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Resumen

Alrededor de la pubertad, la corteza prefrontal y la amigdala presentan eventos de plasticidad
neuronal que incluyen la remodelacion de los arboles dendriticos y de las espinas dendriticas;
estableciendo los circuitos neuronales funcionales con los que el organismo contard a lo largo
de su vida adulta. El objetivo del presente trabajo fue analizar la morfologia de las neuronas de
corteza media prefrontal y de la amigdala basolateral durante el periodo critico de
neurodesarrollo peripuberal de ratas Zucker fa/fa hembras y machos. Se utilizaron ratas
prepuberes: 12 Long Evans y 12 Zucker fa/fa, y ratas postpuberes: 12 Long Evansy 12 Zucker
fa/fa. Se obtuvieron las medidas zoométricas y las concentraciones séricas de glucosa,
colesterol total, triglicéridos, corticosterona, estradiol y testosterona. Los cerebros de las ratas
fueron tratados de acuerdo con el método de Golgi-Cox y se evalu6 la morfologia dendritica,
mediante el andlisis de Sholl para determinar arborizacion y longitud dendritica total (LDT), y en
segmentos dendriticos de al menos 10 pum de longitud, se calculo la densidad de espinas
dendriticas (DED).

Los resultados indican un aumento en las medidas zoométricas en las ratas Zucker fa/fa,
confirmando su estado de obesidad. Se observaron concentraciones séricas elevadas de
glucosa, colesterol total y triglicéridos, o que apoya previas observaciones. En cuanto a las
concentraciones hormonales, las ratas hembra Zucker fa/fa mostraron mayores
concentraciones de estradiol en comparacion con las ratas hembra LE. Este aumento de
estradiol también podria influir en la morfologia dendritica, a través de diversas vias de
sefalizacion metabdlica. En relacidén con la morfologia dendritica en la corteza prefrontal media
(mPFC), las ratas hembra y macho Zucker fa/fa prepuberes presentan inicialmente una
disminucién en la LDT y DED, seguida de un incremento en estas variables durante la etapa
postpuber. En la amigdala basolateral (BLA), las ratas hembra Zucker fa/fa postpuber, muestran
una disminucion en la DED. En los machos Zucker fa/fa, se observa una remodelacion
dendritica y una disminucion en la LDT y DED Unicamente en la region basilar de las neuronas
de la BLA en la etapa postpuber, Los niveles séricos de corticosterona sin cambios entre los
grupos experimentales indican que las ratas Zucker fa/fa prepluberes y postpuberes no
presentan estrés cronico. En conjunto, los resultados indican que la inactividad de los

receptores de leptina, que conlleva a una alteracion en las diversas funciones reguladas por



esta hormona promueve alteraciones en los eventos de neurodesarrollo peripuberal en la rata

Zucker obesa fa/fa.

Palabras clave: obesidad, morfologia dendritica, pubertad, poda sinaptica, neurogénesis.



1. Introduccidn

1.1. Obesidad

La obesidad, es definida como un estado patolégico caracterizado por niveles excesivos de
grasa corporal. Es un problema de salud publica debido a la morbilidad y a la mortalidad que se
asocian a ese trastorno (Grundy, 2008). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) report6
qgue en 2016 méas de 1900 millones (39%) de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de
los cuales, mas de 650 millones (13%) eran obesos; por otro lado, la prevalencia de sobrepeso
y de obesidad en nifios y adolescentes de 5 a 17 afios ha aumentado del 4% a mas del 18% en
el periodo de 1975 - 2016. Con estas cifras se ha estimado que uno de cada cinco adultos en

todo el mundo sera obeso en 2025 (World Health Organization, 2021).

La obesidad es una enfermedad heterogénea, debido a que, varios estudios de imagenes
cardiometabolicas han demostrado que algunas personas que tienen un indice de masa
corporal (IMC) normal o que tienen sobrepeso, tienen un exceso de tejido adiposo visceral, una
condicion que a menudo se acompafia de acumulacion de grasa en tejidos normalmente
magros (grasa ectopica depositada en higado, corazon, musculo esquelético, etc.). De acuerdo
con esto, las personas con un IMC relacionado con sobrepeso u obesidad que particularmente
tienen la capacidad de expandir su masa de tejido adiposo subcutaneo en el area gluteo-
femoral, pueden tener un riesgo mucho menor de expresar alguna comorbilidad. En general,
las cantidades excesivas de tejido adiposo visceral y de grasa ectopica definen en gran medida

el riesgo de enfermedad cardiovascular, de sobrepeso y de obesidad (Wormser, et al., 2011).

