida en dos compartimentos que tienen una dimensién de 50 x 50 cm,
y los cuales se separan por una pared, no obstante, en la parte inferior central se ubica una puerta que
comunica los dos compartimentos para permitir el libre desplazamiento de los animales de un lado a
otro (Figura 15). Cada sesidn se grabd con una cdmara Sony DSC-QX10 con ayuda de la aplicacidon Imaging
Edge y se registré el nimero de cruces de un compartimento a otro, que es cuando las cuatro patas del
roedor se encontraban en el otro compartimento (Ardayfio & Kim, 2006), ademas, se midié el tiempo de
permanencia en el compartimento oscuro (s) y en el compartimento iluminado (s) a lo largo de 10

minutos que dura la prueba para su posterior analisis en Excel y GraphPad Prism 8 (n =8).

B
: e

-

Figura 15. Caja de luz-oscuridad. A) Se observan los dos compartimentos, oscuro y claro y B) la puerta en la parte inferior para

permitir el cruce de un compartimento a otro.
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6.3.3 Laberinto en cruz elevado (LCE)

Esta prueba se basa en la aversién natural de los roedores a espacios abiertos y elevados, ademas de
usar su curiosidad innata para explorar lugares nuevos. Es usada para medir comportamientos similares
a la ansiedad en roedores (Yoshizaki et al., 2020) y considera que los roedores con menos ansiedad
visitan con mas frecuencia los brazos abiertos y los que muestran mas ansiedad visitan con mas

frecuencia los brazos cerrados (Kraeuter et al., 2018).

A los 174 dias postnatales se recogieron a las ratas LE y OZDF del bioterio Claude Bernard y se llevaron
al cuarto de conducta iluminado con 100 luxes e insonoro. El aparato que se utilizd es de madera de 50
x 12 x 100 cm, estd compuesto de cuatro brazos en forma de cruz, de los cuales dos no tienen paredes
laterales por lo que se exponen como brazos abiertos, mientras que los otros dos estan rodeados por

paredes y se nombran como cerrados; dichos brazos intersectan en un centro de 12 x 12 cm (Figura 16).

Al inicio de cada prueba se colocd a cada organismo en el centro del aparato y con el software Any-maze
se obtuvieron los datos del nimero de cruce de un brazo a otro, nimero de entradas a brazos abiertos
y a brazos cerrados, asi como el tiempo que permanecian en los brazos abiertos y cerrados durante 5

minutos que dura la prueba para su posterior andlisis en Excel y GraphPad Prism 8 (n = 8).

Figura 16. Esquema del aparato para la prueba de laberinto en cruz elevado con sus dimensiones. Tomado y modificado de

Kraeuter et al., 2018.
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6.4 Morfologia neuronal
6.4.1 Sacrificio y tincion de Golgi-Cox

A los seis meses de edad, los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con una solucion de
xilacina (100 mg/kg IP.) y ketamina (75 mg/kg IP.) tomando en cuenta la dosis de 0.20 ml/100 g de peso
corporal vivo para provocar anestesia profunda y medir la talla (longitud naso-anal), la circunferencia
abdominal y la circunferencia toracica. Los datos del peso y la talla se utilizaron para calcular el indice de
Lee, el cual sugiere obesidad en un organismo si el porcentaje es mayor de 310% (Arika et al., 2019), se

calculé de acuerdo con la siguiente férmula:

{/Peso corporal (g)

Indice de Lee % =
ndice de Lee % Longitud naso — anal (cm)

x 1000

Inmediatamente se inicié el proceso de extraccion de sangre y del encéfalo. Primero se extrajeron
aproximadamente 2 ml de sangre por medio de una puncién cardiaca en tubos para muestras de sangre
para centrifugar a 1500 rpm por 15 minutos y tomar 2 uL del sobrenadante en tubos Eppendorf de 1.5
ml para la cuantificaciéon de glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona con kits de la marca
MEXLAB y Cayman Chemical, se mide la absorbancia en un espectrofotémetro a 505 nm para glucosa y
colesterol, a 510 nm para triglicéridos y se realizan los célculos para obtener su concentracién, para la
cuantificacién de corticosterona se realizéd un ELISA competitivo y se lee la absorbancia de la placa a 450
nm, posteriormente se les realizd una perfusion via intracardiaca con solucién salina al 0.9% y se
procedio a decapitar a los organismos para extraer el encéfalo, el cual se colocé en una solucidn de Golgi-
Cox por 14 dias. Después de 15 dias de sumergir el tejido en la solucion de Golgi-Cox, el encéfalo se
cambid por solucidn de sacarosa al 30% y se dejaron los cerebros en dicha solucidn por al menos tres
dias, para posteriormente obtener cortes coronales de 200 um a nivel de la corteza prefrontal medial
con ayuda de un vibratomo Leica VT1000S y de acuerdo con las coordenadas de 4.70 mm a 2.20 mm
respecto a Bregma (Figura 17). Los cortes se colocaron en laminillas previamente gelatinizadas al 2% por

