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Resumen

La obesidad en mamiferos se caracteriza por un incremento anormal de tejido adiposo, que puede
generar cambios metabdlicos y modificaciones de diferentes estructuras neuroendocrinas. Estudios
previos han reportado una prevalencia de cambios morfofisioldégicos en estructuras reproductivas
que provocan una disminucion en la tasa de fertilidad, tanto en mujeres obesas como en ratas
hembra obesas, lo que sugiere posibles alteraciones del eje hipotalamo-hipofisiario-ovario (HHO).
La rata hembra Zucker obesa (fa/fa) expresa una mutacién del gen que codifica para el receptor de
leptina; es un modelo de obesidad genética y de resistencia a la insulina que presenta alteraciones
en la morfologia ovarica e baja fertilidad. Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo identificar
posibles cambios en la arborizacién dendritica de neuronas hipotalamicas y del nucleo del tracto
solitario relacionadas con procesos de reproduccion mediante la tincién de Golgi-Cox y el analisis
de Sholl. Se usaron ratas hembra en estro de 120 dias de edad Long Evans (LE) como grupo
control y ratas hembra Zucker delgadas y obesas como grupos de estudio (n=12 por grupo).
Ademas, se caracterizo el fenotipo de obesidad. Nuestros resultados reafirman que el modelo
Zucker obeso presenta un incremento en la concentracién de glucosa, de triglicéridos y de
colesterol, asi como del peso corporal, del indice de Lee y de la grasa abdominal; mientras que, el
modelo Zucker delgado presenté una disminucion significativa en el peso corporal. Los resultados
de la arborizacién dendritica muestran una retraccion en la longitud dendritica de las neuronas del
nucleo del tracto solitario, sitios clave de retroalimentacion para estrogenos que se activan por vias
anorexigénicas, en comparacion con el grupo control y las ratas LZDF. Ademas, se observo una
disminuciéon en el nimero de intersecciones dendriticas cerca del soma, tanto en neuronas del
AVPV y ARC, de la rata hembra Zucker obesa respecto de las ratas LE y LZDF. Estos resultados
sugieren que los cambios pueden relacionarse con alteraciones en la sefializacion de leptina y con
una hiposensibilidad a estrogenos, hormonas que participan en la remodelacién dendritica y en la
secrecion de gonadotropinas durante el estro. Se destaca la relevancia de estos hallazgos en la
comprension de los mecanismos neuroendocrinos que vinculan la obesidad y la funcion

reproductiva.
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Introduccion

En mamiferos, las funciones reproductivas y el equilibrio energético tienen una relacion estrecha y
sélida por lo que, si se presentan cambios en la ingesta de alimentos pueden provocarse problemas
de fertilidad. En las mujeres, la funcién reproductiva se encuentra regulada por estructuras y
sistemas neuroendocrinos como el eje Hipotalamo-Hipofisiario-Ovario (HHO) mientras que, la
conducta de ingesta de alimentos es regulada por el nucleo del tracto solitario (NTS), entre otras
areas neurales. Para ambos fendmenos bioldgicos, se ha demostrado que existe una relacion entre
el hipotalamo y el NTS (Zhang et al., 2020) a partir de la cual, se modula la actividad de diferentes
nucleos hipotalamicos como el nucleo arcuato (ARC) y el area predptica (POA).

La obesidad, es una condicion que se presenta por un desequilibrio entre la ingesta de calorias y
el gasto energético que los organismos tienen (Fernandez et al., 2011). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), desde 1975, la prevalencia de obesidad se ha triplicado
(OMS, 2021), y para el afio 2022 casi 900 millones de personas adultas eran obesas, mientras que,
160 millones de jévenes entre 5 y 19 afios presentaban este problema de salud (Okunogbe et al.,
2022). De los anteriores datos se conoce que los hombres mayores a 18 afios representan un 16%
de la poblacién con dicho trastorno mientras que, las mujeres adultas un 18%. Al respecto, México
ocupa los primeros lugares de los paises con altas tasas de obesidad, siendo prevalente en el 46%
de mujeres con edad de 30 a 59 anos (INEGI, 2020).

Se ha relacionado a la obesidad temprana con alteraciones en la sefalizacién de la leptina,
hormona clave en la regulacion de la ingesta y de la saciedad. Ademas de su funcién metabdlica,
la leptina desempena un papel fundamental en la regulacion del eje reproductivo, por lo que, tanto
su sobreexpresion como la pérdida de sensibilidad a esta hormona puede generar disfunciones
reproductivas (Yazdi et al., 2015; Obradovic et al., 2021).

En comparacién con los hombres, las mujeres presentan una mayor tendencia al sobrepesoy a la
obesidad, condiciones que se relacionan con disfunciones en las estructuras reproductivas, una
menor secrecion de gonadotropinas y alteraciones en la morfologia ovarica, sobrepeso u obesidad,
lo cual ha sido relacionado con cambios en el funcionamiento de las estructuras reproductivas, con
la liberacién atenuada de gonadotropinas y con la alteracién morfolégica de los ovarios (Rachoh &

Teede, 2010; Eng et al., 2024), lo que en conjunto favorece el decremento en la fertilidad.
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Control neuroendocrino de la reproduccion
Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario (HHO)

El eje HHO regula las funciones morfofisioldgicas de la reproduccion a partir de las neuronas en el
hipotalamo que producen la hormona liberadora de gonadotrépina (GnRH). En ratas, estas
neuronas se localizan principalmente en el area predptica (POA) del hipotdlamo, en el nucleo
arcuato (ARC) y en el hipotalamo medio basal, formando una red de conexiones para la secrecion
de la GnRH. Las neuronas GnRHérgicas no son necesariamente receptivas a la mayoria de las
sefales requeridas para la sintesis y para la liberacion de GnRH durante las diferentes fases del
ciclo estral. Sin embargo, las neuronas de kisspeptina transmiten estas sefales necesarias para la
sintesis y para la secrecién sincronizada de GnRH (Plain et al., 2022). La liberacion de GnRH es
bimodal, por un lado, las neuronas GnRHérgicas expresan pulsos sincronizados de liberacion de
GnRH (proporcién 1:1 pulso/h) (Herbison, 2018), este proceso es mediado por las neuronas KNDy
(sintesis de kisspeptina, dinorfina y neuroquinina B) que liberan kisspeptina la cual se une a los
receptores GPR54 en las terminales de las neuronas GnRH, que posteriormente es liberada a
través del sistema portal a la adenohipdfisis (exclusivamente en los gonadotropos) para provocar
la estimulacion de la sintesis y de la liberacién pulsatil de la hormona luteinizante (LH) y de la
hormona foliculo estimulante (FSH) (Plant, 2015). A través del torrente sanguineo, estas hormonas
llegan al ovario hasta alcanzar a las células de la granulosa (CG) y de la teca, y estimular con ello
el desarrollo folicular y la sintesis de esteroides sexuales y hormonas proteinicas (Paccola et al.,
2013; Plant, 2015; Puga y Colmenares et al., 2021). Mientras que, las neuronas Kiss 1 del nucleo
periventricular anteroventral (AVPV) del hipotdlamo modulan la liberacion de oleada de GnRH hacia
la eminencia media (EM), generando una posterior oleada de liberacion de LH y de FSH por la
adenohipdfisis, hasta alcanzar en la tarde del proestro un pico de liberacién de LH que mas tarde
promovera la ovulacién (Figura 1). La coordinacion de las anteriores actividades permite mantener

un buen funcionamiento de la funcion reproductiva.

La actividad bimodal de liberacién de GnRH se encuentra bajo control de hormonas esteroideas
gonadales mediante mecanismos de retroalimentacion positiva y negativa. Los esteroides
gonadales sintetizados a partir del colesterol cumplen funciones vitales a nivel local, periférico y

central, en el control neuroendocrino de la reproduccion (Limonta et al., 2018):
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Estradiol: Se secreta en las CG del foliculo ovarico donde participa en su crecimiento,
en la modulacion de la secrecion de FSH en la hipdfisis y regula la estimulacién o la
inhibicion de la secreciéon de GnRH y LH. Ademas, participan en el crecimiento y en la

maduracién de los 6rganos sexuales femeninos, incluyendo los ovarios y el utero.

Progesterona: Se secreta principalmente en el cuerpo luteo y tiene un papel importante
en la maduracién del ovocito y en la ruptura folicular. Asi mismo, participa en la

preparacion y en el mantenimiento del endometrio durante el proceso de embarazo.

Testosterona: Es un andrégeno sintetizado por las células de la teca y transformado a
estradiol en las CG, participa en el mantenimiento del funcionamiento del ovario, media

la sintesis de la FSH en la hipdfisis y participa en el crecimiento folicular.
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Figura 1. Regulacién del Eje HHO de rata. El eje HHO se encuentra regulado por multiples sefales
endocrinas, ambientales y nerviosas. Las neuronas GnRHérgicas, localizadas en POA, reciben sefales de
las neuronas Kiss pertenecientes a los nucleos AVPV y ARC del hipotdlamo y que modulan la sintesis y la
liberacién pulsatil y sincronizada de GnRH. La GnRH liberada, se une a su receptor en los gonadotropos de
la hipdfisis, permitiendo la liberacion pulsatil y sincronizada de LH, asi como de FHS. Las gonadotropinas
liberadas se unen a su receptor en el ovario, modulando la foliculogénesis, la esteroidogénesis y la ovulacion.
Dentro del ovario, ocurre un proceso de esteroidogénesis tras unirse la LH y la FSH a su receptor en las
células de la teca y de las CG, respectivamente. La liberacién de estradiol al torrente sanguineo induce
mecanismos de retroalimentacion para regular la funcion reproductiva. Creado en BioRender.com
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Esteroidogénesis ovarica

La sintesis de las hormonas esteroideas gonadales ocurre mediante la coordinacion de dos tipos
de células presentes en el ovario: las células de la teca y las CG, las cuales responden a la
sefalizacién de las gonadotropinas LH y FSH. El colesterol es el precursor de las hormonas
esteroideas, y es reclutado en las células de la teca por receptores a lipoproteinas o bien es
sintetizado de novo (Gioacchini et al., 2019). Este proceso se lleva a cabo en el interior de la
membrana interna de las mitocondrias, donde la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR)
permite la transferencia del colesterol dentro de la mitocondria. Cuando la LH se une a su receptor,
se activa la aromatasa P450scc dando como resultado la conversion de colesterol a pregnenolona
(Miller,1988; Nisa et al., 2024). Posterior a esta conversién, la actividad de la enzima 17a-
hydroxilasa-17, 20-desmolasa (CYP17a1) convierte la pregnenolona en dehidroepiandrosterona
(DHEA), luego la enzima 3B- hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD3B) la transforma en
progesterona. Tanto la DHEA como la progesterona se transforma en androstenediona por la
actividad de las enzimas HSD3B y CYP17a1 (Figura 2).

La androstenediona, es el precursor de la testosterona por la actividad de CYP17a1 en las células
de la teca, o bien se traslada a las células de la granulosa. En las CG, la unién de la FSH con su
receptor activa una cascada de sefializacion que induce la expresién de enzimas esteroidogénicas
clave, permitiendo la sintesis de estrogenos. Por ello, la androstenediona puede convertirse en
estrona mediante la accion de la aromatasa P450, o en testosterona a través de la 17-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD17B). Posteriormente, tanto la estrona como la testosterona
son convertidas en 17[3- estradiol por la accion de la aromatasa P450scc (Hanukoglu, 1992; Franks
& Hardy, 2018). Finalmente, los estrégenos son liberados al torrente sanguineo y también estan
disponibles localmente para ejercer sus efectos sobre el desarrollo folicular, maduracién del ovocito

y la regulacion de la secrecidon de gonadotropinas.

El proceso de esteroidogénesis esta intimamente relacionado con el balance energético, ya que la
sintesis de las hormonas esteroideas requiere de colesterol y cofactores metabdlicos que dependen
de la disponibilidad energética (Sun et al., 2021). Se ha demostrado que alteraciones en este

proceso produce la alteracion morfofuncional del ovario.
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Figura 2. Via de sefializacién de la sintesis de los esteroides gonadales: Teoria de dos células y dos
gonadotropinas. En el ovario, la célula de la teca recibe la sefial de hormona luteinizante (LH) para inducir la
sintesis de andrégenos: androstenediona y testosterona. Estas hormonas seran convertidas a estrégenos
por accion de la hormona foliculo estimulante (FHS) en la CG; todo este proceso se modula por la accion
enzimatica propia de cada célula, posteriormente las hormonas esteroideas son liberadas al torrente
sanguineo para cumplir sus diversas funciones (Tomado y modificado de Gioacchini et al., 2019).

Como se menciond anteriormente, en mamiferos, una zona integradora sensorial crucial para el
control endocrino, autonémico y somatico de la homeostasis, es el hipotdlamo, que se conforma de
ndcleos que expresan un compendio de comunicacion reguladora (Plant, 2015), entre ellos, el
nucleo arcuato, el nucleo periventricular anteroventral y el area preoptica. A continuacion, se

describiran los aspectos de interés para el presente estudio de cada uno de estos nucleos.

Nucleo arcuato

El nucleo arcuato (ARC) se distingue por su morfologia y por su funcionalidad en conjunto con la
EM como una entidad de regulacion, debido a que la EM le confiere entradas periféricas para su
nutricion y para su activaciéon. Se localiza a nivel del hipotalamo medio basal (Swaab, et al., 2021)

y contiene una amplia variedad de tipos celulares que controlan la homeostasis relacionada con la
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ingesta de alimentos, con el metabolismo, con la reproduccién y con la maduracion sexual,
mediante la liberacién de diferentes proteinas moduladoras, como neuropéptidos y hormonas
(Kamitakahara et al., 2018). Este nucleo incluye neuronas medianas con prolongaciones
comunicantes a otros nucleos hipotalamicos y de acuerdo con la caracterizacion morfométrica de
las neuronas se han considerado seis diferentes tipos neuronales, que se pueden observar en la
figura 3. A partir del uso del método rapido de Golgi (modificado), se describieron neuronas
bipolares sin ramificacion, bipolares con ramificacion, unipolares sin ramificaciéon y con ramificacion,
asi como neuronas multipolares pequenas y grandes (Figura 3). El 15% de estas poblaciones
presentan espinas dendriticas, principalmente las neuronas tipo bipolar ramificada y las neuronas

multipolares (Gonzalez-Burgos et al., 1993).
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Figura 3. Tipos neuronales identificados en el nacleo ARC del hipotalamo de rata. A. Dibujos elaborados con
ayuda de una camara lucida de los seis tipos neuronales. nRU: neurona unipolar no ramificada; RU: neurona
unipolar ramificada; nRB: neurona bipolar no ramificada; RB: neurona bipolar ramificada; SM: neurona
pequefia multipolar; LM: neurona grande multipolar. Tomado de Gonzalez-Burgos et al. (1993). B. Neuronas
medianas bipolares dopaminérgicas del nucleo ARC (Tomada y modificada de Brown et al., 2016).