La principal causa de la obesidad es un desequilibrio energético entre las calorias obtenidas
cuando consumimos alimentos y bebidas, y las colorias gastadas, es decir, la cantidad de
energia que el cuerpo usa en funciones como respirar, digerir los alimentos y mantenerse activo.
Sin embargo, existen otros factores que pueden contribuir a la expresion de la obesidad como
son los factores ambientales y culturales, la historia familiar y genes, los problemas de salud
como trastornos hormonales, el consumo de drogas, los factores emocionales y la falta de
suefio (Mohammed, et. al., 2018). Como consecuencia, los individuos pueden presentar otras
anomalias metabdlicas, a lo que se le conoce como sindrome metabdlico, el cual incluye alta

presién arterial, elevados niveles de azUcar en sangre, exceso de grasa corporal en la cintura 'y
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niveles anormales de colesterol entre otros; ademas, se ha relacionado un aumento en la

probabilidad de padecer infartos o derrames cerebrales (Figura 1) (Eve Piché, et al., 2020).

+ Resistencia a la insulina
+Intolerancia a la insulina
Diabetes mellitus tipo 2

:> + Presidan arterial
Dislipidemia

Inflamacidn

+ Eventos cardiovasculares

Insuficiencia cardiaca
Muerte sibita

Figura 1. Consecuencias de la obesidad. Relacion entre la obesidad y las afecciones del sindrome metabdlico (Eve Piché, et
al., 2020).

1.1.1. Fisiopatologia de la obesidad

Sea cual sea la etiologia de la obesidad, el desarrollo de la enfermedad comienza en el tejido
adiposo, en donde la célula principal es el adipocito, la cual esta especializada en almacenar el
exceso de energia en forma de triglicéridos para liberarlos en situaciones de demanda
energética (Frihbeck, 2008). Ademas de mantener el equilibrio energético, el adipocito es una
célula endocrina, que produce y secreta al menos 600 factores bioactivos considerados como
adipoquinas (citoquinas emitidas por el tejido adiposo), se desconoce en gran medida su
funcién, el modo de accion o las vias de sefalizacion de muchas de las adipoquinas, no

obstante, la leptina y la adiponectina son las mas estudiadas (Zorena, et al., 2020).

La leptina es una hormona producida en su mayoria por los adipocitos, que actia sobre los
receptores de leptina que se expresan en multiples nucleos del SNC como es el nucleo arcuato
y en el area ventromedial del hipotalamo, entre otros; estas regiones son fundamentales en la
regulacion del comportamiento alimenticio y en el equilibrio energético (Botella, et al., 2001). La
leptina promueve la sefal de saciedad a través de la interaccion con los receptores de leptina
en el hipotdlamo y sobre dos neuromoduladores con accion catabdlica: el neuropeptido Y
(NPY), que reduce la termogénesis y la concentracion de melanocortina, con accion

anorexigena (Bluher & Mantzoros, 2015), mientras que, la adiponectina actia a través de tres



receptores: AdipoR1, expresado de forma generalizada, especialmente en el musculo
esquelético, AdipoR2, que predomina en el higado y cadherina-T48; por medio de la
fosforilacién de la proteina quinasa activada por adenosina monofosfato ciclica (AMPK). La
adiponectina aumenta la sensibilidad a la insulina, la oxidacion de &cidos grasos y reduce la
sintesis de glucosa (Fang & Judd, 2018). En la lipo-inflamacién, presente en la obesidad, se ha
observado que los niveles séricos de leptina aumentan, mientras que los niveles de
adiponectina disminuyen, generando asi un perfil secretor que puede explicar en parte todas

las anormalidades metabdlicas asociadas a la obesidad (Fasshauer & Bluher, 2015).