toda una noche para posteriormente revelar la tincidn.
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Figure 5

Interaural 13.70 mm Bregma 4.70 mm Interaural 11.20 mm Bregma 2.20 mm

Figura 17. Ubicacion de la mPFC segun las coordenadas de Bregma. Tomado y modificado de Paxinos & Watson, 1982.

El proceso de revelado se realizé en un cuarto oscuro iluminado con luz roja, las laminillas se sumergieron
en agua destilada por un minuto, posteriormente se incubaron por 30 minutos en hidréxido de amonio,
pasados este tiempo, los cortes se volvieron a enjuagar con agua destilada por un minuto para
sumergirlos otros 30 minutos en fijador rapido de Kodak; al finalizar el tiempo se enjuagaron en agua
destilada por otro minuto para seguir con la deshidratacién del tejido utilizando un tren de soluciones
de alcohol, al 50%, seguido de al 70% y al 95% por un minuto en cada solucion. Después se incubaron en
dos bafos de alcohol al 100% por cinco minutos cada uno, y xileno por 15 minutos. Pasado el tiempo se

prendié la luz y se procedio a colocar resina Entellan en cada laminilla (Gibb & Kolb, 1998).

6.4.2 Andlisis morfolégico

Con ayuda del atlas de Paxinos y Watson (1982) se ubicé a la mPFC para dibujar en papel a las neuronas
piramidales mediante una camara lucida (camara de dibujo) adaptada a un microscopio optico Leica
DM1000 LED y a una amplificacion de 400x. Se seleccionaron 10 neuronas por individuo, cinco del
hemisferio izquierdo y cinco del derecho que mostraran su soma ubicado en la capa V, que tuvieran al
menos tres ramificaciones dendriticas basilares de primer orden, con una buena tincién (neurona negra
en un fondo claro) y relativamente aislada para no confundir las dendritas de la neurona con las de otras

neuronas aledafas.
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Con ayuda de una hoja de acetato se imprimié un patrén de circulos concéntricos equidistantes cuya
distancia entre ellos representa 10 um, para realizar el andlisis de Sholl. Se colocé la hoja sobre el dibujo
de la neurona, posicionando el primer circulo concéntrico (del centro) sobre el soma de la neurona
piramidal (Figura 18) y se cuantificd el nimero de intersecciones dendriticas por cada circulo
concéntrico. Con estos datos se calculd la arborizacién dendritica, la longitud dendritica total y la
longitud dendritica por orden de ramificacién. Ademas, se dibujaron representaciones bidimensionales
usando una amplificacién de 1000x de segmentos dendriticos de tercer orden de ramificacién de al
menos 10 um para calcular la densidad de espinas dendriticas (Silva-Gomez et al., 2003). Los datos del

arbol basilar fueron registrados de manera independiente a los datos del arbol apical.

Figura 18. Diagrama del andlisis de Sholl. Cada circulo concéntrico representa 10 um. Tomado y modificado de Neale et al.,
1993.

6.5 Andlisis estadistico

A todos los datos se les realizdé una prueba de normalidad mediante el método de Shapiro-Wilk para
conocer su distribucién. Las variables dependientes de este trabajo son las medidas zoométricas, la
concentracidn de las macromoléculas, la arborizacién dendritica, la longitud dendritica total, la densidad
de espinas dendriticas y las variables medidas de las pruebas de conducta. La variable independiente es

la cepa, el orden de ramificaciéon y los circulos concéntricos.