El nucleo ARC, presenta un dimorfismo sexual en la conectividad sinaptica dependiente de
hormonas esteroideas. En ratas hembra, las células muestran una remodelacién sinaptica fasica
basal que se relaciona con las variaciones en la concentracion de estradiol que ocurren durante el
ciclo estral (Fernandez-Galaz et al, 1999; Csakvari et al., 2008). De acuerdo con esto, Olmos et al.,
(1989) mostraron que, ratas hembra adultas exhiben una remodelacién sinaptica en el ndcleo
arcuato, a partir de una disminucién en el numero de sinapsis, entre el proestro y el estro. Mientras

que los numeros de sinapsis aumentan durante el metaestro y el diestro (Csakvari et al., 2008).
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Otra subpoblacién del nucleo ARC, que cumple con funciones reproductivas y metabdlicas, son las
neuronas kisspeptidérgicas, poblacion neuronal que también se distribuye en el nucleo
periventricular del hipotalamo (Herbison, 2008; Moenter et al., 2020). Estas neuronas, liberan
kisseptina a las células GnRHérgicas, y presentan receptores a diferentes sefiales periféricas,
como receptores a leptina, a insulina, a estrogenos, a catecolaminas y a glucosa, entre otros. Se

caracterizan por ser células medianas y ovaladas con prolongaciones largas (Oakley et al., 2009).

Nucleo periventricular anteroventral

El nucleo periventricular anteroventral (AVPV) del hipotalamo rostral es un pequefio cumulo de
neuronas localizadas a lo largo del tercer ventriculo que se extiende caudal al 6rgano vascular de
la lamina terminal (OVLT) (Saper & Stornetta, 2015). Morfolégicamente, las neuronas del AVPV se
caracterizan por ser células pequefias o0 medianas, con un soma fusiforme o multipolar,
organizadas de manera densa y alargada a lo largo del eje periventricular (Ducret et al., 2010).
Este nucleo tiene proyecciones directas a diferentes areas del SNC como los nucleos hipotalamicos
paraventricular, arcuato, dorsomedial, asi como el area preédptica (Gu & Simerly, 1997). Participa
en la regulacion del sistema cardiovascular, debido a que muchas de sus neuronas son
inmunorreactivas al péptido natriurético atrial (ANP), por lo que, el AVPV puede modular los ajustes
cardiovasculares que acompanan los ciclos de reproduccién a partir de terminales nerviosas que
alcanzan diferentes areas del SN autbnomo como el nucleo parabraquial y el NTS (Gu & Simerly,
1997). Ademas, estudios recientes en roedores han mostrado, que este nucleo recibe una
inervacion dopaminérgica sexualmente dimérfica entradas dopaminérgicas (Simerly et al., 1985),
con mayor numero de neuronas dopaminérgicas en hembras que en machos. También muestran
una alta expresion de neuronas kisspeptidérgicas, dopaminérgicas, GABAérgicas vy
glutamatérgicas (Semaan & Kauffman, 2010) que participan en regular la liberacion de la oleada

preovulatoria de GnRH y la reproduccion sexual (Watson et al., 1995; Semaan & Kauffman, 2010).

Para que los mamiferos lleven a cabo una reproduccion exitosa se requieren interacciones
altamente sofisticadas y sincronizadas de diversas células y senales hormonales centrales, entre

ellas, la interaccidon de neuronas GnRH y neuronas kisspeptidérgicas.

Neuronas Kiss 1

Las neuronas kisspeptidérgicas integran las sefiales neuroendocrinas y ambientales y las
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transmiten hacia la adenohipdfisis a través de la secrecion de kisspeptina. Codificada por el gen
KISS1, esta proteina de 54 aminoacidos se une a su receptor GPR54 o KISS1R localizado en las
neuronas GnRHérgicas del area predptica, donde estimula la liberacién de GnRH durante el ciclo
estral de las hembras (Vas et al., 2024). En roedores, la poblacién neuronal de kiss 1 se localiza
en el hipotalamo, especificamente en el ndcleo ARC (neuronas KNDy que actuan como generador
pulsatil de GnRH) y en el nacleo AVPV (Kiss 1, que actian como generador de oleadas de GnRH)
(Prashar et al., 2023).

Las neuronas kisspeptidérgicas se caracterizan por exhibir una morfologia dendritica variada con
orientacion paralela al tercer ventriculo; el 53% de las neuronas Kiss 1 presentan un arbol dendritico
multipolar, el 43% son neuronas bipolares y el 4% son neuronas unipolares de la regién AVPV
(Figura 4; Ducret et al., 2010).

)}
N =2
53% 43% 4%

Figura 4. Caracterizacion morfologica de las neuronas Kiss 1 del area periventricular rostral del tercer
ventriculo (RP3V). A. Neuronas de nucleo AVPV con dendritas superpuestas (arriba multipolar, abajo
bipolar). B. Dibujos con ayuda de una camara lucida de neuronas Kiss 1 tipicas multipolares, bipolares,
unipolares (de izquierda a derecha en la imagen) con el porcentaje de prevalencia indicado. Escala de 10 ym
(Tomado de Ducret et al., 2010).

Area predptica

El area predptica (POA) se constituye de tres regiones hipotalamicas: POA medial (mPOA), POA
lateral (LPOA) y el POA ventrolateral (VLPOA) (Mohns et al., 2006). El area del mPOA contiene
neuronas grandes con forma de huso, neuronas medianas bipolares y neuronas pequefias
redondeadas (Koutcherov et al., 2007) que expresan receptores a distintos neuromoduladores
(Figura 5).
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Figura 5. Microfotografias de los tipos celulares presentes en el mPOA, tincion violeta de cresilo. A. Neuronas
células grandes en forma de huso (flecha grande) y neuronas pequefias redondas (flecha pequefia). B.
Neuronas medianas bipolares dispersas (flecha) (Tomado de Koutcherov et al., 2007).

Una de las poblaciones neuronales presentes en POA medial que regulan las funciones
reproductivas, son las neuronas GnRHérgicas. Durante el proceso de embriogénesis temprana,
tienen su origen en la placoda olfatoria y posteriormente migran al cerebro (Martinez-Corral &
Prevot, 2021). Estas células son pequefas y ovaladas, bipolares o unipolares que forman una red
que conecta con la EM y presentan receptores para kisseptina (GPR54) en sus terminales
nerviosas (Hanchate et al., 2012; Yu et al., 2018).

Este nucleo hipotalamico tiene un papel importante en la regulacion de distintas funciones
fisioldgicas, por ejemplo: adaptacion a cambios de temperatura, papel modulador del gasto
energético y de la ingesta de alimentos (Yu et al., 2018), en la regulacion del suefio y de procesos
reproductivos. En relacién con la respuesta de la homeostasis energética, se ha descrito que
presenta muchas neuronas que expresan receptores a leptina (Bellefontaine et al., 2014), lo que
apoya la informacion de su participacion en la modulacion de dichos procesos. También tiene
contacto con otras estructuras hipotalamicas que sugieren una amplia red de comunicacion para la
regulacion homeostatica del organismo, como el area hipotalamica lateral (LHA), que se encarga
del inicio y del mantenimiento del suefio (Suntsova et al., 2007).

Dado que el POA, principalmente el area predptica medial (mMPOA) expresa muchos receptores a
leptina, se sugiere que su participacion es crucial (Bellefontaine et al., 2014) como una sefal
excitatoria proveniente de las reservas energéticas que se requieren para la etapa de reproduccion.
Ademas de los procesos endocrinos en los que participa el hipotalamo en roedores y en humanos,

la actividad reproductiva se encuentra modulada por la inervacion del sistema nervioso autobnomo
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(Gerendai et al., 2005) ya que tanto el sistema nervioso simpatico (SNS) como el sistema nervioso
parasimpatico (SNP) median la respuesta excitatoria e inhibitoria del eje HHG (Delsouc et al.,
2016). De acuerdo con los trabajos realizados por Gerendai et al., (1998), se mostro6 la primera
evidencia neuromorfolégica de la existencia de una via multisensorial entre el ovario y el SNC,

mediante la conexion de aferencias colinérgicas y noradrenérgicas.

Nucleo del tracto solitario

Una de las estructuras del SNP que recibe informacién de la respuesta vagal-ovarica es el nucleo
del tracto solitario (NTS). Este nucleo, se localiza en la médula dorsomedial y se considera una
primera estacion de relevo de las sefales periféricas de la via parasimpatica (Cutsforth-Gregory &
Benarroch, 2017) que regula varias funciones autbnomas, como la respiracion, la regulacion del
ritmo cardiaco, la digestion y el apetito (Gasparini et al., 2020). Este nucleo recibe informacion
directa del nervio vago con inervacioén de una gran variedad de estructuras viscerales, por ello sus
funciones autbnomas. Ademas, es considerado como un nucleo regulador energético, que detecta
metabolitos y hormonas liberadas por los érganos periféricos (Wachsmuth et al., 2022; Fry et al.,
2007), estas sefales se transmiten hacia el hipotalamo mediante proyecciones descendentes y

ascendentes para alcanzar la homeostasis energética (Zhang et al., 2020).

En humanos y en modelos animales se ha descrito que el NTS se subdivide en la regioén rostral,
intermedia (0 medial) y caudal. Cada una de éstas, esta formada por diferentes subnucleos que
contienen células de diferente tamafio. Este nucleo constituye un haz de fibras mielinizadas
compuesto de fibras de los nervios craneales V (trigémino), VII (facial), IX (glosofaringeo), X (vago)
(Cutsforth-Gregory & Benarroch, 2017).

El NTS es una estructura que recibe abundantes entradas de botones presinapticos
glutamatérgicos y GABAérgicos (Gasparini et al., 2020). Asimismo, su regulacién y proyeccién se
debe a la presencia de diversos receptores en sus células, como son receptores a leptina,
receptores a estrogenos, receptores a insulina, receptores colinérgicos y receptores GPR54, entre
otros (Zhang et al., 2020; Fry et al, 2007; Karges et al., 2003). Ademas, los subnucleos mediales
expresan receptores de dopamina (D2 y D4) (Cutsforth-Gregory & Benarroch, 2017).

Este nucleo expresa abundancia de neuronas con multiples ramas dendriticas secundarias y con
finas dendritas terciarias con pequefias espinas dendriticas (Figura 6). Las prolongaciones
axonales que presentan son largas dependiendo de las células dianas de proyeccién (Gasparini et

al., 2020). Su morfologia celular difiere dependiendo de la localizacion y proyeccién, lo que confiere
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su funcionalidad. Se han observado neuronas ovaladas o bipolares en sentido de proyeccion rostro-
caudal hacia el nucleo motor dorsal del vago, sin embargo, en sentido medial y rostral con
proyeccion hacia el IV ventriculo y al nucleo motor dorsal del vago, se observan neuronas
multipolares (Barnes et al., 1994).

Figura 6. Microfotografias de los tipos celulares presentes en el NTS. A. NTS medial: célula multipolar con
dendrita primaria proyectada al nucleo motor vagal (flecha negra; escala 50 ym). B. Subdivisién ventral: se
observan células de mayor tamafio, y pequefias neuronas ovaladas (escala 20 ym). C. Ventrolateral: se
observan células multipolares gigantes en el centro, células ovaladas y poligonales pequefas (escala 20 ym).
D. Rostral nucleo motor vagal: neuronas motoras grandes, con células ovaladas pequefas (escala 20 uym)
(Tomadas y modificadas de Barnes et al., 1994 y Whitehead, 1988).

Una poblacién neuronal del NTS que se encuentra relacionada con la homeostasis y la
reproduccién son las neuronas A2, estas se encuentran en la porcion rostro-caudal del nucleo del
tracto solitario, pero sus somas se concentran en la porcién media (Rinaman, 2011). Son células
estrelladas-ovoides de tamafio mediano, multipolares con prolongaciones dendriticas largas
(Edwards et al., 2021) (Figura 7). Conectan con el nervio vago y con la porcion del area postrema
(AP), lo que le permite una conexidn con 6rganos periféricos y con vasos sanguineos. Presentan
receptores a leptina, a estrogenos, a glutamato, a GABA, a glucocorticoides, a neuropéptido Y
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(NPY), a CRH y receptores adrenérgicos (Rinaman, 2011).
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Figura 7. Microfotografia de neuronas A2 del NTS con estimulacion vagal (flechas negras) (Tomada de
Rinaman, 2011).

Estas neuronas son estimuladas por vias anorexigénicas (leptina), relacionadas con la saciedad, y
por cambios en la concentracion plasmatica de estradiol (Estacio et al., 1996). Sus proyecciones
llegan al nucleo paraventricular (neuronas CRH) y al nucleo arcuato (neuronas Kiss), a partir de lo
cual se libera noradrenalina (NA) y con ello se transmite la informacién del estado energético, para
controlar los cambios en la secrecién pulsatil de GnRH y la modulacion de la respuesta en la ingesta
de alimentos (Deura et al., 2019). En relacion con esto, se demostré que el ayuno de 48 horas
conduce a un aumento de receptores a estrogenos en el NTS y en el nucleo paraventricular en las
ratas hembra, sugiriendo que estos nucleos son sitios para la retroalimentacién del estrégeno
(Estacio et al., 1996).