En condiciones no patoldgicas, el adipocito aumenta su volumen de grasa (hipertrofia),
alcanzando un umbral de tamafio critico para su duplicacién y para generar una nueva célula
adiposa (hiperplasia). Este proceso es fuertemente regulado por factores que incluyen que las
células precursoras comiencen a proliferar a nivel visceral sin la necesidad de una sefal de los
adipocitos hipertrofiados como respuesta a la exposicion de una dieta alta en grasa. A su vez,
el adipocito hipertrofiado presenta una disfuncién en su actividad provocando una disminucion
en la sensibilidad a la insulina, a la hipoxia, al aumento de los parametros de estrés intracelular,
al aumento de autofagia y de apoptosis, asi como a la inflamacion de los tejidos (Rosen, 2015).
Durante la nifiez y la pubertad, el proceso dominante en los adipocitos es la hiperplasia en
determinados estadios, debido a que es mas facil la adipogénesis una vez alcanzado dicho
tamafo critico. Por el contrario, en la edad adulta es mas dificil esta situacion, pudiéndose
alcanzar un mayor tamafio en el adipocito sin que se estimule la hiperplasia, siendo la hipertrofia
el mecanismo normativo de desarrollo en el tejido adiposo subcutaneo en la ganancia de peso.
Esto no significa que ante una sobre ingesta cronica, un individuo infante no pueda desarrollar
hipertrofia adipocitaria y generar las perturbaciones propias del individuo adulto. En la edad
adulta, el namero de adipocitos permanece practicamente estable con respecto al total
alcanzado durante la adolescencia, por eso es tan importante la prevencion de la obesidad en
la edad infanto-juvenil, ya que una pérdida significativa de peso disminuye el volumen y no el

namero de adipocitos (Martos-Moreno, et al., 2013).

En el adipocito con hipertrofia, se expresa un estado transitorio de inflamacion que se considera
normal. El problema surge al perpetuarse esta situacion, ya que se compromete la integridad

del adipocito hipertrofiado en exceso, modificando tanto su comportamiento metabdlico como



generando adaptaciones en el tejido, y en ultima instancia, llevandolo a la apoptosis, dando
lugar a una infiltracion de células inmunes de perfil proinflamatorio, lo que altera el
microambiente celular y genera un estado de inflamacion tisular conocido como lipo-
inflamacion. Este fendmeno vierte a la circulacion factores inflamatorios generando alteraciones

en otros tejidos, dando lugar a una inflamacion sistémica (Izaola, et al., 2015).

El aumento excesivo de tamafio del adipocito, unido a un estado inflamatorio, también puede
ocasionar un aumento de la lipdlisis basal, lo que se conoce como “hipoétesis del sobre flujo”, es
decir, el adipocito ha saturado su capacidad para depositar triglicéridos que estos se pueden
dirigir a otros tejidos depositandose ectépicamente en los mismos generando una lipotoxicidad
sistémica (Moreno-Indias & Tinahones, 2015). Cuando el tejido adiposo subcutaneo ya no es
suficiente para almacenar el exceso de energia, el tejido visceral se convierte en el principal
almaceén de triglicéridos, esto se debe a su limitada capacidad hiperplasica y a una mayor
capacidad hipertréfica, ademas de su mayor respuesta a catecolaminas (Item & Konrad, 2012).
El tejido hipertrofiado, el flujo de factores inflamatorios, el exceso de acidos grasos libres y la
proximidad anatomica del tejido adiposo visceral al higado, condicionan la salud de este 6rgano,
el cual a su vez condiciona la salud sistémica del individuo. Por lo tanto, el aumento de la
deposicion de grasa abdominal se considera un factor de riesgo para el desarrollo del sindrome
metabolico (MetS) (Stefan, et al., 2008).

1.2. Ratas Zucker

Las ratas ZDF (Zucker Diabetic Fatty Rat), mas conocidas como ratas Zucker, es un modelo
animal usado para el estudio de la obesidad y la diabetes mellitus tipo Il (DM2). Estos animales
presentan la mutacion “fatty” (fa) en el gen Lepr del receptor de leptina (ObRb), lo que provoca
alteraciones en el metabolismo de los lipidos y una resistencia a la insulina (Zucker & Zucker,
1961). La obesidad vinculada a la mutacion fa se hereda de modo autosémico recesivo, por lo
cual, los animales con genotipos homocigoto dominante (+/+) y heterocigoto (fa/+) no presentan
obesidad ni hiperglicemia, mientras que los homocigotos para el alelo fa (fa/fa), presentan un
fenotipo obeso desde la tercera a la quinta semana de vida, de tal modo que cuando alcanzan
las 14 semanas de vida, el 40% de su peso corporal tiene una composicion lipidica (Fumiki, et
al., 2005; Arias-Diaz & Balibrea, 2007).