En cuanto a los datos zoométricos que abarca la circunferencia abdominal, circunferencia toracica, la

tallay el indice de Lee, éstos fueron analizados estadisticamente mediante una prueba de t de Student.
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El cambio en el peso corporal alo largo de las semanas de monitoreo fue analizado mediante una ANOVA
de 2 vias y una post-hoc de comparaciones multiples de Sidak’s (recomendado por el paquete
estadistico). También, la concentracién de las macromoléculas y las variables de las pruebas de
conducta, se analizaron mediante la prueba de t de Student para los datos paramétricos y mediante la
prueba de U de Mann-Whitney para los no paramétricos. Los datos de la morfologia neuronal se
analizaron mediante las pruebas de t de Student, la U de Mann-Whitney y una ANOVA de 2 vias y una

post-hoc de comparaciones multiples de Sidak’s .

Para todos los resultados se consideré una diferencia significativa cuando p<0.05; los analisis estadisticos

se realizaron en el programa GraphPad Prism versién 10.
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7. Resultados
7.1 Pruebas de comportamiento

e Campo abierto (CA)

7.1.1 Distancia total recorrida
En la prueba de campo abierto, las ratas macho Zucker obesas mostraron una disminucion en la distancia
total recorrida en comparacion con las ratas LE (Figura 19A; t(14)= 5.427, P<0.0001).
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Figura 19. Distancia total recorrida de las ratas Zucker macho en la prueba de campo abierto. Se observa una disminucion en
la distancia recorrida de las ratas Zucker. **** P < 0.0001, (n = 8).

7.1.2 Tiempo total de deambulacion
Las ratas Zucker obesas no mostraron diferencias significativas en el tiempo total de deambulacién en la
prueba de campo abierto respecto de las ratas LE (Figura 20; t(14= 0.5068, P=0.6202).
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Figura 20. Tiempo total de deambulacién de las ratas macho Zucker en la prueba de campo abierto. No se observan
diferencias en el tiempo total ambulatorio (n=8).
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7.1.3 Erguidos

Las ratas Zucker obesas no mostraron diferencias significativas en el nimero de erguidos (Figura 21A;
ti1a)= 0.4626, P = 0.6507) ni en el tiempo total de erguidos (Figura 21B; t14= 1.027, P = 0.3220) en la

prueba de campo abierto respecto de las ratas LE.
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Figura 21. Erguidos de las ratas macho Zucker en la prueba de campo abierto. No se observan diferencias en el A) nimero de
erguidos ni en el B) tiempo total; (n=8).

7.1.4 Entradas y permanencia al cuadrante central y a las esquinas

Las ratas Zucker obesas mostraron una disminucién significativa en el nimero de entradas al cuadrante
central en la prueba de campo abierto en comparacidon con las ratas LE (Figura 22A; tas= 3.813,
P<0.0019), sin embargo, en cuanto al tiempo de permanencia en el cuadrante central, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 22B; t14= 0.1013, P = 0.9207). En
cuanto a las entradas a los cuadrantes de las esquinas, las ratas Zucker obesas mostraron una
disminucion significativa respecto de las ratas LE (Figura 22C; P = 0.0002, Prueba U-Mann Whitney) y no
se observaron diferencias significativas en la permanencia en dichas esquinas (Figura 22D; t(14)= 1.106, P

= 0.2874).
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Figura 22. Visitas al cuadrante central y a las esquinas en la prueba de campo abierto. A) Se observa una disminucién en el
nimero de entradas al cuadrante central de las ratas Zucker obesas. B) No se observan diferencias en el tiempo de
permanencia en el cuadrante central de las ratas Zucker obesas. C) Se observa una disminucion en el nimero de entradas a
las esquinas de las ratas Zucker. D) No se observan diferencias en el tiempo de permanencia en las esquinas (n=8). **P<0.01,
***p<0.001.

7.1.5 Tiempo de acicalamiento

No se observaron diferencias significativas en el tiempo de acicalamiento entre las ratas Zucker obesas

y las ratas LE (Figura 24A; t(14)= 2.104, P<0.0539).
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Figura 23. Tiempo de acicalamiento de las ratas Zucker macho en la prueba de campo abierto. No se observan diferencias en
el tiempo de acicalamiento (n = 8).

e Caja de luz-oscuridad (L/O)
En la prueba de luz-oscuridad, las ratas Zucker obesas no mostraron diferencias significativas en el
numero de cruces de un compartimento a otro (Figura 24A; ts= 1.493, P=0.1577), en la permanencia
en el compartimento oscuro (Figura 24B; t(14= 1.188, P=0.2545) y en el compartimento iluminado (Figura