Por otro lado, las neuronas A2 noradrenérgicas también se encuentra regulando a las neuronas
GnRH del area preodptica de la rata. Wright & Jennes (1993), mediante técnicas de rastreo
retrogrado reportaron que las neuronas noradrenérgicas que provienen del tronco encefalico, tanto
de la médula ventrolateral (neuronas A1) como del nucleo del tracto solitario (A2), conectan sus
terminales axdnicas en el soma de las células GnRH dentro del area predptica rostral, respondiendo
ante el aumento de las concentraciones de estradiol administrada en ratas hembra

ovariectomizadas (Figura 8).
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Figura 8. Representacion de la conexion de las neuronas noradrenérgicas del troco encefalico y el area
predptica en rata. POA: area preoptica; NTS: nucleo del tracto solitario; MVL: médula ventrolateral; A2:
subpoblacion de neuronas A2; A1: subpoblacién de neuronas A1; GnRH: hormona liberadora de
gonadotropina. Creado en BioRender.com

Relacion de la Homeostasis energética y la reproduccion

El equilibrio entre la energia suministrada y la energia disipada se mantiene a través de los
mecanismos homeostaticos de un complejo sistema de comunicacion entre el tejido adiposo, el
sistema gastrointestinal, los cuerpos celulares del SNC (hipotalamo y estructuras limbicas) y del
sistema nervioso auténomo (nervio vago y NTS, principalmente). A partir de una variedad de
neurotransmisores, de neuropéptidos y de hormonas, asi como de sus receptores especificos, se
permite regular la ingesta de alimentos, la saciedad y por tanto el peso corporal, lo que se conoce
como homeostasis energética, un estado energético constante (Vergara, 2019). La homeostasis
energética indica que la cantidad de energia almacenada es igual a la diferencia entre la ingesta y
el gasto energético (Chaptini & Peikin, 2008). Un ligero desequilibrio en la senalizacion de los
mecanismos homeostaticos entre la ingesta y el gasto energético pueden conducir a un aumento
de peso corporal, que a largo plazo induce patologias como la obesidad. Por el contrario, una
ingesta insuficiente de alimentos o estados de desnutricion también altera el balance energético,
retrasando la pubertad, disminuyendo la funcién reproductiva y comprometiendo en general la

homeostasis del organismo (Dupont, et al., 2014; Chan et al., 2015).
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Sistema neuroendocrino del apetito, de la ingesta y de la saciedad

Se conoce que el hambre, la saciedad y la homeostasis energética estan altamente regulados por
informacion neuroendocrina proveniente del hipotalamo (Hernandez et al., 2018). El hipotalamo
presenta regiones con funciones especificas y estrechamente conectadas (Figura 9); dentro de los
nucleos importantes en la regulacién de la homeostasis energética y de la conducta alimentaria se
encuentran el nucleo ventromedial (VMN), el ndcleo arcuato (ARC), el nucleo paraventricular (PVN)
y el nucleo dorsomedial (DMN) (Perry & Wang, 2012; Hernandez et al., 2018; Bravo Duran et al.,
2021; Wachsmuth et al., 2022). Estas estructuras se modulan mediante diversas sefales
anorexigénicas que median la saciedad y por sefales orexigénicas que promueven la ingesta de

alimentos.

Asi mismo, existen sefales sistémicas (desde la periferia) que aumentan la ingesta y disminuyen
el gasto energético; todas estas se coordinan y se integran para modular la actividad del
hipotalamo, a corto plazo, la colecistoquinina (CCK) proveniente de sistema gastrointestinal y a
largo plazo, la leptina, proveniente del tejido adiposo. La interpretacién de estas sefiales incide en
la sensacion de hambre o de saciedad, aumentando o disminuyendo el metabolismo basal y la
eficacia termogénica del tejido adiposo pardo, en respuesta a las condiciones del balance

energético de cada organismo (Calzada et al., 2008).
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Figura 9. Representacion de la via de sefalizacion implicada en la regulacion de la ingesta, homeostasis
energética y conducta alimentaria. El centro regulador principal es el hipotalamo, posteriormente el complejo
vagal dorsal (DVC) y finalmente el sistema corticolimbico. Las sefiales provenientes de la periferia (6rganos
periféricos: estdmago, intestino, tejido adiposo) viajan a través del nervio vago y realizan el primer relevo al
nacleo del tracto solitario (NTS), y posteriormente, las proyecciones celulares llegan al hipotalamo. La
regulacion gustativa se procesa en el sistema corticolimbico, quien a su vez modula los nucleos
hipotalamicos. GLP-1: péptido similar al glucagon-1; PPY: polipéptido pancreatico Y; CCK: colecistoquinina;
PP: polipéptido pancreatico; NPY: neuropéptido Y; AgRP: péptido relacionado con agouti; POMC: péptidos
derivados de la proopiomelanocortina; CART: transcriptasa relacionada con la cocaina- anfetamina; MCH:
hormona concentradora de melanina (Tomada y modificada de Hernandez et al., 2018).

Regulacion integral entre la homeostasis energética y la reproduccion

Se ha descrito que la reproduccion es un proceso vital para la supervivencia de las especies y
conlleva un alto gasto energético. Por lo que, se asume que exista una intima relacién entre el
estado nutricional y la capacidad de reproduccion, respecto de las sefales hormonales y las
provenientes de los nutrientes. De tal forma que un desequilibrio en el balance energético generado
tanto por obesidad como por desnutricion conducen a un decremento en la fertilidad (Mcllwraith &
Belsham, 2020; Silvestris et al., 2018). Esta relacion neuroenddcrina se expresa, principalmente,
por la organizacion y por la comunicacion que presenta el hipotalamo, ya que contiene diversas
neuronas (Figura 10) implicadas en la regulacion de ambas funciones: la reproduccion y la

homeostasis energética.
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Figura 10. Esquema de la via de sefializacion de la regulacién energética en la modulacién de los parametros
reproductivos. La sefial GnRHérgica liberada por los nucleos hipotalamicos, induce la sintesis de
gonadotropinas en la hipdfisis, estas sefales se liberan al torrente sanguineo llegando al ovario, a su vez el
ovario induce la sintesis y la liberacion de hormonas esteroideas y péptidos que autorregulan su
funcionamiento y el del propio eje para mediar la reproduccién. Este eje recibe informacion sobre el estado
energético y la disponibilidad de los nutrientes para la reproduccion mediante el sistema parasimpatico, de
sefiales periféricas que viajan de manera ascendente desde el nervio vago al NTS, quien proyecta
conexiones hacia el hipotdlamo para regular su funciéon. NTS: nucleo del tracto solitario; POA: area predptica;
ARC: nucleo arcuato; AVPV: nucleo periventricular anteroventral; HI: hemisferio izquierdo; HD: hemisferio
derecho; Gl: sistema gastrointestinal. Creado en BioRender.com

Para que se lleve a cabo el proceso reproductivo, diferentes estudios realizados a finales del siglo
XX, propusieron la presencia de un rango de peso corporal critico para la activacion de la pubertad
y para el mantenimiento de las funciones reproductivas en la etapa adulta (Frisch & McArthur,
1974). Kennedy & Mitra (1963) observaron que la maduracion sexual ocurre cuando alcanzan
aproximadamente entre el 45% y el 50% de su peso corporal adulto. Sin embargo, también se sabe
de situaciones en las que el organismo presenta suficientes depdsitos energéticos, pero no puede
utilizarlos adecuadamente, tal es el caso de las patologias metabdlicas como la obesidad y la

diabetes (Boden & Shulman, 2002), lo que puede interferir con la funcion reproductiva normal.

De acuerdo con esto, el balance entre las funciones reproductivas y las reservas energéticas
dependen de una amplia red neuroendocrina que comunica el estado nutricional y energético desde

la periferia a la regidn central y que regula la funcién reproductiva. En este sentido, se asumiria que
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las sefiales anorexigénicas promoverian la funcion reproductiva, mientras que un decremento

energético activaria las sefiales orexigénicas e inhibiria la funcion del eje HHG.

Leptina y su relacion con la Obesidad

La leptina es una hormona anorexigénica responsable del control de la ingesta de alimentos y la
homeostasis energética (Gao et al., 2007; Spicer & Francisco, 1997). Esta hormona se encuentra
constituida por 167 aminoacidos con un peso molecular de 16 kDa, codificada por el gen LEP, es
sintetizada por el tejido adiposo blanco principalmente (Garavito et al., 2020), pero se conoce su
expresion en otros érganos, como los ovarios, la placenta, lamédula 6sea y el tejido linfatico (Garfield
etal., 2012).

La produccion de niveles basales de leptina es proporcional al tamano de las células adipocitarias,
es decir, al estado de reserva energético del organismo (Lee & Fried, 2009). Estos niveles basales
se encuentran regulados por alteraciones en el ARNm de la leptina que estan determinados por
diferentes sefiales hormonales, como los glucocorticoides y las catecolaminas (Rentsch & Chiesi,
1996), pero también en respuesta a insulina y precursores energéticos (Moreno-Aliaga et al., 2001).
Después de que ocurre la ingesta de alimentos, tanto la insulina como la glucosa y los aminoacidos,
inducen la traduccién del ARNm de leptina, mediante la via mTOR (mammalian Target of

Rapamycin) en las células adipocitarias (Figura 11; Chakrabarti et al., 2008).
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Figura 11. Via de sefalizacién dependiente de insulina para la sintesis y traslacién de ARNm de leptina en
el adipocito. Durante la comida se activa la sefalizacion mediada por insulina en el adipocito por la via PI3 -
mTOR. La rapamicina sensible a mTORC1 regula la sintesis de proteinas mediante la fosforilacion de la
proteina de union tipo 1-4E (4E-BP1) y S6 k. La glucosa y los aminoacidos como la leucina permiten la
energia disponible (ATP) para la traduccion del ARNm. Mientras que, durante el ayuno, disminuyen los
niveles de insulina, de glucosa y de aminoéacidos, activando al sistema simpético por medio de los receptores
adrenérgicos (AR) e inhibiendo la via de senalizacibn mTORC1 mediante la via del AMPc (Adenosin
monofosfato ciclico) (Tomado y modificado de Lee & Fried, 2009).

Su liberacién al torrente sanguineo propicia una amplia gama de sefalizacion a sus células blanco,
gracias a la expresion de su receptor en multiples tejidos. El receptor de leptina (LepR) que es
similar al receptor de citoquinas y que codifica para 6 isoformas distintas, inicialmente se ubico en
el nucleo arcuato (Gao et al., 2007), sin embargo, se ha localizado en otras estructuras también,
como el nucleo ventromedial, el nucleo dorsomedial, el nucleo paraventricular y lateral del
hipotalamo, en nucleos taldamicos, en nucleos cerebelosos, en nucleos provenientes del tallo
cerebral, como el NTS, asi como en estructuras periféricas, como el nervio vago y los ovarios
(Garavito et al., 2020; Garafield et al., 2012; Aleixandre & Miguel 2008).

A nivel neuronal, la leptina ejerce diferentes funciones durante el neurodesarrollo, principalmente
se ha reconocido su participacion en el establecimiento de circuitos hipotalamicos hasta la
plasticidad en vias corticales mediante neurogénesis y sinaptogénesis (Pinto et al., 2004; Garfield
et al., 2012; Bravo-Duran et al., 2021). Estos cambios se derivan de su participacion en la

reorganizacion de los componentes estructurales de la célula, como los filamentos de actina, en la
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activacion de receptores como los NMDA y en la promocion de la expresion de factores como el
BDNF (Valerio et al., 2006). Mientras que, a nivel fisioldgico modula el apetito, participa en la
homeostasis energética, en el suefo-vigilia, en la osteogénesis, en el sistema inmunitario, en la
actividad locomotora, asi como en la reproduccion y en el establecimiento de la pubertad en
respuesta a funciones adaptativas y metabdlicas. Esta ultima funcion se ejerce mediante la
modulacion de la actividad del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonadal (HHG) y de la sefalizaciéon
proveniente de la periferia, regulando la actividad de las neuronas hipotalamicas reproductivas
(Brzechffa et al., 1996; Mantzoros, 1999).

Se ha demostrado que la leptina es un factor permisivo para el inicio de la pubertad y la fase
reproductiva, ya que su deficiencia establece un retraso en la pubertad, en la maduracién del eje
HHG y ocasiona hipogonadismo hipogonadotrépico (Pitteloud et al., 2007). La mutacién del
receptor a leptina provee una alteracion morfofuncional en todas las vias de sefializacion
involucradas, su inactivacion se asocia con el desarrollo de un fenotipo obeso y con la infertilidad,
afectando el ciclo reproductivo y la conducta sexual (Keen-Rhinehart et al., 2004). Ademas, se
reporta que existen asociaciones positivas entre las concentraciones plasmaticas de la leptina (31.3
+ 24.1 ng/ml en pacientes con obesidad; 7.5 £ 9.3 ng/ml en pacientes con normopeso) y el

porcentaje de masa corporal en individuos con obesidad (Considine et al., 1996).

Modelos animales de obesidad

En las ultimas décadas, numerosas investigaciones han recurrido a modelos animales con
predisposicion al desarrollo de obesidad para caracterizar las alteraciones morfofisiolégicas que
favorecen el desarrollo de esta condicidon, empleando principalmente roedores, como ratas y

ratones.

De acuerdo con esto, estos animales han sido usados con éxito durante décadas en la investigacion
biomédica, distinguiendo principalmente dos tipos de modelos animales obesos: los monogeénicos
(mutacion ligada a un gen) y los poligénicos (obesidad inducida por dieta) (Doulberis et al., 2020).
En el caso de los modelos monogénicos, se ha estudiado principalmente una mutacion en la via de
la leptina, que modifica los procesos metabdlicos, enddcrinos y autbnomos en los animales. Estos
modelos representan una ventaja clara en la seleccion del estudio, al determinar un fenotipo

especifico de estudio (Speakman et al., 2008; Speakman et al., 2007). Asi mismo, estos animales
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genéticamente modificados, presentan obesidad desde etapas tempranas de la vida, lo que permite
abordar el fendmeno de obesidad en individuos de corta edad. Por otro lado, los modelos inducidos
por dieta derivan de la ingesta de alimentos hipercaléricos y puede desarrollarse por diversos
factores en los que participan mas de un gen. Estas dietas pueden ser principalmente de dos tipos:

1) dietarica en grasas y 2) dieta de cafeteria que induce hiperfagia (Doulberis et al., 2020).

Rata Zucker

La rata Zucker es un modelo animal ampliamente utilizado en estudios relacionados con obesidad
y con el sindrome metabdlico; fue descrita por Louis Zucker y Theodore F. Zucker en 1961 y surge
a partir de la cruza de ratas de la cepa M y de la cepa Sherman. Dicha rata expresa una mutacion
en el gen fa que codifica para los receptores de leptina (LepR) y por tanto se denominé “fatty”
(obesa). Los autores, describieron un animal con aumento de peso notable en comparacion con el
animal normal, con alto porcentaje de grasa, de baja movilidad locomotora e infertilidad. La
mutacion fa se considera como una mutacién sin sentido que afecta todas las isoformas del receptor
a leptina, se caracteriza por ser una mutacién puntual, lo que ocasiona que la proteina resultante
no sea funcional, y por tanto se inhibe la dimerizacion del receptor o bien disminuye su expresién

en la membrana celular (Yamashita et al., 1997).

Esta mutacion se hereda como un caracter autosdomico recesivo, que provoca que los animales
homocigotos para el alelo fa (fa/fa) presenten obesidad (Obese Zucker Diabetic Fatty: OZDF),
mientras que los animales heterocigotos (Fa/+) son delgados (Lean Zucker Diabetic Fatty: LZDF)
(Aleixandre & Miguel, 2008, Tomassoni et al., 2020) (Figura 12). Las ratas Zucker obesas fa/fa
expresan obesidad espontanea desde la tercera a la quinta semana de vida respecto de las ratas
Fa/+, y durante la etapa adulta las ratas fa/fa superan un 60% el peso de las ratas LZDF y de las

ratas “wild type” (Hausman et al., 2003; Bravo-Duran et al, 2021).
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Figura 12. Fotografias de ratas Zucker. (A) delgada (Fa/+) de 447 gr de peso y (B) obesa (fa/fa) de 1035 gr
de peso, a los 10 meses de edad (Tomado de Zucker & Zucker, 1961).