El receptor de leptina es un miembro de la familia de receptores de citoquinas; en la rata Zucker
(fa/fa), dicho receptor sufre una sustitucion del aminoacido glutamina por prolina en el dominio
extracelular, lo que provoca ausencia de la actividad de la leptina a nivel intracelular y la
expresion de organismos hiperlipidémicos, hipercolesterolémicos, hiperinsulinémicos e
hiperglucémicos, ademas, estos organismos desarrollan hipertrofia e hiperplasia adipocitaria
(Takemasa, et al., 1999; Gayle, et al., 2013).

La leptina también promueve plasticidad neuronal, incluidos eventos a nivel sinaptico, del
receptor de glutamato y de neuroproteccion, para evitar la apoptosis celular y promover la
supervivencia celular (Doherty et al., 2013). A nivel molecular, la leptina estimula la
neurogeénesis, el crecimiento axonal, la sinaptogénesis y los cambios en la morfologia dendritica
(Paz-Filho, 2016). En las neuronas hipocampales y corticales, la leptina promueve cambios
importantes en la densidad y en la motilidad de los filopodios dendriticos, lo que podria deberse
a una reorganizacion de los filamentos de actina y a la activacion de moléculas como integrinas,
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK), receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR)
y proteina Asociada al Crecimiento-43 (GAP-43) (O’Malley et al., 2007; Harvey, 2013). De
acuerdo con lo anterior, se sugiere que en las ratas Zucker (fa/fa), la leptina no puede participar
en el mantenimiento de la arborizacion dendritica en neuronas lo que provoca retraccion

dendritica (Bravo-Duran, et al., 2021).

En diversas investigaciones, realizadas en ratas Zucker se ha determinado que como
consecuencia de la obesidad y de las alteraciones metabdlicas propias, estas ratas pueden
presentar neurodegeneracion en distintas zonas cerebrales; se ha reportado una disminucion
en el nimero de neuronas en la corteza prefrontal y en las areas CA1 y CA3 del hipocampo a
distintas edades de desarrollo y un incremento en la tasa de neurodegeneracion a las 20
semanas de edad (Tomassoni, et al., 2020). Ademas, ratas hembra Zucker obesas de 5 meses
expresan retraccion dendritica de las neuronas del nucleo hipotalamico ventromedial (Bravo-
Duran, et al., 2021).

Las ratas Zucker fa/fa tienen niveles altos de corticosterona, a pesar de un mayor aclaramiento
de la hormona, lo que sugiere que la hipercorticosterolemia observada en dicha rata se debe a
un incremento en la activacion de las neuronas hipotalamicas y por tanto un incremento en la

sintesis y liberacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Sin embargo, durante



los periodos de alimentacion, existe un aumento transitorio en los niveles de CRH en el nucleo
hipotalamico paraventricular, en el nucleo hipotalamico dorsomedial, en el nucleo supradptico,
en el nacleo talamico paraventricular, en el nacleo central de la amigdala, en los nucleos
parabraquiales y en el nucleo del tracto solitario tanto de ratas obesas como de ratas delgadas,
lo que a priori no respalda la idea de que el sistema CRH esté inactivo en la obesidad. Al
respecto se ha reportado que, la estimulacion de algunas estructuras cerebrales es mas fuerte
en los individuos obesos, lo que aumenta la posibilidad de que las ratas obesas respondan mas

fuertemente a los estimulos alimentarios (Timofeeva & Richard, 1997; Timofeeva, et al., 2002).

1.3. Neurodesarrollo

El neurodesarrollo adecuado y la comunicacién sinaptica correcta entre neuronas es
fundamental para el desarrollo “normal” y funcional del sistema nervioso central (SNC). Un
circuito neuronal consta de redes neuronales definidas por dendritas, axones y terminales
sinapticas. La formacion de redes neuronales esta altamente coordinada y esta dirigida por
diversas cascadas moleculares que aseguran que las neuronas proliferen, que extiendan sus
axones con alta fidelidad espacial y temporal y que formen conexiones sinapticas con la célula
blanco apropiada. El crecimiento de neuritas y la sinaptogénesis (formacion, funcion y
mantenimiento de sinapsis) son algunas de las caracteristicas que definen el desarrollo
postnatal; la desregulacion de estos procesos puede conducir a una conectividad neuronal
deficiente y a un mayor riesgo de expresion de patologias del neurodesarrollo (McGlashan &
Hoffman, 2000; Geschwind & Levitt, 2007).