24C; tua)= 1.228, P = 0.2398).
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Figura 24. Prueba de luz-oscuridad. A) No se observan diferencias en el nimero de cruces de un compartimento a otro. B) No
se observan diferencias significativas en el tiempo de permanencia en el compartimento oscuro. C) No se muestran
diferencias significativas en la permanencia en el compartimento iluminado, (n = 8).
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e Laberinto en cruz elevado
7.1.6 Entradas al centro
Las ratas Zucker mostraron una disminucion significativa en las entradas al centro del laberinto en cruz

elevado (Figura 25; t14)= 2.642, P<0.193) respecto de las ratas LE.
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Figura 25. Entradas al centro del laberinto en cruz elevado de las ratas Zucker macho, se observa un aumento; *P<0.05, (n
=8).

7.1.7 Entradas y tiempo en los brazos abiertos
Las ratas Zucker no mostraron diferencias significativas en el nUmero de entradas a los brazos abiertos
en la prueba del laberinto en cruz elevado (Figura 26A; t(14= 1.100, P = 0.2897), sin embargo, en cuanto
al tiempo de permanencia en los brazos abiertos, las ratas con obesidad genética mostraron un aumento
significativo respecto a las ratas LE (Figura 26B; t14= 2.361, P < 0.0332).
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Figura 26. Numero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado de las ratas
macho Zucker. A) No se observan diferencias en el nimero de entradas a los brazos abiertos. B) Se observa un aumento en
el tiempo que pasan las ratas Zucker en los brazos abiertos (n= 8). *P<0.05.
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7.1.8 Entradas y tiempo en los brazos cerrados
No se observaron diferencias significativas en el nimero de entradas a los brazos cerrados (Figura 27A;
P = 0.7759, Prueba U-Mann Whitney), ni en el tiempo de permanencia en dichos brazos (Figura 27B;
t(14= 0.3159, P=0.7567) en la prueba de laberinto en cruz elevado, entre ambos grupos de animales.
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Figura 27. Entradas y tiempo en los brazos cerrados de las ratas macho Zucker, en la prueba de laberinto en cruz elevado. No
se observan diferencias en A) el nimero de entradas a los brazos cerrados ni en B) el tiempo que pasan en los brazos cerrados
(n=8).

7.2 Fenotipo obeso

Las ratas Zucker obesas mostraron un incremento significativo en el peso corporal respecto de las ratas
LE durante el periodo de seis semanas que fueron monitoreadas (Figura 28A; t(10= 11.42, P < 0.0001). En
cuanto a la talla, no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 28B; t14= 0.1489, P
= 0.8838). Sin embargo, en el indice de Lee se encontré un incremento significativo de las ratas Zucker
obesas respecto de las ratas LE (Figura 28C; t(14)= 5.81, P < 0.0001), lo que indica obesidad en las ratas
macho Zucker. Para la circunferencia abdominal (Figura 28D; t(14= 8.407, P<0.0001) y toracica (Figura
28E; t(14= 7.849, P<0.0001) se encontrd un incremento significativo de dichas variables en las ratas

Zucker obesas respecto de las ratas LE, lo que indica un aumento en sus dimensiones corporales.
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Figura 28. Fenotipo obeso de ratas Zucker macho de seis meses de edad. A) Se observa un incremento en el peso corporal
entre las ratas Zucker a lo largo de seis semanas de monitoreo. B) No se observan diferencias en la talla. C) El indice de Lee
fue significativamente mayor entre las ratas Zucker respecto de las ratas LE. D) La circunferencia abdominal y la E)
circunferencia toracica muestran un incremento significativo en las ratas Zucker. ** P <0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001
(n=38).