Modelo OZDF

Las ratas obesas mantienen una alta concentracién de leptina circulante, debido a la resistencia de
leptina por los receptores que no son funcionales por la mutacion (Oanna et al., 2005). Ademas,
expresan alteraciones en las areas del cerebro involucradas en los mecanismos que regulan el
consumo de alimento y por tanto el peso corporal, asi como cambios metabdlicos y enddcrinos
(Aleixandre & Miguel, 2008).

Estas ratas exhiben hiperfagia a partir de los 17 dias postnatales, obteniendo a las 14 semanas de
edad un constituyente del 40% de peso lipidico, por lo que presentan hiperlipidemia,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina antes de que presenten diabetes; hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, hipertensién e hipertrofia de adipocitos (con un aumento de tamano celular
principalmente en el tejido graso subcutaneo) a temprana edad (Tommasoni et al., 2020; Jonhson et
al., 1971; Aleixandre & Miguel, 2008; Melnyk & Hakkak, 2022). Estas caracteristicas fisioldgicas
desarrolladas por la mutacion son semejantes a las condiciones fisiolégicas del humano obeso, lo
que ha permitido que este modelo sea utilizado para estudiar obesidad genética, diabetes mellitus

no dependiente de insulina, procesos neurodegenerativos, enfermedad renal, infertilidad y otras
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condiciones patoldgicas (Melnyk & Hakkak, 2022; Zucker & Zucker, 1963; Tomassoni et al., 2020).

El modelo obeso OZDF, expresa un plasma de apariencia lechoso debido a la alta cantidad de
triglicéridos y de acidos grasos (10% mayor), con diferencias entre hembras y machos, siendo mayor
en hembras (Lin, 1985), lo cual es diferente a los modelos animales que presentan obesidad cuando

se lesiona la regién hipotalamica lateral (Johnson et al., 1971).

Modelo LZDF

Las ratas Zucker delgadas Fa/+, presentan un aumento de peso corporal mas lento y progresivo en la
etapa adulta en comparacion con las ratas obesas. Esto se debe en parte, a que su tejido adiposo
muestra mayores concentraciones de la lipasa sensible a hormonas (HSL), implicada en el
metabolismo de las grasas (Pagano et al., 2004) respecto de las ratas obesas. A nivel fisioldgico,
su metabolismo es acelerado, lo que genera un mayor gasto energético y conduce a cambios en
su comportamiento alimenticio, incluyendo una reduccion en su consumo de calorias (Sullivan et
al., 1978).

Por su parte, en los ultimos afios este modelo ha tomado relevancia para el estudio de la
carcinogénesis mamaria inducida por 7,12-dimetilbenz(a) antraceno, debido a su alta
susceptibilidad al desarrollo de la proliferacion celular asociada a la hiperleptinemia, especialmente
cuando se expone a una dieta alta en grasas (Imai et al., 2013). Ademas, autores como Johnson
et al (1997), mostraron que las ratas hembra Zucker delgadas exhiben una mayor longevidad de
aproximadamente 30% en comparacién con ratas obesas, lo que sugiere la existencia de

diferencias fisiolégicas entre estos dos animales.

De acuerdo con Melnyk & Hakkak (2022), se identificaron diferencias del 62% en el perfil metabdlico
sérico entre las ratas hembra Zucker delgadas y las Zucker obesas, lo que sugiere que la obesidad
promueve dichos cambios a nivel metabdlico. Por otro lado, Berra-Romani et al. (2019), mostraron
que existen diferencias a nivel de la fisiologia cardiovascular, ya que los factores relacionados con
Ca*™ se encuentran alterados en el endotelio de la aorta de las ratas macho OZDF en comparacion
con sus controles LZDF. Asi mismo, se sabe que las poblaciones de microbiota intestinal difieren
entre las ratas Zucker macho delgadas y las obesas. Esta diferencia es relevante, debido a se
asocia estrechamente con el peso corporal, ya que un microbiota equilibrado favorece la emision
de sefiales de saciedad, ademas de modular el metabolismo energético y los procesos
inflamatorios (Hakkak et al., 2017). Otros autores reportan que en la etapa temprana del desarrollo

(antes de las 6 semanas de edad) la concentracion de hormona del crecimiento (GH) no difiere entre
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la rata hembra delgada y la rata obesa, pero que las diferencias observadas en la secrecion de GH,
se establece entre las semanas 6-7, con una disminucion entre las ratas obesas (Leidy et al., 1993)

lo que conduce a cambios en el desarrollo.

Tanto la rata LZDF como la OZDF, expresan alteraciones estructurales y funcionales en las areas
del cerebro involucradas en los mecanismos para regular el consumo de alimento, asi como
cambios metabdlicos y enddécrinos (Aleixandre & Miguel, 2008). Estas sefales se relacionan con
efectos en la regulacion hipotalamica, que afectan la actividad de circuitos neuronales especificos
y la liberacion de péptidos orexigénicos y anorexigénicos — como la colecistoquinina y el
neuropéptido Y -, asi como de neurotransmisores clave en el control del apetito, como la dopamina
(Martin et al., 1986; Oanna et al., 2005).

Ciclo estral

El ciclo reproductivo de las hembras de roedor, denominado como ciclo estral, comparte
semejanzas generales con el ciclo menstrual en mujeres, aunque difiere en su duracion y en la
ausencia de la menstruacion (Cruz et al., 2016). Este proceso reproductivo esta determinado por
variaciones en la secrecioén de las diferentes hormonas gonadotrdpicas y esteroideas que participan
en eventos sincronizados vy ciclicos, estos eventos modifican la conducta sexual de las hembras
(Ulloa-Aguirre et al., 1988; Ajayi & Akhigbe, 2020). Ademas, el seguimiento del ciclo estral se
caracteriza por la expresion diferenciada de células epiteliales que se observan mediante una

citologia vaginal (Figura 13, revisar Anexo Il):
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Figura 13. Etapas del ciclo estral de ratas: concentracién hormonal y visualizacién de las células
presentes mediante citologia vaginal durante el ciclo estral, tincion cristal violeta (Tomado de McLean
etal., 2012).

Antecedentes

Tanto la obesidad como el sobrepeso son trastornos asociados a diversos factores de riesgo como
las enfermedades cardiovasculares, la hipertension, los desérdenes metabdlicos, asi como las
alteraciones reproductivas (Fernandez et al., 2011). En las mujeres, se ha demostrado que existe
una relacion entre el aumento del tejido adiposo y la produccién de andrégenos y estrogenos, que
desencadenan una serie de sefiales alteradas que afectan la funcion ovarica y la fertilidad. Este
aumento en el perfil hormonal desencadena una serie de cambios en la maduracion del ovocito, en

su implantacion y en la calidad del producto (Barrios-De-Tomasi et al., 2013).

En relacién con la capacidad reproductiva se han descrito alteraciones enddcrinas y metabdlicas

en la rata Zucker obesa (fa/fa). En estas hembras se producen cambios relacionados con el ciclo
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estral, un deficiente desarrollo folicular, presencia de quistes, la expresion de un utero anormal, asi
como un comportamiento sexual atenuado en comparacion con ratas Long Evans (Honnma et al.,
2010; Puga y Colmenares et al., 2021). Sin embargo, Chelich & Edmons (1981), reportaron que la
principal diferencia entre la rata hembra LZDF (Fa/+) y la rata OZDF, es la duracion de ciclo
reproductivo, donde la rata obesa tiene una mayor duracién del ciclo estral por un diestro
prolongado, y por tanto el comportamiento copulatorio se ve alterado. En sus observaciones, todas
las hembras delgadas participaron en cada sesién del comportamiento copulatorio, mientras que

las hembras obesas no completaron todas las sesiones.

Por otro lado, un estudio realizado por Bravo-Duran et al., (2021), demostré que las ratas OZDF
presentan retraccion dendritica de neuronas del nucleo hipotalamico ventromedial en comparacion
con las ratas delgadas LZDF y con las ratas Long Evans, lo que sugiere modificaciones de la

regulacién de la ingesta de alimentos.

Justificacion

En la actualidad, la obesidad ha alcanzado magnitudes pandémicas, se estima que 200 millones
de hombres y 300 millones de mujeres padecen obesidad (van Dammen et al., 2018), siendo
México uno de los paises con alta prevalencia. Dado que esta condicion afecta en gran medida a
mujeres, diversas investigaciones se han enfocado en dilucidar el impacto negativo que tiene la
obesidad con alteraciones neuronales y reproductivas. Los modelos animales permiten el estudio
de las condiciones fisiologicas de esta patologia, ya que se presentan de manera semejante a la
fisiologia humana. Especificamente, el modelo de la rata hembra Zucker obesa (OZDF) expresa
una variedad de problemas reproductivos que sugieren una alteracidon en las estructuras
neuroendocrinas y, por tanto, es de interés reconocer si existen diferencias morfolodgicas de las
neuronas de los nucleos hipotalamicos ARC, AVPV, POA, asi como el NTS de ratas hembra Zucker

delgadas y obesas.

Pregunta de investigacion

¢ Existen diferencias en la arborizacion dendritica de las neuronas de los nucleos arcuato,
periventricular anteroventral y area predptica del hipotalamo, y del nucleo del tracto solitario en las
ratas hembra Zucker delgadas (LZDF) y las ratas Zucker obesas (OZDF) de 120 dias de edad?
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Hipotesis

Las ratas hembra Zucker obesas (OZDF) expresan una reduccion en la arborizacion dendritica de
neuronas de los nucleos hipotalamicos arcuato, periventricular anteroventral y area predptica, asi
como del nucleo del tracto solitario en comparacion con las ratas hembra Zucker delgadas (LZDF)
de 120 dias de edad.

Objetivos

General

Identificar el efecto de la obesidad génetica en la arborizacién dendritica de neuronas de los nucleos
hipotaldmicos arcuato, periventricular, anteroventral y del area preoptica, asi como del nucleo del
tracto solitario, de ratas hembra Zucker que presenten parametros zoométricos y en sangre,

relacionados con el fenotipo delgado y obeso.

Particulares

1. Determinar la ciclicidad estral de ratas LZDF y OZDF mediante frotis vaginal.

2. Cuantificar la concentracion sérica de la hormona esteroidea estradiol de ratas
hembra LZDF y OZDF en la etapa de estro.

3. Caracterizar el fenotipo delgado y obeso de las ratas hembra LZDF y OZDF
mediante el registro del peso, de la circunferencia abdominal, de la grasa abdominal

y del indice de Lee.

4. Determinar los niveles de glucosa, de triglicéridos y de colesterol en plasma de ratas
LZDF y OZDF.

5. Examinar la arborizacion dendritica de las neuronas de los nucleos hipotalamicos
arcuato, periventricular anteroventral y area predptica del hipotalamo, asi como del

nucleo del tracto solitario de ratas LZDF y OZDF.
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Material y Métodos

Disefo experimental

Grupos experimentales

Para llevar a cabo este proyecto, se utilizaron 36 ratas hembra de 120 dias de edad (Figura 14), de
las cepas Long Evans (LE, n=12) como grupo control y las cepas Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF-
delgada, n=12) y Obese Zucker Diabetic Fatty (OZDF-obesa, n=12) como grupos experimentales.
Las ratas fueron obtenidas del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla y mantenidas en esas instalaciones, bajo el cuidado y la supervision del MVZ. Francisco
Ramos Collazo con numero de cédula profesional 651957. Los animales estuvieron bajo
condiciones de temperatura ambiente de 21-22°C, humedad relativa del 55% y de agua y alimento
(LE y LZDF: Labdiet 5001; OZDF: Labdiet 5008) ad libitum.

Control
Long Evans (LE)

Ratas hembra
90 dias de edad Zucker delgada (LZDF)

n=12

Zucker obesa (OZDF)

Figura 14. Grupos experimentales. Grupo control — ratas LE, Grupo experimental 1 — ratas LZDF y Grupo
experimental 2 — ratas OZDF.

El presente estudio se reporta de acuerdo con las directrices de ARRIVE 2.0 (Kilkenny et al., 2010).
Asi mismo, el protocolo para la realizacion del presente estudio fue autorizado por la Vicerrectoria
de Investigacion y Estudios de Posgrado, y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP, con clave 100274211-UALVIEP- 23/1. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo en los animales de acuerdo con los lineamientos establecidos
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en la Guia para el Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio y las Especificaciones establecidas
por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y la Ley Mexicana de Protecciéon Animal para
el uso de animales de experimentacion (de Aluja, 2002). Ademas, se tomdé el “Curso de manejo y
vias de administracion en la rata de laboratorio” para aplicar los criterios de manejo, anestesia y
eutanasia aprobados por el CICUAL de la BUAP. Por tanto, se aplicaron todos los esfuerzos

encaminados a minimizar el sufrimiento y la cantidad de animales a utilizar en el proyecto.

Diagrama de trabajo

Las actividades realizadas en el presente estudio se dividieron en siete etapas que incluyen la
obtencion de los animales, el seguimiento del ciclo estral, la caracterizaciéon del fenotipo, el
procedimiento de eutanasia, asi como, el ensayo morfométrico (etapa 3-5), la determinacion de la
concentracién de metabolitos y estradiol, la obtencion de informacion respecto de la arborizacion
dendritica de los nucleos ARC, POA, AVPV y NTS, el analisis estadistico de los datos, la

elaboracion de las graficas correspondientes, y finalmente la redaccion del escrito (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de trabajo. Etapas del proyecto de investigacion.
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Materiales y soluciones

Preparacion de laminillas para cortes histoldgicos del cerebro

Se llevo a cabo el lavado de los portaobjetos, utilizando un bafio de agua jabonosa, un enjuague
abundante con agua corriente y un segundo enjuague con agua destilada. Una vez que los
portaobjetos estaban secos, se sumergieron en una solucién de gelatina al 2% por 2 minutos y se

dejaron secar por 24 horas.

Solucion de Golgi- Cox

Se prepararon soluciones al 5% de dicromato de potasio, de cloruro de mercurio y de cromato de
potasio por separado e inmediatamente después, todas las soluciones fueron mezcladas (Das et
al., 2013). La solucién resultante fue filtrada para ser almacenada en un frasco ambar en completa

oscuridad por 5 dias. Inmediatamente, se filtr6 nuevamente y se almacend para su uso.

Seguimiento del ciclo estral

Se implementé la manipulacion a todos los animales por parte del experimentador para favorecer
la interaccion y la reduccion de factores de estrés. Con ello, se monitoreo la expresion de 3 ciclos

estrales mediante frotis vaginal.