El desarrollo del SNC inicia en la etapa prenatal, no obstante, alcanza la madurez estructural y
funcional de manera postnatal. En algunas estructuras del cerebro como la corteza prefrontal y
el hipocampo, se han descrito eventos de plasticidad neuronal que incluyen remodelacion y
retraccion de los arboles dendriticos y de las espinas dendriticas alrededor de la pubertad, lo
cual promueve que se establezcan los circuitos neuronales funcionales con los que el

organismo contara a lo largo de su vida (Figura 2) (Yuste, 2010).
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Figura 2. Expresion de espinas dendriticas durante el desarrollo postnatal. La densidad de espinas dendriticas aumenta antes
de la pubertad debido a espinogénesis, mientras que después de la pubertad ocurre una disminucién por el fenémeno
denominado poda, dejando asi las conexiones neuronales funcionales para el resto de su vida; las fechas sefialan el resultado
de dichos eventos (Imagen tomada y modificada de Yuste, 2010).

Numerosos estudios han investigado el papel de la actina del citoesqueleto en el desarrollo y
funcidon del SNC (Joensuu, et al., 2018). Ademas, se ha estudiado a la matriz extracelular (MEC)
y alos receptores de membrana, como las integrinas (Lilja & Ivaska, 2018), que se desempefian
como moléculas guia durante el desarrollo del SNC y son importantes para el mantenimiento
de conexiones neuronales estables y para la expresion de eventos de plasticidad sinaptica
(capacidad de las sinapsis para fortalecer o debilitar conexiones en respuesta a un estimulo)
(Kerrisk et al., 2014; Joensuu, et al., 2018).

La potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo (LTD) son fenGmenos cruciales
en la plasticidad neuronal. La LTP se induce mediante la estimulacion de alta frecuencia de una
sinapsis especifica lo que provoca la mejora de la eficiencia en la transmision sinaptica, evento
esencial para procesos de aprendizaje y memoria (Yuste & Bonhoeffer, 2001). Por otro lado, la
LTD implica una disminucion sostenida de la eficacia sinaptica y puede ser inducida por diversas
formas de estimulacion. Dichos eventos, involucran cambios en la expresion de receptores
acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPAR) y acido y-aminobutirico
(GABAAR) que promueven la fuerza sinaptica y la homeostasis neuronal. Ademas, ambos
procesos contribuyen a la adaptabilidad del sistema nervioso, permitiendo respuestas flexibles
a distintos patrones de actividad neuronal y de condiciones ambientales (Cérdoba-Montoya, et
al., 2010).



La reorganizacion de los circuitos continla en las sinapsis individuales a lo largo de la vida en
forma de plasticidad sinaptica (Sala & Segal, 2014). La conectividad neuronal aberrante puede
surgir durante el neurodesarrollo tanto prenatal, como postnatal, dando lugar a trastornos del
neurodesarrollo (Zoghbi & Bear, 2012). La fisiopatologia de estos trastornos se relaciona con la
desregulacion de los procesos del crecimiento, la guia y la focalizacion de neuritas, asi como la

sinaptogénesis y la plasticidad sinaptica (Gejman et al., 2010; Berretta, 2012; Bourgeron, 2015).

1.3.1. Arboles dendriticos

Se conoce como arbol dendritico al conjunto de dendritas que surgen de una neurona. A través
de la enorme diversidad de tipos neuronales, los arboles dendriticos varian notablemente en su
forma, tamafo y funcidon. La disposicion de las dendritas tiene importantes implicaciones para
el procesamiento de la informacion neuronal de dos formas (London & Hausser 2005). Primero,
la ubicacion y la densidad de las dendritas determinan el numero, la posicion y los tipos de
sinapsis que tendra una neurona. Segundo, las propiedades eléctricas de las dendritas,
combinadas con la ubicacion de entradas particulares, permiten la funcidén del circuito. Cada
tipo de neurona ha adaptado sus estructuras dendriticas para una funcion unica y la diversidad
de morfologias dendriticas es necesaria para satisfacer una amplia gama de necesidades en el
SNC. La remodelacion de los arboles dendriticos no solo consiste en la adicion y extension de

ramas, sino también en la retraccion y pérdida de ramas dendriticas (Cline & Haas, 2008).