7.3 Concentracion de macromoléculas en sangre

Las ratas Zucker obesas de seis meses de edad, mostraron un incremento significativo en los niveles de
glucosa (Figura 29A; t12)= 2.999, P < 0.0111), de triglicéridos (Figura 29B; t(13= 5.162, P = 0.0002) y de

colesterol en plasma (Figura 29C; P = 0.0006, Prueba U-Mann Whitney) respecto de las ratas LE.
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Figura 29. Concentracidon de macromoléculas en plasma de ratas Zucker macho de seis meses de edad. A) Se observa un
incremento en los niveles de glucosa en las ratas Zucker (n=7). B) También se observa un aumento en los niveles de
triglicéridos (n=8 LE, n=7 Zucker obesa). C) Los niveles de colesterol fueron mayores entre las ratas Zucker (n=7). * P< 0.05;

** P<0.01; *** P<0.001.

7.3.1 Corticosterona

A los seis meses de edad, las ratas Zucker obesas no muestran cambios en los niveles de corticosterona

en suero respecto de las ratas LE (Figura 30A; t)=0.5361, P =0.6112).
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Figura 30. Corticosterona en suero de ratas Zucker macho de seis meses de edad. No se observaron diferencias entre los

grupos experimentales. (n=4).
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7.4 Morfologia neuronal

En la figura 31 se observan fotografias de neuronas piramidales de mPFC de A) rata LE y B) rata ZDF.

Ademas, se observan segmentos dendriticos de ratas LE del arbol C) basilar, D) apical y de ratas Zucker

E) basilar y F) apical.

Figura 31. Neuronas piramidales de mPFC y segmentos dendriticos de tercer orden de ramificacién para observar espinas
dendriticas. A) Neurona de rata LE. B) Neurona de rata ZDF. C) Segmento dendritico basilar y D) apical de rata LE. E) Segmento

dendritico basilar y F) apical de rata Zucker.
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7.4.1 Arborizacion dendritica

Las ratas Zucker obesas presentan una disminucidn significativa en la arborizacién dendritica basilar de
las neuronas de mPFC al nivel de los circulos concéntricos cuatro, cinco y seis en comparacion con las
ratas LE (Figura 32A; P = 0.5685, Prueba U-Mann Whitney). No se observaron diferencias significativas
entre las ratas Zucker y las LE en la arborizacion dendritica apical de dichas neuronas (Figura 32B; P =

0.4115, Prueba U-Mann Whitney).
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Figura 32. Arborizacién dendritica de neuronas piramidales de la mPFC de las ratas macho Zucker de seis meses de edad. A)
Se observa una disminucién en el numero de intersecciones dendriticas del arbol basilar al nivel de los circulos concéntricos
cuatro, cinco y seis de las ratas Zucker. B) No se observan diferencias en dicha variable del drbol apical. * P<0.05; ** P < 0.01,
(n=6 LE, n=8 Zucker obesa).
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7.4.2 Longitud dendritica total

Las ratas Zucker obesas mostraron una disminucion significativa en la longitud dendritica basilar total de
las neuronas piramidales de mPFC en comparacion con la ratas LE (Figura 33A; t(12= 2.325, P < 0.0384).
En cuanto a la longitud dendritica apical total, no se encontraron diferencias significativas (Figura 33B;

ti12)= 0.3785, P =0.7117).
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Figura 33. Longitud dendritica total de neuronas piramidales de ratas macho Zucker de seis meses de edad. A) Se observa una
disminucién en la longitud dendritica basilar total de las ratas Zucker. B) No se observan diferencias en la longitud dendritica
apical total. * P<0.05, (n = 6 LE, n = 8 Zucker obesa).

7.4.3 Longitud dendritica por orden de ramificacion

Las ratas Zucker obesas mostraron una disminucidn significativa en la longitud dendritica basilar de
tercer orden de ramificacion de las neuronas piramidales de la mPFC en comparacion con las ratas LE
(Figura 34A; Interaccion: Figga= 2.073, P= 0.0649; Orden de ramificacién: Fss4) = 147.4, P<0.0001; Cepa:
F(1,84) = 6.400, P=0.0133). En cuanto a la longitud dendritica apical, no se observan diferencias (Figura

34B; P = 0.7297, Prueba U-Mann Whitney).
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Figura 34. Longitud dendritica por orden de ramificacidn de neuronas de mPFC de ratas macho Zucker de seis meses de edad.
A) Se observa una disminucién en la longitud dendritica por orden de ramificacién del arbol basilar de las neuronas de las
ratas Zucker. B) No se observan diferencias en la longitud dendritica por orden de ramificacién del arbol apical total. * P<
0.05, (n=6 LE, n= 8 Zucker obesa).

7.4.4 Densidad de espinas dendriticas

No se observaron diferencias significativas en la densidad de espinas dendriticas basilares (Figura 35A;
ta2)= 0.3527, P = 0.7304), ni apicales de las neuronas piramidales de mPFC (Figura 35B; t(12)= 11.42, P <

0.0001) entre ambas cepas.
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Figura 35. Densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales de mPFC de ratas Zucker macho de seis meses de edad.