Frotis vaginal

Se determiné la etapa del ciclo estral de cada rata mediante citologia vaginal obtenida por frotis
(Figura 16). Para la toma de muestra, se expuso la region ventral y se introdujo un asa
bacteriologica estéril en la zona superficial de la vagina, realizando un movimiento circular para
colectar la muestra. Una vez obtenida la muestra se coloc6 en un portaobjetos haciendo
movimientos circulares; se dejo secar la muestra exponiéndola al ambiente. El asa se esterilizé en
cada toma realizada para evitar contaminacién entre muestras. Posteriormente se aplicé la tincion

directa con Hematoxilina-Eosina a partir del siguiente procedimiento:

1. Se agregd una gota de hematoxilina de manera directa a la muestra 'y se
incubo por 5 minutos.
2. Se enjuag6 con agua corriente de manera indirecta hasta eliminar el exceso

del colorante y se dej6 secar.

3. Inmediatamente después, se agrego una gota de eosina de manera directa a

la muestra, se dejé incubar por 5 minutos mas. Posteriormente, se enjuagd
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con agua corriente de forma indirecta hasta eliminar el colorante y se dejo

secar.

Las laminillas se observaron en un microscopio o6ptico (LEICA DM 1000 LED) a una

amplificacién de 100x, para observar la cantidad y el tipo de células que nos permitiera

determinar en qué etapa del ciclo estral se encontraba cada animal (Tabla 1).

Tincién

e Observacion
‘ de células

epiteliales

Figura 16. Citologia vaginal directa. Procedimiento para la obtenciéon de la muestra, su tincién y su
observacion en el microscopio. Creado en BioRender.com.

Tabla 1. Criterios para la identificacion de la etapa del ciclo estral en la rata de

laboratorio.

Proestro

Estro

Metaestro

Diestro

> % células epiteliales cornificadas
< % leucocitos

> % de células cornificadas en forma de hojuela

< % células epiteliales cornificadas
> % de leucocitos

> % de leucocitos
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Caracterizacion del fenotipo obeso

Los datos del peso (g) y la longitud hocico-ano (H-A, cm) se utilizaron para calcular el indice de Lee.
Se consideré como obesidad cuando el indice fue mayor a 0.310, de acuerdo con lo descrito por Lee

(1929) y con la siguiente férmula (Arika et al., 2019):

{/Peso corporal (g)

Indice de Lee = LHA (cm)

El peso fue registrado con una balanza digital, mientras que la circunferencia abdominal y la
longitud H-A fueron medidas con una cinta métrica colocando al animal en posicidn decubito supino

para exponer la region ventral.

Obtencion de tejidos

Cuando los animales alcanzaron los 120 + 4 dias de edad y se encontraban en la etapa de estro,
se les administrd via intraperitoneal una sobredosis de ketamina (75 mg/kg ip.) y de xilacina (10
mg/kg ip.) para alcanzar anestesia profunda (Connell et al., 2022), este procedimiento fue aprobado
y supervisado por el bioterio de la Institucion. El farmaco, se mantuvo bajo la supervisién, el

resguardo y la custodia de la Dra. Adriana Berenice Silva Gomez, responsable del proyecto.
Colecta de sangre

Bajo anestesia profunda, se obtuvieron de 2-3 ml de sangre a través de una puncion cardiaca. Se
depositdé al menos 1 ml de sangre en un tubo con EDTA para medir posteriormente concentraciones
en suero de glucosa, de triglicéridos y de colesterol y, al menos 1 ml de sangre en tubos sin EDTA
para cuantificar la concentracion de estradiol. La sangre fue centrifugada (Centrifuga Marca
Eppendorf) a 3000 rpm por 15 minutos para obtener el suero o el plasma, los cuales se mantuvieron
a -80°C para su adecuada preservacion hasta el momento en el que se utilizaron para medir la

concentracion de los metabolitos y de estradiol.
Determinacion de la concentracion estradiol (E2)

Para determinar la concentracion de estradiol en cada grupo experimental, se utilizé un kit de ELISA
(Cayman Chemical) y se siguieron las instrucciones del proveedor. Este ensayo consiste en una
competencia que se observa entre el estradiol muestra (que esta presente en el suero de cada

muestra) con un conjugado de estradiol referencia (Ag-enzima: acetilcolinesterasa (AChE)+
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trazador (AChE Tracer)) por el sitio de union (antisuero de estradiol-anticuerpo de captura) (Figura
17). La reaccion enzimatica que se presenta tiene una coloracién amarillenta que absorbe a 414
nm. La intensidad de color que se obtiene es inversamente proporcional a la cantidad de antigeno,

como se presenta en la siguiente férmula:

1

Absorbancia « [Unién Trazador AChE y estradiol] « TEstradiol]

Y anti-conejo IgG monoclonal de ratén

Las placas estan prerrevestidas 1.Incubar el marcador, antisuero Proteinas bloquantes

con anticuerpo IgG y bloqueado y estandar o muestra. AChE ligada a estradiol (trazador)
con férmula de proteinas

Antisuero especifico para estradiol

Estradiol libre

2.Lavar para eliminar los reactivos 3.Desarrollar el pozo con reactivo

lvae  Ellman

Figura 17. Principio del ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Obtenido y modificado de la
ficha técnica del kit de ELISA estradiol Cayman Chemical.

Brevemente, previo al ensayo, la muestra fue descongelada de manera gradual para ser utilizada
a temperatura ambiente (22-25°C) al igual que los reactivos y la solucién estandar. Para la lectura

se utilizé un lector de Microelisas (Eppendorf) con filtro de 450nm (rango = 0-2 D.O).

Cuantificacion de las concentraciones de los metabolitos

Las concentraciones plasmaticas de glucosa, de triglicéridos y de colesterol se cuantificaron
mediante kits de la marca Valtek para determinaciones por espectrofotometria; se utilizé un

espectrofotdmetro (Marca Velab).
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Concentracion de Glucosa

La determinacion de la concentracién de glucosa se realizé por triplicado para cada muestra a
temperatura ambiente. Se utilizé el kit Bio-Glucosa y la lectura de la absorbancia se realizé a 505
nm. Los datos obtenidos permitieron calcular la concentracion de glucosa en suero a partir del

calculo del siguiente factor y de la siguiente férmula:

Concentracion del calibrador

Factor =
actor Absorbancia promedio del calibrador

m
Glucosa ( ) ) Factor x Absorbancia promedio de la muestra

dL

Concentracion de Triglicéridos

Para determinar la concentracién de triglicéridos la prueba se realizd por triplicado para cada
muestra. Se utilizé el kit para la determinacion fotométrica de triglicéridos en plasma, el cual fue
conservado a 2-8°C sin exposicién a la luz antes de ser utilizados. La reaccion se realizé a

temperatura ambiente para la lectura de la absorbancia a 510 nm.

Para obtener la concentracion de triglicéridos, se calculé el factor y luego la concentraciéon mediante

las siguientes formulas:

Concentracién del calibrador

Factor =
actor Absorbancia promedio de calibrador

m
Triglicéridos (d—f) = Factor x Absorbancia promedio de la muestra
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Concentracion de Colesterol

Para calcular la concentracion de colesterol también se realizd el ensayo por triplicado para cada
muestra. Se utilizo el kit Colesterol Total que fue conservado a 2-8°C sin exposicion a la luz antes
de ser utilizado. La lectura de la absorbancia de la reaccion se realizé a 505 nm. Para obtener la

concentracion de colesterol total, se calculd el factor:

Concentracion del calibrador

Factor =
actor Absorbancia promedio del calibrador

Con ello, se calculd la concentracion de Colesterol Total:

m
Colesterol Total ( d_Lg ) = Factor x Absrobancia promedio de la muestra

Método de Golgi-Cox

Diseccién de cerebro y toma de tejido adiposo abdominal

Cuando los animales se encontraban bajo anestesia profunda y después de colectar la sangre,
inmediatamente se llevd a cabo una perfusion intracardiaca con solucién salina al 0.9% para
eliminar el excedente de sangre de los érganos. Se procedid a extraer toda la grasa de la cavidad
abdominal, se mantuvo en frio para mantener su integridad e inmediatamente se pesé en una
balanza analitica (VELAB VE-300). Acto seguido se realizé una craneotomia y se extrajo de la
cavidad craneal el cerebro, el cual fue almacenado en solucién de Golgi-Cox por 14 dias en
completa obscuridad. Una vez cumplido el tiempo de 14 dias en completa obscuridad, la solucion

fue reemplazada por sacarosa al 30% por 3 dias.

Revelado de la tincion de Golgi-Cox

Posteriormente, se obtuvieron cortes histolégicos coronales al nivel de los nucleos hipotalamicos
ARC, AVPV y POA, y cortes histolégicos al nivel del NTS de 200 um con la ayuda de un vibratomo
semiautomatico (Leica VT 1000S). Los cortes fueron montados en laminillas gelatinizadas e
incubados en una camara humeda por toda una noche para después llevar a cabo el revelado de
la tincién con hidréxido de amonio y fijador rapido de Kodak, finalmente los cortes se deshidrataron

con soluciones de concentraciones ascendentes de alcohol (50, 75, 90 y 100%) y finalmente el
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aclaramiento con xilol, como se describe en la Figura 18. Se realizé el montaje con resina sintética

Entellan, para su posterior observacion a través de microscopia de campo claro.

NN AN
1

. g

* e
1 2 3 . 4
o s s = R e = P s =
H20 destilada Heréoido de aminio H20 destilada Fijadar
x 1 min x 20 min x 1 min x 30 min
b, — =
5 6 7 8
N e
H20 destilada -OK 50% -0H 70% -0H 50%
x1 min x1min x 1 min x1min
—— —ﬂ
9 10 11 12
-0H 95% -0H100% -0H 100% Xilel puro

x1min x 15 min
x5 min x5 min

Figura 18. Proceso de revelado de la tincién de Golgi-Cox. El rack con las laminillas se sumerge en cada
solucion de acuerdo con el tiempo establecido. Todo el proceso se llevé a cabo en un cuarto obscuro
iluminado con luz roja. Creado en BioRender.com

Identificacidn de los nucleos ARC, AVPV, POAy NTS: coordenadas estereoldgicas

Se analiz6 la morfologia neuronal de los nucleos ARC en cortes histologicos respecto de Bregma
de -2.12 a-4.16 mm (Figura 19), del periventricular anteroventral (AVPV) y del area predptica (POA)
en cortes respecto de Bregma -0.26 a -0.80 mm (Figura 20), asi como del nucleo del tracto solitario

(NTS), en cortes respecto de Bregma -13.68 a -14.60 mm (Figura 21).
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Figure 30

Interaural 5.86 mm Bregma -3.14 mm

Figura 19. Dibujo del corte coronal al nivel del ndcleo arcuato (Acr, flecha verde) respecto a Bregma -3.14

mm (Tomada de Paxinos & Watson 1998).

Figure 18

Interaural 8.74 mm Bregma -0.26 mm

Figura 20. Corte coronal con la localizacién del area predptica medial (MPA, flecha negra) y del nucleo
periventricular anteroventral (AVPe, flecha roja) respecto a Bregma -0.26 mm (Tomado y modificado de

Paxinos & Watson 1998).
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— ] Figure 72

Interaural :4.68 mm Bregma -13.68 mm

Figura 21. Dibujo del corte coronal de la localizacion del nucleo del tracto solitario, circulo rojo (region sol-A2,
flecha roja) respecto a Bregma -13.68 (Tomada y modificada de Paxinos & Watson 1998).

Analisis de Sholl

De acuerdo con las coordenadas mencionadas para cada nucleo se observaron a las neuronas con
una amplificacion de 400x (con el método descrito anteriormente) y mediante el uso de una camara
lucida (camara de dibujo) acoplada a un microscopio (LEICA DM 1000 LED) se hicieron

reconstrucciones bidimensionales de ellas en papel.

Cada neurona fue seleccionada si cumplié con los siguientes criterios: 1) neurona aislada y
definida; 2) sin dendritas rotas; 3) tincién consistente y oscura. Se dibujaron 20 neuronas de cada
nucleo por cerebro (diez neuronas del hemisferio izquierdo y diez del hemisferio derecho para
analizar lateralizacion a nivel del SNC). Sobre cada dibujo, se calcul6 el numero de intersecciones
dendriticas de acuerdo con el analisis de Sholl (Figura 22); este analisis consiste en colocar una
lamina de circulos concéntricos equidistantes que representan la medida de 10 ym para cuantificar
el numero de intersecciones dendriticas por circulo concéntrico, y con ello determinar la

arborizacion y la longitud dendritica total (Kolb et al., 1998).
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Figura 22. Representacion esquematica del analisis de Sholl. A. Dibujo de la neurona seleccionada, con
ayuda de la camara lucida. B. Lamina de circulos concéntricos equidistantes sobre el dibujo de la neurona,
cada circulo representa 10 um para cuantificar el nUmero de intersecciones dendriticas. Escala de barra: 100
pum. Obtenido y modificado de Binley et al., 2014.

Analisis estadistico

Para este trabajo, se consideré como variable independiente la cepa de las ratas y el fenotipo
delgado y obeso. Las variables dependientes que se sometieron a un analisis estadistico fueron el
peso corporal, la talla, el indice de Lee, la circunferencia abdominal, el porcentaje de grasa
abdominal, la concentracion de colesterol, de triglicéridos y de glucosa (ng/ml), nimero de
intersecciones dendriticas y longitud dendritica total. Todos los datos obtenidos fueron sometidos
a un analisis exploratorio (datos descriptivos: promedio, mediana, desviacion estandar, error
estandar, minimo y maximo) seguido de una prueba de normalidad para determinar el tipo de
analisis estadistico que se realizaria. De acuerdo con estos resultados, para los parametros
zoomeétricos, el perfil metabdlico y la concentracion plasmatica de la hormona E2 se utilizé una
prueba de analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de una prueba de comparaciones
multiples de Tukey, mientras que para los datos de arborizacion y longitud dendritica total se utilizd
ANOVA de dos vias. En todos los casos se consider6 como diferencias estadisticamente
significativas cuando la P fue < 0.05. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa Graph

Pad Prism version 8.
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Resultados

Ciclo estral

En cuanto a la identificacion de la morfologia epitelial vaginal de las ratas LE se observa de manera
clara, la presencia de células nucleadas durante la etapa del proestro (Figura 23A), una abundante
cantidad de células cornificadas durante la etapa de estro (Figura 23B), presencia de leucocitos y
células anucleadas en el metaestro (Figura 23C) y leucocitos principalmente durante la etapa de
diestro (Figura 23D).

v RF ~

— 50 um

Figura 23. Etapas del ciclo estral por frotis vaginal en ratas LE. A: Proestro. B: Estro. C: Metaestro. D: Diestro.