Estudios anteriores sugieren que las dendritas se desarrollan inicialmente de manera no
laminar, para luego establecer una especificidad laminar mediante poda. Sin embargo,
observaciones in vivo respaldan la hipétesis sinaptotropica, que indica que axones y dendritas
se extienden hacia objetivos sinapticos especificos, consolidando el crecimiento neuronal y
promoviendo una mayor elaboracion del arbol neuronal (Cline & Haas, 2008). Ademas, la
transmision sinaptica glutamatérgica y las concentraciones de calcio en las dendritas son

necesarios para la dindmica y la estabilizacion de las ramas (Figura 3).
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Figura 3. Crecimiento dendritico sinaptotrépico. (a) Esquema del crecimiento de la dendrita sinaptotrépica, basado en imagenes
in vivo del septum 6ptico del pez cebra. Muchos filopodios se extienden (rojo), pero solo los que establecen un contacto sinaptico
(verde) mantienen a las dendritas como ramas estables. (b) Secuencia de crecimiento para la simulacién estocastica del
crecimiento de dendrita sinaptotrépico para la formacién de sinapsis espacialmente homogénea. Filopodios dindmicos en rojo,
ramas estables en negro y sinapsis en verde (Tomada y modificade de Niell, 2006).

1.3.2. Espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son microproyecciones de la membrana dendritica que cumplen la
funcién de componente postsinaptico en la mayoria de las sinapsis excitatorias del SNC. Se
localizan en neuronas tanto excitatorias como inhibitorias, abarcando desde las neuronas
piramidales glutamatérgicas de la neocorteza y el hipocampo, hasta las neuronas de Purkinje y
las neuronas de proyeccion de tamafio medio en el estriado (Calabrese, et al., 2021). A pesar
de que son muy heterogéneas en tamafo y forma, generalmente consisten en una pequefia
cabeza (=1 uym de diametro) conectada a la dendrita por un pequefio cuello (=0.2 ym de
diametro y de 0.5 a varias micras de largo) (Figura 4). En la cabeza de la espina dendritica se
encuentran los elementos que componen las sinapsis; la terminal postsinaptica y la region
denominada densidad postsinaptica (DPS) (Figura 5) (Yuste, 2010). Las espinas dendriticas
exhiben una marcada dinamica en cuanto a tamafio y forma (Bonhoeffer & Yuste, 2002), y se
torna cada vez mas evidente que la renovacién integral de estas estructuras constituye un

componente normal de la fisiologia cerebral. La densidad de las espinas alcanza su punto
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maximo durante el desarrollo tardio, cuando la plasticidad sinaptica estd en su apogeo, para
luego reducirse hasta alcanzar un nivel relativamente estable en la edad adulta (Zhang &
Benson, 2010).

Filopodio

Delgada Hongo
Achaparrada E ?

Figura 4. Subtipos morfoldgicos de espinas dendriticas. Dibujo esquematico de las formas de las espinas en cuatro categorias
tradicionales (Tomada y modificada de Yuste, 2010).

Figura 5. Reconstruccidn tridimensional de las espinas dendriticas mostrando la regiéon denominada densidad postsinaptica
(DPS). Areas oscuras sefialadas con la punta de las flechas = DPS (Tomada y modificada de Yuste, 2010).

En el sistema nervioso, un inadecuado evento de desarrollo neuronal puede conducir a la
expresion de una morfologia aberrante y/o a la alteracidén en el nimero de espinas dendriticas.
Las sinapsis excitatorias se establecen en las espinas en forma de hongo que contienen una
importante area DPS. Por el contrario, las sinapsis GABAérgicas inhibitorias estan presentes
en las dendritas sin espinas, en el cuerpo de la neurona y en los segmentos iniciales del axon,

sin que se observe un engrosamiento postsinaptico (Barberis, 2020).