A) Arbol basilar. B) Arbol apical. No se observan diferencias significativas (n = 6 LE, n=8 Zucker obesa).
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8. Discusion

Con el presente trabajo se observd que las ratas Zucker obesas muestran el caracteristico fenotipo
obeso, asi como una disminucién en la distancia recorrida y en el nimero de entradas al centro y a las
esquinas en el campo abierto, en cuanto al laberinto en cruz elevado hubo un aumento en el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y disminucién en el niumero de entradas al centro. Ademas se

observo una disminucién en la arborizacién dendritica basilar de las neuronas de mPFC.

Los resultados obtenidos en la prueba de campo abierto pueden estar relacionados con una disminucién
en la velocidad de las ratas ZDF para recorrer todos los cuadrantes del campo abierto, pues ambas cepas
deambularon el mismo tiempo en el campo abierto. El nimero de veces que las ratas entraron al centro
y a las esquinas del campo abierto sugiere que las ratas ZDF exhibieron thigmotaxis, un comportamiento
tipo ansioso (Seibenhener & Wooten 2015), no obstante, Schiavo et al. (2023) argumentan que la prueba
de campo abierto mide actividad locomotora y no ansiedad, por lo tanto, los resultados obtenidos en Ia
prueba explicarian que las ratas ZDF al ser significativamente mas pesadas y mads lentas que las ratas LE,
exhiban una reduccion en la velocidad de exploracién, tal y como lo reportd Bélanger et al. (2004). Sin
embargo, no se descarta el uso de la prueba de campo abierto, ya que es considerada una de las pruebas

mas usadas para medir actividad locomotora y ansiedad (Lezak et al., 2017).

El acicalamiento es considerado como un elemento importante en el repertorio de comportamiento de
los roedores, ya que se pueden realizar analisis observacionales de la actividad de acicalamiento y sus
microestructuras, que sirven como medidas de estrés y ansiedad tanto en animales silvestres como en
animales de laboratorio (Smolinsky et al., 2009), por lo que al no obtener diferencias significativas entre
los grupos se tiene un dato mas que apoya que las ratas ZDF no son ansiosas. Asi mismo, no se
observaron diferencias significativas en la conducta de erguidos entre los grupos, un comportamiento
exploratorio que es medido a menudo en las pruebas de campo abierto, en el cual el animal se yergue
temporalmente sobre sus patas traseras para reconocer el entorno (Sturman et al., 2018) y que puede

ser atenuado o potenciado por factores como el miedo y la ansiedad (Lever et al., 2006).

La prueba de la caja de luz-oscuridad es una prueba de aproximacién/evitacion incondicionada, que mide

comportamientos tipo ansiosos en roedores (Arrant et al., 2013; Serchov et al., 2016). Usa la aversion
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natural de los roedores a las areas iluminadas en comparacién con areas oscuras; sin embargo, en este
estudio no se observaron diferencias significativas en las variables medidas (cruces de un compartimento
a otro, permanencia en el drea iluminada y permanencia en el drea oscura). Los animales completaron
la prueba sin problema alguno y los resultados indican que los organismos no presentan
comportamientos tipo ansiosos. No obstante, se puede sugerir que se midan otras variables para evaluar
si hay comportamientos similares al de ansiedad, como los evaluados por Arrant et al. (2013): la distancia
recorrida en el compartimento de luz y en el de oscuridad, distancia total recorrida, el nimero de
entradas dentro del compartimento iluminado, el numero total de erguidos a través de ambos
compartimentos, asi como la latencia para emerger al compartimento de luz, e iniciar la prueba
colocando a los roedores en el lado oscuro ya que se ha reportado que colocar a los roedores al inicio
de la prueba en el lado iluminado proporciona datos falsos positivos, pues generalmente se cree que el
aumento de las latencias para entrar en el compartimento oscuro refleja un efecto ansiolitico (Ardayfio

& Kim, 2006) en pruebas con farmacos.