En relacion con las ratas LZDF, la morfologia de las células epiteliales del frotis vaginal mostro
evidencia de células nucleadas en la etapa de proestro (Figura 24A), y una clara presencia de
células cornificadas en la etapa de estro (Figura 24B). En la etapa de metaestro se observo la
presencia de leucocitos (Figura 24C) y una gran cantidad de leucocitos durante la etapa de diestro
(Figura 24D). Mientras que, en las ratas OZDF, se observaron células nucleadas uniformes en la
etapa de proestro (Figura 25A), la presencia de células cornificadas caracteristica de la etapa de
estro (Figura 25B), pocos leucocitos en la etapa de metaestro (Figura 25C), y una cantidad

abundante de leucocitos que es caracteristica de la etapa de diestro (Figura 25D).
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Figura 24. Etapas del ciclo estral por frotis vaginal en ratas LZDF. A: Proestro. B: Estro. C: Metaestro. D:

Diestro. Amplificacion 100x.
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Figura 25. Etapas del ciclo estral por frotis vaginal en ratas OZDF. A: Proestro. B: Estro. C: Metaestro. D:

Diestro. Amplificacion 100x.

Por otro lado, al evaluar el ciclo estral de las hembras se observé que, tanto las ratas control, como

las ratas LZDF y las ratas OZDF presentaron la etapa de estro con una duracion de 24 horas
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aproximadamente (Tabla 2) y que las ratas LE, quiénes presentaron un patron regular del ciclo
estral, mostraron una duracién de 55 horas aproximadamente de la etapa de diestro (Figura 26).
Mientras que, las ratas LZDF mostraron periodos no ciclicos (irregulares); en el 50% de las hembras
la duracion de la etapa de diestro (en algunos individuos alcanzé 3 dias consecutivos) se prolongo
sin evidencia clara de la etapa de metaestro (Anexo |). Por otro lado, el 60% de los animales del
grupo OZDF present6 todas las etapas del ciclo estral (Tabla 2), sin embargo, la etapa de diestro
tuvo mayor prevalencia en este grupo. Cabe mencionar que, en ocasiones no se registro la
expresion de la etapa de proestro en todos los animales del estudio (Figura 27). Para el registro de
permanencia en cada una de las etapas del ciclo estral, los datos respecto de las etapas de

metaestro y de diestro se conjuntd y se toméd como diestro.

Tabla 2. Registro del ciclo estral (%) de ratas LE, LZDF y OZDF

CICLO ESTRAL LE LZDF OZDF

% CICLICO (4-5 DIAS) 100% 50% 60%

% NO CiCLICO 0 50% 40%

No ciclico: ciclo con duracion de mas de 8 dias, con etapas prolongadas de diestro y estro, como estro
permanente y efecto de pseudogestacion.

LE LZDF OZDF

PROESTRO
ESTRO
DIESTRO

£3 PROESTRO
e ESTRO
mm DIESTRO

3 PROESTRO
= ESTRO
= DIESTRO

18.98% 16.65%

/20.40%
50.32%

30.69%

Figura 26. Permanencia de cada una de las etapas del ciclo estral para cada uno de los grupos
experimentales a lo largo de tres ciclos consecutivos, equivalente a 12-15 dias de observacion.
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LE 1 CICLO LZDF 1 CICLO OZDF 1 CICLO
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Figura 27. Seguimiento del ciclo estral en ratas LE, LZDF y OZDF. Graficas representativas para cada grupo
experimental.

Concentracion de estradiol

La concentracion sérica de estradiol del grupo control, del grupo LZDF y de las ratas OZDF fue
similar, no se presentaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 28; F (2, 21)= 2.814, P=
0.0826).
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Figura 28. Concentracion sérica de la hormona estradiol en ratas LE, LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se
presentan la media £+ SEM (n=8 por grupo experimental). Sin diferencias significativas entre los grupos.
ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey.

Caracterizacion del fenotipo obeso

Se mostr6 que existe una visible diferencia morfolégica entre cada uno de los grupos
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experimentales (Figura 29), ya que las ratas LZDF son mas delgadas y pequefias y las ratas OZDF

expresan una apariencia mas robusta respecto del grupo control.

Figura 29. Rata A: Long Evans (LE), B: Lean Zucker diabetic fatty (LZDF), C: Obese diabetic fatty (OZDF).

Peso corporal

Existe una diferencia significativa entre los grupos en cuanto al peso corporal (Figura 30). Las ratas
OZDF presentan un mayor peso corporal, alcanzando un peso promedio de 385 £ 7.8 g, respecto
al grupo control (278 + 3.1 g) y el grupo LZDF (219 + 4.3) (F (2, 33y = 23, P <0.0001). EI menor peso
corporal de las ratas LZDF es significativamente diferente del grupo control y del grupo OZDF (F ,
33) = 23, P <0.0001).
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Figura 30. Peso corporal de ratas LE, LZDF y OZDF a los 120 dias de edad. Se muestra la media + SEM con
una n=12, *** P <0.0001 LE vs LZDF, LE vs OZDF; ## p <0.0001 LZDF vs OZDF. ANOVA de una via con
prueba post hoc de Tukey.

indice de Lee

De acuerdo con el indice de Lee, el analisis estadistico mostré que las ratas OZDF presentaron un
indice superior a 0.310 que determina un fenotipo obeso en comparacion con la rata delgada LZDF
y las ratas del grupo control LE (F (2,33 = 72.0, P <0.0001, n=12). No se observaron diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo LZDF (Figura 31).
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Figura 31. indice de Lee. Se observa que las ratas OZDF muestran un indice significativamente mayor
respecto de las ratas LE y las ratas LZDF. Se muestra la media + SEM con una n=12, **** P <0.0001 para
OZDF vs LE y ## P <0.0001 OZDF vs LZDF. ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey.

Grasa abdominal y circunferencia abdominal

Los resultados de la medicion de circunferencia abdominal (cm) mostraron un aumento significativo
en el grupo OZDF (Figura 32A; F (2,33 = 121.5, P<0.0001) en comparacion con la cepa delgada
LZDF y el grupo control LE. Mientras que el analisis estadistico para el peso de la grasa abdominal
(9), la rata OZDF presenté un incremento superior respecto del grupo LZDF y del grupo control
(Figura 32B; F (2,9) = 389.2, P<0.0001).
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Figura 32. Circunferencia y grasa abdominal de ratas LE, LZDF y OZDF. Se muestra la media + SEM con
una n=12 para circunferencia abdominal (A) y una n=4 para grasa abdominal (B), **** P <0.0001 para OZDF
vs LE y #¥# P <0.0001 OZDF vs LZDF. ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey.

Concentracion de metabolitos: glucosa, triglicéridos y colesterol

Las concentraciones de glucosa fueron significativamente mayores en el grupo OZDF en
comparacion con el grupo LE (F 233y = 4.93, P= 0.0101); cuando se compara a las ratas LZDF y
OZDF, no se observaron diferencias, tampoco las ratas LZDF difieren en las concentraciones
plasmaticas de glucosa respecto de las ratas LE (Figura 33A). Por otro lado, los resultados respecto
de las concentraciones plasmaticas de triglicéridos (Figura 33B; F (2, 33) = 39.56, P <0.0001) y de
colesterol (Figura 33C; F (2, 33y = 19.36, P <0.0001) muestran que el grupo obeso presenta una
mayor concentracion de dichas moléculas, en comparacion con el grupo control y con el grupo
LZDF. Mientras que, en el grupo LZDF los niveles plasmaticos de triglicéridos y de colesterol no
difieren del grupo control, pero si se observa una diferencia significativa respecto del grupo OZDF
(Figura 33C; F 2,33y = 19.36, P <0.0001).
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Figura 33. Concentracion plasmatica de (A) glucosa, de (B) triglicéridos y de (C) colesterol en ratas hembra
LE, LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se presenta la media + SEM con una n=12 por grupo experimental.
Para la concentracion de glucosa se muestra una diferencia estadisticamente significativa, * P = 0.0101 para
OZDF vs LE. En el caso de la concentracion de triglicéridos y de colesterol, **** P <0.0001 para OZDF vs LE
y ## P <0.0001 OZDF vs LZDF, sin diferencias entre el grupo control y el grupo LZDF; ANOVA de una via
con prueba post hoc de Tukey.

Arborizacion dendritica del Nucleo del Tracto solitario

En la figura 34 se muestran microfotografias de neuronas representativas del NTS que fueron
analizadas en cuanto a su arborizacion dendritica. Se pueden observar neuronas bipolares
ovaladas y en forma de huso con prolongaciones largas y sencillas. De acuerdo con el analisis
estadistico, las ratas obesas presentaron una retraccién dendritica en comparacion con el grupo
control y el grupo de ratas con fenotipo delgado. Sin embargo, no se observaron diferencias en
dicha variable entre las neuronas del hemisferio derecho y del hemisferio izquierdo (Figura 35;
Cepa: F 2,42y = 5.464, P=0.0083; Hemisferio: F (1, 42y = 0.03050, P=0.0078; Interaccion: F (2, 42 =
0.01294, P=0.9871). Las comparaciones post hoc (Tukey) indicaron que las ratas con fenotipo
obeso (OZDF) presentaron una menor longitud dendritica total en comparacion con el grupo control
(P=0.0083) y el grupo LZDF (P=0.0483).

59



‘/ myDevice | 40x

Figura 34. Neuronas del nucleo del tracto solitario. Microfotografias representativas de neuronas del nucleo
del tracto solitario de ratas (A) LE, (B) LZDF y (C) OZDF, tratadas con la tincion de Golgi-Cox. Barra de escala
50 ym.

600
€ =3 LE
2 T T
s # # Ea LZDF
) 400 *% i = OZDF
S
5
=
2
S 200-
2
D
c
o
-

0
HD HI

Figura 35. Longitud dendritica total de las neuronas del nucleo del tracto solitario de ratas LE, LZDF y OZDF
de 120 dias de edad. Se presentan la media £ SEM con una n=12 por grupo experimental. ** P = 0.007 vs
LE y #P = 0.04 vs LZDF. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. D: NTS derecho; I: NTS
izquierdo.

Existen diferencias estadisticamente significativas en el numero de intersecciones dendriticas por
circulo concéntrico, en donde el fenotipo obeso presenta una disminucion en dicha variable en las
neuronas del hemisferio derecho (Figura 36A; Cepa: F (o, 714y = 50.92, P< 0.0001; Circulo
concéntrico: F (33,714) = 160.9, P< 0.0001; Interaccién: F (s, 714) = 1.626, P= 0.0018). De acuerdo con
la prueba post hoc (Tukey), la diferencia significativa fue especificamente al nivel del circulo
concéntrico 5 al 12, respecto del grupo control (P< 0.01); asi como, al nivel del circulo concéntrico
7 en comparacion con el grupo LZDF (P <0.01). Asi mismo, el grupo LZDF presenta una

disminucion en el numero de intersecciones dendriticas al nivel de los circulos concéntricos 8, 9y
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10 en comparacion con el grupo control (P <0.01), sin diferencias con el grupo OZDF.

Las neuronas del hemisferio izquierdo muestran un patrén similar de diferencias significativas
(Figura 36B; Cepa: F (o, 714y = 38.58, P< 0.0001; Circulo concéntrico: F (33, 714) = 138.4, P< 0.0001;
Interaccion: F 6,714y = 1.663, P= 0.0012), para el grupo OZDF, especificamente a partir del circulo
concéntrico 4 al 12 al comparar los datos con las ratas del grupo control (P <0.001) y del grupo
LZDF (P <0.05).
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Figura 36. Numero de intersecciones dendriticas por circulo concéntrico de las neuronas del nucleo del tracto
solitario de ratas LE, LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se presenta la media + SEM con una n=12 por
grupo experimental. (A) hemisferio derecho con diferencia significativa del circulo concéntrico 5 al 12, * P =
0.01 para OZDF vs LE y para el circulo numero 8, # P = 0.0236 OZDF vs LZDF; con diferencias en los circulos
8 al 10 **P <0.01 para LZDF vs LE. (B) hemisferio izquierdo con diferencia significativa del circulo concéntrico
4 al 12, ** P <0.001 para OZDF vs LE y # P < 0.05 OZDF vs LZDF, sin diferencias entre el grupo control y el
grupo LZDF. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. HD: NTS derecho; HI: NTS izquierdo.

Arborizacion dendritica del Nucleo del Periventricular Anteroventral

De acuerdo con los datos obtenidos, no se observaron diferencias en la arborizaciéon dendritica de
las neuronas del nucleo periventricular anteroventral (AVPV) del hipotalamo entre los grupos. En la
figura 37 se muestran fotografias representativas de las neuronas del nucleo AVPV que fueron
analizadas para calcular la arborizacion dendritica, se observan neuronas ovaladas pequefas con
ramificaciones sencillas. El analisis estadistico no mostré una diferencia significativa en la longitud

dendritica total de las neuronas del nucleo AVPV tanto del hemisferio izquierdo como del hemisferio
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derecho entre los grupos experimentales (Figura 38; Cepa: F (2, 665y = 2158, P= 0.8064; Circulo

conceéntrico: F (1, e6)
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Figura 37. Neuronas del nucleo periventricular anteroventral. Microfotografias representativas de neuronas
del nacleo del AVPV de ratas (A) LE, (B) LZDF y (C) OZDF tefidas con la tincion Golgi-Cox. Barra de escala
50 um.
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Figura 38. Longitud dendritica total de las neuronas del Nucleo Periventricular Anteroventral en ratas LE,
LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se presentan la media + SEM con una n=12 por grupo experimental.
Para la longitud dendritica total no se muestra una diferencia estadisticamente significativa entre la
interaccion de las variables para ninguno de los grupos, P = 0.47. Para el caso de laterizacion, sin diferencia
significativa entre las variables. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. HD: AVPV derecho; HI:
AVPV izquierdo.
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El analisis de Sholl mostré una diferencia significativa en el nimero de intersecciones por circulo
concéntrico en el hemisferio derecho entre los grupos experimentales (Figura 39A; Cepa: F (2, 108s)
=10.54, P<0.0001; Circulo concéntrico: F (33, 1088) = 145.8, P<0.0001; Interaccion: F s, 1088y = 0.7627,
P> 0.9999). La prueba post hoc (Tukey) indico que solo existe una disminucién del niamero
intersecciones dendriticas en las neuronas de las ratas del fenotipo obeso (OZDF) al nivel del

circulo concéntrico 7 y 8 respecto del grupo control (P<0.04).

Por otro lado, en el hemisferio izquierdo se observé una diferencia significativa entre el factor cepa
y el circulo concéntrico (Figura 39B; Cepa: F 2, 1088) = 8.139, P= 0.0003; Circulo concéntrico: F (33,
1088) = 158.0, P<0.0001; Interaccion: F s, 1088y = 0.4784, P= 0.9999), con una disminucion en el
numero de intersecciones dendriticas en el circulo concéntrico 6 del fenotipo obeso respecto al
fenotipo delgado (F (2, 1088y = 8.139, P=0.0003), sin diferencia significativa con el grupo control,

respecto a la prueba post hoc (Tuckey).

HD HI

L]
A3V = LZDF
5. A T - OZDF
I

Intersecciones por circulo concéntrico
B
*
*
Intersecciones por circulo concéntrico

5 n
r‘\"-"—“_".“ SR L OO

0 T PN A T 0T T T T T PR A AR AR A T

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Circulo concéntrico Circulo concéntrico

Figura 39. Numero de intersecciones dendriticas por circulo concéntrico de las neuronas del nucleo
periventricular anteroventral de ratas LE, LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se presenta la media + SEM
con una n=12 por grupo experimental. (A) hemisferio derecho con diferencia significativa al nivel del circulo
conceéntrico 7 y 8, *P < 0.05 entre ratas OZDF y LE. (B) hemisferio izquierdo con diferencia significativa al
nivel del circulo concéntrico 6, # P <0.05 entre ratas OZDF y LZDF, sin diferencias entre el grupo control y el
grupo LZDF. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. HD: AVPV derecho; HI: AVPV izquierdo.

Arborizacién dendritica del Area Predptica

No existe una diferencia significativa en la arborizacién dendritica del area predptica hipotalamica

entre los grupos. En la figura 40 se muestran fotografias representativas de las neuronas del POA
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de cada grupo experimental, se observan neuronas ovaladas medianas, bipolares y con
ramificaciones largas. Respecto a la longitud dendritica total, el analisis estadistico no mostré una
diferencia significativa entre los grupos experimentales, ni entre los hemisferios derecho e izquierdo
(Figura 41; Cepa: F 2,66y = 0.4146, P= 0.6623; Circulo concéntrico: F (1,65 = 2817, P= 0.5953;
Interaccion: F 2 65y = 1.089, P= 0.3426). Por otro lado, el analisis estadistico del numero de
intersecciones dendriticas por circulo concéntrico tampoco se encontraron diferencias significativas
entre los grupos experimentales en el hemisferio derecho (Figura 42A; Cepa: F 2, 122y = 1.793, P=
0.1570; Circulo concéntrico: F (33,1220 =217.9, P<0.0001; Interaccion: F ¢, 1122) = 0.8694, P=0.7617),
ni en el hemisferio izquierdo (Figura 42B; Cepa: F (2, 1122) = 0.5754, P= 0.5626; Circulo concéntrico:
F 33, 1122) = 195.5, P< 0.0001; Interaccién: F ¢ 1122) = 0.6885, P= 0.9725).
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Figura 40. Neuronas del area preodptica medial. Microfotografias representativas de neuronas del nucleo del
POA de ratas (A) LE, (B) LZDF y (C) OZDF tedidas con la tincién de Golgi-Cox. Barra de escala 50 um.
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Figura 41. Longitud dendritica total de las neuronas del area predptica en ratas LE, LZDF y OZDF de 120
dias de edad. Se presenta la media £+ SEM con una n=12 por grupo experimental. No se muestra una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey.
HD: POA derecho; HI: POA izquierdo.
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Figura 42. Namero de intersecciones dendriticas por circulo concéntrico de las neuronas del area preoptica
de ratas LE, LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se presenta la media + SEM con una n=12 por grupo
experimental. (A) hemisferio derecho. (B) hemisferio izquierdo. No se observan diferencias significativas entre
los grupos. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. HD: POA derecho; HI: POA izquierdo.

Arborizacion dendritica de Nucleo Arcuato

En la figura 43 se muestran fotografias representativas del nucleo ARC de todos los grupos
experimentales; se observan neuronas con soma pequefio y redondo, multipolares con
ramificaciones sencillas. Respecto de la longitud dendritica total, el analisis estadistico no arrojo
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una diferencia significativa en el hemisferio derecho ni en el hemisferio izquierdo para ninguno de

los grupos experimentales (Figura 44; Cepa: F (2,65) = 3.181, P= 0.480; Circulo concéntrico: F (1, 66)

=0.2479, P=0.6202; Interaccion: F (2,66) = 0.9075, P= 0.9134).

myDevice | 40x

Figura 43. Neuronas del nucleo arcuato. Microfotografias representativas de neuronas del nucleo del ARC
de ratas (A) LE, (B) LZDF y (C) OZDF tefiidas con la tincion Golgi-Cox. Barra de escala 50 ym.

400
B
=
T 3004
]
L
©
L2
E 200+
c
@
-
3
= 100
o
c
o
|
0

HD

ARC

HI

0 LE
= LZDF

= OZDF

Figura 44. Longitud dendritica total de las neuronas del nucleo arcuato en ratas LE, LZDF y OZDF de 120
dias de edad. Se presenta la media £+ SEM con una n=12 por grupo experimental. Para la longitud dendritica
total no se muestra una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Para el caso de laterizacion,
no hay diferencia significativa entre las variables. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. HD:

ARC N derecho; HI: ARCA izquierdo.
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Por otra parte, se observé una diferencia significativa en el numero de intersecciones dendriticas
por orden de ramificacion en el hemisferio derecho (Figura 45A; Cepa: F (2, 1122) = 14.58, P< 0.0001;
Circulo concéntrico: F 33,1122y = 172.3, P< 0.0001; Interaccion: F (s, 1122) = 1.044, P= 0.3835), donde
el analisis post hoc (Tukey), muestra que el fenotipo obeso presenté una disminucién en el nimero
de intersecciones del circulo concéntrico 3, 5 y 6, respecto del grupo control (P< 0.05); y que el
fenotipo delgado tiene una disminucion a nivel del circulo concéntrico 2-6 en comparacién con el
grupo control (P<0.01).

Asi mismo, en el hemisferio izquierdo, el ANOVA de dos vias mostré que existe diferencia
significativa en el factor cepa y en el circulo concéntrico (Figura 45B; Cepa: F (2, 1122) = 26.79, P<
0.0001; Circulo concéntrico: F (33, 1122y = 170.3, P< 0.0001; Interaccion: F (s, 1122) = 0.9982, P=
0.4828), y de acuerdo con el analisis post hoc (Tukey), el fenotipo obeso presenté una menor
numero de intersecciones dendriticas en el circulo concéntrico 3-13 respecto al grupo control (P<
0.04), mientras que, el fenotipo delgado mostré una disminucion en el numero de intersecciones

dendriticas del circulo concéntrico 3 y 7 en comparacion con el grupo control (P< 0.01).
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Figura 45. Numero de intersecciones dendriticas por circulo concéntrico de las neuronas del nucleo arcuato
de ratas LE, LZDF y OZDF de 120 dias de edad. Se presenta la media £+ SEM con una n=12 por grupo
experimental. (A) hemisferio derecho con diferencia significativa del circulo concéntrico 3,5y 6, * P < 0.05
para OZDF vs LE y en el circulo concéntrico 2-6, ** P <0.01para LZDF vs LE. (B) hemisferio izquierdo con
diferencia significativa del circulo concéntrico 3-11, *P < 0.05 para OZDF vs LE y del circulo concéntrico 3 y
7 + P <0.05 para LZDF vs LE. ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey. HD: ARC derecho; ARC
izquierdo.
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Discusion

Los resultados del presente trabajo confirman nuestra hipétesis de que las ratas obesas muestran
una menor arborizacion dendritica de neuronas del NTS y del ARC, pero no en las areas AVPV y
POA. Ademas, el ciclo estral es irregular en las ratas obesas en comparacion con los otros grupos.
Igualmente, los datos del fenotipo OZDF estan acorde al modelo animal, mostraron un mayor peso
corporal y de circunferencia abdominal, y los parametros metabdlicos como glucosa, triglicéridos e

indice Lee fueron mas altos que los demas grupos. Sin embargo, también se mostré que las ratas

LZDF presentaron irregularidades en su ciclo estral, asi como una disminucion en su peso corporal.

El ciclo estral promedio en la rata tiene una duracién de 4-5 dias, lo cual fue observado en las ratas
control LE, estos datos concuerdan con lo previamente reportado por otros autores (Long &
Evans,1992; Matochik et al.,1992; Pentkowski et al., 2018). Contrario a esto, las ratas Zucker, tanto
LZDF como OZDF, mostraron alteraciones en la duracion de las diferentes fases del ciclo estral.
Sin embargo, estos resultados difieren de lo reportado por Whitaker & Robinson (1989) y Honnma
et al., (2010), quienes observaron ciclos estrales regulares en ratas Zucker delgadas de 4-6 meses
de edad. Al respecto, es probable que, la disminucion en la grasa corporal de las ratas LZDF
registrado en el presente estudio, influya en los cambios en la regularidad del ciclo estral, ya que,
en humanos se ha demostrado que las mujeres que presentan poca grasa corporal tienen
anomalias al nivel del ciclo menstrual (Mumford et al., 2016; Mazza et al., 2024). En el caso de las
ratas OZDF, la ciclicidad irregular se presenta en mas del 50% de los organismos evaluados y es
semejante a lo reportado por Marin-Bivens & Olster (1997), Keen-Rhinehart et al., (2004) y Kajihara
et al., (2009), quienes observaron ciclos estrales de 7-8 dias en mas del 75% de los individuos
estudiados a partir de las 9 semanas de edad y persistencia de la etapa de diestro. Al respecto, la
edad es un factor determinante en cuanto a la regularidad del ciclo estral, ya que la irregularidad
del ciclo aumenta de un 28% a un 71% entre las 12 y las 16 semanas de vida en las ratas Zucker

obesas (Honnma et al., 2010).

El diestro prolongado puede deberse a posibles cambios en la esteroidogénesis ovarica (Marin-
Bivens & Olster, 1997; Honnma et al., 2010) debido a un estado de pseudogestacion,
anormalidades morfolégicas de los ovarios o problemas en las glandulas adrenales (Khan et al.,
2023). En relacion con esto, Whitaker & Robinson (1989) mostraron que las ratas Zucker obesas
de 6 meses de edad expresan altas concentraciones de progesterona durante el ciclo estral, lo cual

puede relacionarse con quistes luteos persistentes (Taketa 2022; Khan et al., 2023), desequilibrios
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de factores autocrinos y/o paracrinos en el ovario (Rearte et al., 2003), y/o en la retroalimentacion
negativa del eje HHP, y finalmente, una posible alteracion de la secrecion pulsatil de
gonadotropinas. Conductualmente, la prolongacion de la etapa de diestro puede representar una
condicion de pseudogestacion y por tanto infertilidad debido a una sinergia de la accién de
prolactina y de progesterona para suprimir el comportamiento reproductivo (van der Schoot & de
Greef, 1976; Sosa et al., 2004).

De manera semejante a lo observado previamente, la rata Zucker obesa, expresa procesos
metabdlicos alterados como la dislipidemia (Chelich & Edmons,1981; Barrios-De-Tomasi et al.,
2013), lo que modifica la disponibilidad de diferentes macromoléculas como la glucosa y los acidos
grasos, utiles para la esteroidogénesis (Gioacchini et al., 2019). Ademas, se relaciona con altos
niveles de adiponectina sérica y resistencia a la insulina que, de manera indirecta, se vincula con
la disminucion en la sintesis de androstenediona inducida por insulina (Lagaly et al., 2008), la
hormona esteroidea intermediaria en la produccion de andrégenos y estrégenos, sintetizada en las
células de la teca del ovario. Esta sintesis también es un proceso que puede ser dependiente de la
edad, debido a una predisposicidon a la disminucion de hormonas esteroideas ovaricas en ratas
maduras (Michalakis & Segars, 2010; Honnma et al., 2010).

De acuerdo con Whitaker et al. (1983) el modelo hembra Zucker (obesa y delgada) de 8 a 16
semanas de edad, presenta concentraciones plasmaticas normales de estradiol durante la etapa
de proestro y estro, lo que se asemeja con los resultados obtenidos en este trabajo. Mientras que,
durante la etapa de diestro, Honnma et al. (2010) reportaron variaciones en la concentracion de

estradiol en ratas Zucker delgadas y obesas.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que la rata Zucker delgada presentan una complexién
significativamente menor y un peso corporal reducido respecto del grupo OZDF y del grupo control.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Cleary & Phillips (1999) quienes senalaron que tanto
el periodo de lactancia como la alimentacion posterior al destete, influyen de manera determinante
en el desarrollo corporal y en la acumulacién de grasa en este modelo experimental. En relacion
con el peso corporal de las ratas Zucker obesas, nuestros resultados son semejantes a lo descrito
previamente (Zucker & Zucker 1963; Bravo-Duran et al., 2021) que relaciona las anormalidades del
tejido adiposo, tales como hipertrofia e hiperplasia adipocitaria (Johnson et al., 1971), que se
relacionan con un incremento superior al 20% del peso corporal en la obesidad (Arika et al., 2019;
Adamowski et al., 2024).

Estudios previos sefalan que parametros antropométricos como la circunferencia abdominal, la
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relacion cintura-cadera y la relacion cintura-altura son estimaciones confiables del contenido de
grasa corporal y predicen el riesgo de enfermedades metabdlicas en humanos (Novelli et al., 2007).
De manera similar, Gerbaix et al. (2010) demostraron que el indice de masa corporal y la
circunferencia abdominal son marcadores eficaces para estimar el grosor de la grasa abdominal y

un estado de obesidad, lo que respalda la validez de nuestros hallazgos.

En el presente estudio, observamos que la circunferencia abdominal y el peso de la grasa
abdominal del modelo OZDF, son superiores en comparacién con los grupos delgados, resultados
que concuerda con lo reportado anteriormente en rata macho (Zucker & Zucker,1963; Jonhson et
al.,1971). Se sugiere que este aumento en dichos parametros se debe a un incremento en el
numero de células adiposas dependiente de la edad (Hirsch & Han,1969; Jonhson et al., 1971) no

obstante, en el caso de la rata hembra Zucker, no se han realizado estudios al respecto.

Por un lado, las ratas LE exhibieron parametros normoglucémicos, resultados que se encuentran
relacionados con lo estandarizado por el Laboratorio Charles River (2012) en ratas hembra LE de
10 semanas de edad (rango de concentracion que oscila de 173 — 322 mg/dl). Ademas, las ratas
Zucker LZDF también presentaron normoglucemia, mientras que para la rata Zucker obesa, Oanna
et al., en 2005, reportaron diferencias fisiologicas en los niveles plasmaticos de adiponectina, de
acidos grasos libres (FFA), de triglicéridos y de insulina en la rata macho Zucker, lo que se relaciona
con nuestros resultados. Las altas concentraciones de glucosa sin ayuno (Yokoi et al., 2013;
Chaudhary & Schreihofer (2018), sugiere cambios en la homeostasis de la glucosa en respuesta al
alimento en el modelo de la rata Zucker obesa. En estas ratas, Guzzardi et al. (2022) observaron
que durante el ayuno se presenta una disrupcion de la homeostasis de la glucosa y una falta de
accion hipoglucemiante de la leptina que se puede relacionar con una alteracion en el proceso de
contraregulacion de glucosa en ayunas y resistencia a la insulina periférica (Bergsten, 2000;
D’souza et al., 2017; Guzzardi et al., 2022).