Por otro lado, el laberinto en cruz elevado representa un conflicto de aproximacién y evitacion
incondicionado para el animal, ya que la novedad ambiental provoca simultdneamente miedo vy
curiosidad (Rodgers & Dalvi 1997). La aversion natural a los espacios abiertos causa que el animal los
evite o reduzca el nimero de visitas o el tiempo que pasa en el espacio abierto (Kraeuter et al., 2018).
Por lo tanto, un incremento en el nimero de entradas y/o del tiempo que pasa en los brazos abiertos es
interpretado como un comportamiento no ansioso (Walf & Frye, 2007). Sin embargo, se debe considerar
qgue el nimero de entradas a los brazos abiertos no solo cuantifica la ansiedad, también la actividad
locomotora y la mejor manera de evaluar esto Ultimo es considerando el nUmero de entradas a los brazos
cerrados, los cuales se encargan de evaluar la actividad locomotora (Rodgers & Dalvi, 1997). Los datos
obtenidos en esta prueba en el presente estudio indican que las ratas ZDF no exhiben comportamiento
de ansiedad y el aumento en el tiempo que pasaron en los brazos abiertos puede estar relacionado con
su inhabilidad para moverse eficientemente en los brazos cerrados por su tamafo y no por factores
relacionados con la ansiedad. Por lo tanto, sugerimos usar laberintos de mayor anchura para estudios

con animales obesos.
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Otro factor que hay que tomar en cuenta es la edad, pues se ha reportado que en ratas ZDF (fa/fa) de 8
a 12 semanas de edad, comparadas con ratas Zucker delgadas, expresan un incremento en los
comportamientos similares a la ansiedad (Vogel et al., 2017), mientras que a edades mayores se observa
gue los comportamientos similares a la ansiedad estan significativamente reducidos en las ratas ZDF
(fa/fa) probablemente debido a una modificacion en los receptores de las ratas ZDF (fa/fa) relacionados
con la mediacién de comportamientos similares a la ansiedad (Grinberg & Zimering, 2023). Por lo que es
posible considerar como medida mas confiable de ansiedad la expresidon de receptores, cdmo los
serotoninérgicos, los cuales estan implicados en regular la ansiedad (Stein & Stahl, 2000; Zangrossi &

Graeff, 2014).

En general, la ansiedad y sus respuestas fisioldgicas asociadas son funciones adaptativas que han sido
seleccionadas evolutivamente (Kenwood et al., 2021), por lo que la mayoria de las especies exhiben
comportamientos de lucha o huida mediados por la ansiedad (Seibenhener & Wooten 2015). Por lo
tanto, los datos reportados previamente y nuestros resultados indican que este rasgo de
comportamiento no esta relacionado con la obesidad genética expresada por las ratas ZDF y que puede
ser un mecanismo activado como una sefial de peligro inminente y desconocido que prepara al cuerpo
para responder de una manera que asegure la supervivencia. Sin embargo, si la ansiedad se vuelve
patoldgica, se produce un efecto contrario, ya que interfiere con la capacidad de afrontar el conflicto

(Steimer 2002).

El aumento del peso corporal y del perimetro abdominal observado en las ratas ZDF concuerda con
informes anteriores (Sanchez et al., 2022). Estos datos, junto con el indice de Lee obtenido, que es mayor
de 310 (Arika et al., 2019), nos permite confirmar que las ratas ZDF usadas en el presente estudio eran
obesas. Ademas, los datos de las concentraciones de glucosa, colesterol y triglicéridos en plasma son
consistentes con la hiperglicemia, hiperlipidemia y la hipercolesterolemia tipicamente observada en las

ratas Zucker obesas (Tomassoni et al., 2013; Sdnchez et al., 2022).

Se sabe que en la rata Zucker obesa, los valores elevados de glucosa estdn relacionados con la resistencia
a la insulina que presentan estas ratas, lo que a su vez provoca que esta molécula no pueda ingresar a
las células para su degradacion (Jonsson et al. 2018). Por tanto, los altos niveles de glucosa en sangre

facilitan la sintesis de triglicéridos, ya que la glucosa provee las moléculas precursoras de glicerol-fosfato
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para la sintesis de dichas macromoéleculas (Guzzardi et al., 2021). Ademas, se ha observado que un
incremento en la concentraciéon de triglicéridos se relaciona con una acumulacidn de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), mientras que el aumento de la concentracidn de colesterol se asocia con un
incremento de colesterol en las fracciones de VLDL y de lipoproteinas alta densidad (HDL), las cuales son
sobre-producidas por el higado (Aleixandre & Miguel, 2008). También se ha reportado que las ratas
Zucker obesas muestran niveles altos de corticosterona (Plotsky et al. 1992), lo que no se observo en
nuestros resultados, posiblemente debido a la diferencia de edad de los animales (entre 8 a 14 semanas
de edad) utilizados en ambos estudios. Sin embargo, es posible que el no haber observado altos niveles
de glucocorticoides, esté mas relacionado con el incremento en la actividad de la 5-f reductasa que
promueve un incremento en la excrecién urinaria de glucocorticoides 5-f reducidos en la obesidad

(Livingstone et al., 2005).