Por otra parte, Kaplan et al., (1980) y otros autores (Oanna et al., 2005; Guzzardi et al., 2022)
mostraron un incremento en las concentraciones plasmaticas de triglicéridos y de colesterol que
oscila entre el 10 y el 60% en ratas macho Zucker obesas respecto de las ratas Zucker delgadas,
lo cual es semejante a los resultados presentados en este estudio. Al respecto, McNamara (1985)
describié que en la rata Zucker, el incremento de triglicéridos y de colesterol en plasma se relaciona
con una sobreproduccion de lipoproteinas de muy baja densidad por parte del higado (Triscari et
al., 1982; Chabowski et al., 2013; Bruinstroop et al., 2015). Esto también se ha relacionado con lo

reportado para organismos obesos por lesion hipotalamica (Goldman et al., 1981).
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Un dato interesante de resaltar es que, el modelo Zucker delgado presenta concentraciones
plasmaticas de triglicéridos y colesterol bajas, lo que estudios previos han asociado con un
incremento en la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) o de la lipasa sensible a hormonas (HSL),
que favorece la hidrolisis de triglicéridos (Pagano et al., 2014), asi como con una baja concentracion
de insulina, lo que sugiere una disminucion de la lipolisis y de acidos grasos libres (Cleary & Phillips,
1999; Chung et al., 1998).

De acuerdo con nuestros resultados, las ratas obesas expresan una retraccién dendritica que
provoca una disminucion de la longitud dendritica total de las neuronas NTS A2, tanto en el
hemisferio derecho como en el hemisferio izquierdo. Dicha retraccién puede estar relacionada con
la disminucién de la expresion del ARNm del transportador de glucosa tipo 2 (GLUT-2) observada
en estos animales (Bogacka et al., 2004) y por tanto, con cambios en la actividad excitatoria e
inhibitoria que produce la glucosa en estas neuronas (Mizuno y Comura, 1984; Alshamrani et al.,
2020). De esta forma, aumentaria o disminuiria la sefial de noradrenalina (NA) en las proyecciones
dirigidas al hipotalamo. Mizuno & Comura (1984) en un estudio electrofisiolégico in vitro,
describieron que el 28 % de las neuronas del NTS de rata, son sensibles a glucosa y el 11 %
presentan glucorreceptores. Por lo que se sugiere que, una alteracién en la captura y en la senal
de la glucosa, lo que caracteriza a nuestro modelo de estudio, puede influir en las caracteristicas

morfofisiolégicas de las neuronas NTS A2.

Asi mismo, el acortamiento de las dendritas puede deberse a cambios en la actividad
electrofisioldgica de las neuronas NTS A2, modulada por concentraciones circulantes de estradiol
durante el ciclo estral (Spary et al., 2010). No obstante, se desconoce la densidad de receptores a
dicha hormona en el NTS en la rata Zucker obesa a pesar de que, en comparaciéon con la rata
Zucker delgada muestran una baja expresion de Era uterinos, niveles de expresion similares en el
hipotalamo de dicho receptor y diferencias en la expresion de ellos en la corteza cerebral de
organismos de 6 meses de edad (Saiduddin & Zassenhaus, 1979). En conjunto, la retraccion
dendritica observada en el presente estudio apoya la sugerencia de que la rata OZDF expresa una
baja sensibilidad a estrogenos dependiente de los receptores, como ocurre en los modelos de

obesidad inducidos por dieta (Giles, et al., 2010).

Otra posible causa de la retraccion dendritica de las neuronas del NTS, esta en relacion con la baja
o la ausencia en la sefializacion de leptina y el efecto modulador de estrogenos, ya que ambas
hormonas, ejercen una funcion de regulacion sinaptica, a través de la modulacién de la expresion
de receptores como los N- metil-D-aspartato (NMDA; Aicher et al., 1999). De acuerdo con Bouret
(2010), el NTS en el raton adulto, expresa neuronas selectivas a leptina, molécula que evoca un
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incremento en la potenciacién a largo plazo (LTP) tanto en el nervio vago como en el NTS (Neyens
et al., 2020). Ademas, la leptina regula canales iénicos mediante la activacion de la via PI3K, que
modulan la entrada de Ca?* remodelando el citoesqueleto de actina (Gavello et al., 2016). Autores
como Raffaelli et al. (2004), observaron que, en el hipocampo, la leptina es un freno para la
acumulacion excesiva de calcio intracelular mediante la activacion de los canales de potasio BK.
Por lo que, se sugiere que la baja sefalizacién de Lep-LepR induce citotoxicidad por accién de
Ca?*, la consecuente activacion de ROS, el reclutamiento de citocinas y finalmente la poda de

dendritas inactivas o débiles (Popoli et al., 2011; Faust et al., 2021).

Por otra parte, la disminucién en el numero de intersecciones dendriticas de las neuronas de los
nucleos ARC y AVPV sugieren un efecto indirecto de la sefalizacion de leptina debido a que la
poblacion celular de Kiss1 en el AVPV no es inmunoreactiva para LepRb y a que existe una
poblacion limitada del 0-6% de neuronas Kiss1 que son inmunoreactivas a LepRb en el nucleo ARC
(Louis et al., 2011). Ademas, el nucleo ARC de las hembras Zucker obesas muestra una
disminuciéon en la expresidon del ARNm de Kiss?1, Tac3 y Pdyn (Genes que codifican para
kisspeptina, neuroquinina B y prodinorfina respectivamente) y en el numero de neuronas que
expresan dichos péptidos (Nakao et al. 2018) los cuales participan en el mantenimiento de la

complejidad dendritica.

Ademas, este cambio en la arborizacion dendritica de las neuronas del nucleo ARC puede estar
repercutiendo en la expresién de los arboles dendriticos de las neuronas AVPV que expresaron un
bajo numero de intersecciones dendriticas al nivel de los circulos concéntricos 6, 7 y 8, debido a
que se proyecta informacién moduladora entre ambos nucleos que a su vez se regula por las

concentraciones de estradiol (Prashar et al., 2023).

De manera general, durante el ciclo estral de la rata, lo cambios hormonales principalmente de
estradiol, ejercen remodelaciones sinapticas en el hipotalamo. Durante el “feedback” positivo, los
Era incrementan su actividad (Adachi et al., 2007) en respuesta a dicha hormona. Kurunczi et al.
(2009) mostraron que el tratamiento con estradiol en ratas hembra Sprague-Dawley adultas OVX,
aumentan las sinapsis axosomaticas GABAérgicas (inhibitorias) de manera selectiva para las
neuronas que expresan el Erp en el nucleo AVPV, permitiendo asi la oleada de GnRH normal. Estos
resultados podrian sugerir que la regiéon AVPV exhibe una funcionalidad normal de los Era en
nuestro modelo de estudio, como lo menciona Saiduddin & Zassenhaus (1979). Mientras que, en
el nucleo ARC las hembras presentan una mayor remodelacion a los cambios fasicos que se
vinculan con las variaciones de las concentraciones de las hormonas gonadales (Olmos et al.,

1989). Con relacion a esto, Parducz et al. (2003) observaron que después del pico de estradiol,
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durante la manana del estro, el numero de sinapsis axosomaticas disminuye, pero Unicamente en
la subpoblacion que proyecta a la eminencia media. Ademas, se ha observado que en la etapa de
estro, momento en el cual las concentraciones de estradiol disminuyen de manera importante, hay
retraccién dendritica y de espinas dendriticas en regiones como el hipocampo (Woolley et al.,
1990), por tanto, la remodelacion sinaptica observada en nuestro estudio puede estar determinada

también, por la baja presencia de estrogenos caracteristica de la etapa de estro.

Algunos autores, como Todd et al. (2003), describieron que en la rata hembra Zucker obesa, no se
ve afectada por la oleada de LH (feedback positivo), permitiendo la generacién de un pico
preovulatorio. Sin embargo, las secreciones pulsatiles de LH (feedback negativo) se presentan de
manera anormal, afectando asi la etapa folicular del ciclo estral de la rata (Honnma et al., 2010;
Puga y Colmenares et al., 2021). Por tanto, se requiere de una 6ptima senalizacién de leptina para
la generacion de estos pulsos; en conjunto con los datos presentados en este estudio se sugiere

que las afectaciones reproductivas de la rata OZDF no son de origen hipotalamico.
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Conclusion

Los resultados del presente estudio evidencian que las ratas hembra del grupo OZDF presentan
alteraciones reproductivas y metabdlicas significativas, incluyendo una mayor prevalencia de la
fase de diestro, irregularidades en el ciclo estral, hiperglicemia, dislipidemias y obesidad. A nivel
neuroanatémico, se observaron modificaciones morfolégicas en las neuronas A2 del nucleo del
tracto solitario (NTS), caracterizadas por una arborizacién reducida y dendritas mas cortas.
Ademas, se identificd una disminucion en la complejidad dendritica en neuronas del nucleo ARC.
En contraste, las neuronas de los nucleos AVPV, ARC y POA no mostraron alteraciones en la
longitud dendritica total. Estos hallazgos sugieren una posible asociacion entre la obesidad y la
disfuncién reproductiva, mediada por cambios no estructurales en nucleos hipotalamicos vy
estructurales del tallo cerebral involucrados en la regulacion neuroendocrina de la reproduccion.
En conjunto, estos resultados aportan informacién para comprender los mecanismos
neuroendocrinos mediante los cuales la obesidad afecta la funcion reproductiva femenina, y abren
la posibilidad de futuras investigaciones orientadas al desarrollo de estrategias terapéuticas o

preventivas que reduzcan dichos efectos.
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Limitaciones y perspectivas

Entre las principales limitaciones del estudio se encuentra la ausencia de la determinacién del
genotipo del modelo experimental por parte del laboratorio, aspecto que, segun reportes resulta
relevante para la extrapolacién de los resultados relacionados con la alteracion de la via de
sefalizacién de la leptina. Ademas, el analisis solo se centré exclusivamente en la etapa de estro,
por lo que, para establecer una asociacion integral entre obesidad y disfuncién reproductiva seria
necesario incluir las demas fases del ciclo estral. Adicionalmente, el estudio morfolégico se
restringié al analisis de la arborizacién dendritica mediante la tincién de Golgi-Cox, sin incorporar
aproximaciones funcionales que permitieran establecer una relacion directa entre las alteraciones
estructurales y la actividad neuronal.

En este contexto, futuras investigaciones deberian considerar el empleo de técnicas
complementarias, como inmunohistoquimica, mapeo retrogrado o registros electrofisiolégicos, que
permitan correlacionar las modificaciones morfoldégicas con la funcién neuronal. Asimismo, la
exploracién de la interaccion leptina-estrégenos a nivel hipotalamico y del tronco encefalico en el
modelo de la rata Zucker podria aportar informacion clave sobre los mecanismos neuroendocrinos
que vinculan la obesidad con la disminucion de la fertilidad. En conjunto, estos planteamientos
abren nuevas perspectivas para comprender con mayor precision la relacion entre la disrupcion de
la homeostasis metabdlica y los procesos reproductivos, y contribuyen a delinear futuras

estrategias experimentales orientadas a atenuar los efectos neuroendocrinos de la obesidad.
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Anexo | Ciclo estral

Resultados del seguimiento por 10-15 dias del ciclo estral de 12 ratas de la cepa Long Evans.

Donde 0= Proestro; 1= Estro; 2= Metaestro; 3= Diestro.
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Resultados del seguimiento por 10-15 dias del ciclo estral de 12 ratas de la cepa LZDF. Donde 0=

Proestro; 1= Estro; 2= Metaestro; 3= Diestro.
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Resultados del seguimiento por 10-15 dias del ciclo estral de 12 ratas de la cepa OZDF. Donde 0=

Proestro; 1= Estro; 2= Metaestro; 3= Diestro.
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Anexo |l Etapas del ciclo estral

En las ratas, se encuentra constituido por cuatro etapas con una duracion total de 4-5 dias

dependiendo de las horas luz y consta de 4 etapas:

Proestro: Con una duracion de 14 horas; se observa la predominancia de células nucleadas con
una apariencia uniforme. Durante esta etapa se presenta un incremento en las concentraciones
plasmaticas de estradiol de manera gradual hasta alcanzar 40-50 pg/ml (entre las 4-5 de la tarde), y
un pico preovulatorio de LH de 35-40 ng/ml (Smith et al., 1975; McLean et al., 2012).

Estro: Dura de 24 a 27 horas; se observan células anucleadas queratinizadas y aisladas. En esta
etapa se presentan niveles basales de estradiol de 7 pg/ml, de progesterona (P4) de 5-10 ng/ml y
de la hormona luteinizante (LH) de 0.5 ng/ml. Sin embargo, la hormona foliculo estimulante (FSH)
alcanza un segundo pico, por lo que la ovulacion se presenta 12 horas después del pico de LH en
la tarde del proestro (1-8 am) en espera de la fertilizacion. Si ocurre, se incrementan los niveles de
P4 a 25-30 ng/ml (Smith et al., 1975; McLean et al., 2012).

Metaestro: También llamado Diestro 1. Su duracion es de 6 a 8 horas; se observan células

anucleadas queratinizadas y también leucocitos. Esta fase es de transicion entre el estro y diestro.

Diestro: También llamado Diestro 2. Con una duracion de 55-72 horas; principalmente se observan
leucocitos con células anucleadas queratinizadas aisladas, posteriormente se observan pocas
células nucleadas y aisladas y escaso mucus. Durante esta etapa se presentan niveles basales de
las concentraciones plasmaticas de estradiol (7 pg/ml), de LH (0.5 ng/ml), de FSH (50-100 ng/ml),
y de P4 (5-10 ng/ml) (Smith et al., 1975; McLean et al., 2012).
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Anexo Il Método Golgi Cox

Para analizar la arborizacion dendritica de las neuronas de los nucleos hipotalamicos (ARC, AVPV
y POA) y el NTS, se utilizé el método de Golgi-Cox. Este método permite rastrear la trayectoria y
conexiones neuronales, mediante una estrategia de “reaccion negra” (denominada asi por Golgi en
1873 (Bentivoglio et al., 2019)); la cual esta determinada por la formacion de depdsitos opacos
intracelulares de cromato argéntico en el citoplasma celular (Zaqout & Kaindl, 2016),
proporcionando una vista panoramica de los cuerpos celulares (neuronales) sobre un fondo
amarillo/transparente.
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