En el caso de la reduccidn de la arborizacién y la longitud dendritica basilar de las neuronas de la mPFC
de las ratas Zucker obesas, se sugiere que es un posible efecto directo de la mutacidn del receptor de
leptina, ya que diversos autores han observado una expresion del ARNm y del propio receptor de leptina
en diferentes estructuras del SNC que incluye a la corteza prefrontal (PFC) (Uysal et al., 2017; Ates et al.,

2014; Guo et al., 2012).

La leptina es una hormona con diversas acciones centrales (Guo & Lu 2014): estimula la neurogénesis, la
sinaptogénesis, el crecimiento y la morfologia de los axones y las dendritas, inhibe las enzimas celulares
apoptodticas, y aumenta la transmision, la motilidad y la densidad sindptica del hipocampo (Uysal et al.,
2017). Asi, cuando se expresa un receptor de leptina no funcional, se alteran diferentes vias de
sefializacion, como la quinasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMKK/CaMK1) (Dhar et al., 2014),
dependiente de IP; y MAPK, que a su vez provoca alteraciones en el citoesqueleto de actina (O'Malley
et al.,, 2007) y en el proceso de espinogénesis (Manuel-Sanchez et al., 2022). A nivel nuclear se
interrumpe la activacién de la proteina CREB, lo que inhibe la expresién de genes relacionados con el
desarrollo sindptico (Sahin et al., 2020) y la eficiencia de la transmision sinaptica excitadora e inhibidora

(Pinto et al., 2004).

La retraccion dendritica observada en este estudio también puede deberse a la disminucion en la entrada

de informacién desde el hipocampo dorsal, el cual exhibe retracciéon dendritica en ratas Zucker obesas
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(Manuel-Sanchez et al., 2022) y envia proyecciones directas a regiones prelimbicas e infralimbicas de la
corteza prefrontal medial (Ye et al.,, 2016). Asimismo, la retraccién dendritica en el arbol basilar sin
alteraciones evidentes en la arborizacién dendritica apical de las neuronas de la mPFC puede deberse a
gue los arboles dendriticos reciben proyecciones de diferentes estructuras corticales y subcorticales y a

una alta expresion de receptores como el AMPA en el arbol basilar (Cerqueira et al., 2006).

Finalmente, el disefio experimental utilizado puede tener limitaciones debido al uso de ratas Long Evans
como grupo control, ya que la rata Zucker delgada (LZC) se considera la cepa de control dptimo debido
a la similitud genética con la rata Zucker obesa. Sin embargo, esta similitud abarca la expresion de
diferentes metabolitos y por lo tanto se recomienda realizar una cuidadosa seleccién de ratas LZC para
experimentos, asi como una adecuada interpretacion de los resultados al utilizar esta cepa (Melnyk &

Hakkak 2022).

9. Conclusion
Las ratas Zucker macho obesas no expresan conductas de ansiedad relacionadas con la obesidad, pero
muestran retraccion dendritica en el eje basilar de las neuronas de la corteza prefrontal medial, lo que

sugiere que los animales pueden presentar alteraciones en conductas o procesos no emocionales.

Perspectivas

e Adaptar y trabajar con aparatos adecuados al tamafio de las ratas ZDF (fa/fa) en las pruebas de
conducta para observar su locomocion y conducta sin las limitaciones de las dimensiones.

e Analizar la arborizacién dendritica del hipocampo ventral, la amigdala basolateral y del nucleo
del lecho de la estria terminal, ya que son estructuras interconectadas con la mPFC y se
relacionan con la conducta de la ansiedad.

e Realizar otras pruebas de conducta para evaluar la ansiedad en las ratas Zucker delgadas y
comparar con los datos obtenidos.

e Analizar conducta de ansiedad y arborizacién dendritica en ratas ZDF hembras.
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