Una caracteristica notable de las espinas dendriticas es su capacidad para experimentar
cambios de manera continua, incluso en la edad adulta. Las dendritas inmaduras o en desarrollo
presentan pequefias y finas protuberancias filamentosas sin cabeza de mas de 3 um de longitud

denominados filopodios. Estas estructuras se caracterizan por presentar cambios en busca de
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contactos sinpticos para posteriormente formar una espina dendritica madura. Una vez que el
filopodio realiza contacto con un elemento axonal, las modificaciones estructurales disminuyen
gradualmente y se estabiliza la estructura de la espina dendritica funcional, la cual inicialmente
es delgada, larga y de cabeza pequefia (Figura 6). Las respuestas de las espinas ante los
estimulos que reciba pueden ser con un aumento o con una disminucién en su nimero total,
con una redistribucién a lo largo de las dendritas progenitoras o con variaciones en su tamafio

o en su forma geométrica (Soria Fregozo & Pérez Vega, 2012).

(@) (b) (o)

Figura 6. Desarrollo de las espinas dendriticas. a) Elongacion del filopodio buscando contactos sindpticos. b) Al hacer una
sinapsis el filopodio comienza a retraerse. c) Formacion de la espina dendritica madura (Imagen tomada de Harris, 1999).

1.3.3. Fisiologia y mecanismos moleculares de la plasticidad neuronal

La neuroplasticidad es un fendbmeno complejo que abarca varios mecanismos, integrando
aspectos eléctricos, genéticos, estructurales, moleculares, bioquimicos y funcionales en un

continuo en lugar de manifestarse como elementos individuales y aislados (Elluru, et al., 1995).

Desde una perspectiva molecular, uno de los aspectos cruciales necesarios para llevar a cabo
un cambio neuroplastico, ya sea LTP o LTD, es la concentracion y manejo celular del calcio
(Ca?*) (van Waarde, et al.,, 2011). Generalmente, la LTP depende de NMDAR, AMPAR vy
receptores kainato. Por otro lado, el proceso de LTD requiere la participacion de canales de
calcio de tipo L (Ca?*), NMDAR y receptores metabotrépicos de glutamato (RmGIu) (Collins, et
al., 2005). La liberacion pre-sinéptica de glutamato y la despolarizacién neuronal post-sinaptica

incrementan los niveles de Ca?*, lo que produce la activacion de los NMDAR, RmGlu y canales
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de calcio controlados por voltaje (CCCV) (Jin, et al., 2015). Una vez iniciado esto, a nivel de
receptores transmembranales, comienza una serie de rutas de sefializacion a través de
proteinas quinasas y fosfatasas que inducen, mantienen o amplifican los eventos de plasticidad
sindptica, involucrando en este proceso a los AMPAR. El calcio activa la proteina quinasa-2
dependiente de calmodulina-calcio (PKCCALZ2), la cual fosforila la subunidad GIluR1 del
AMPAR. Este proceso intermedio aumenta el nimero de AMPAR funcionales (Raynaud, et al.,
2013). Cuando se libera dopamina, norepinefrina o adenosina, los receptores de dopamina D1,
B-adrenérgicos y de adenosina tipo 2A utilizan proteinas G acopladas para activar a la adenilato
ciclasa, induciendo asila LTP. EI AMP ciclico producido activa la proteina cinasa A, que fosforila
la subunidad GIuR1 del AMPAR (Chowdhury, et al., 2013). Es importante destacar que la
capacidad para generar la LTP, varia segun la red neuronal involucrada. En el hipocampo y en
la corteza cerebral, la LTP depende de la presencia de PKDCCALZ2, y en el caso especifico del
hipocampo, se requiere ademas la presencia de RmGlu para facilitar y consolidar la memoria

como una funcion cognitiva superior (Parnass, et al., 2010).

Una vez que las sinapsis han sido establecidas, los siguientes pasos implican garantizar la
especificidad sinaptica y fortalecer o debilitar las conexiones sinapticas. Estos procesos también
son fundamentales para los eventos de aprendizaje y memoria (Lai, et al., 2012). Para que en
respuesta a las sefales de entrada se pueda generar una forma de plasticidad, es imperativo
contar con vias que involucren la participacion de diversas clases de moléculas de adhesion y
de sefalizacion (Zhang & Benson, 2010). Entre estas moléculas se encuentran las moléculas
de adhesion celular neural (NCAM), las N-caderinas, las protocadherinas, las neurexinas con
sus neuroliginas, los receptores Eph con sus ligandos efrina y moléculas secretadas
extracelularmente como proteoglicanos (Washbourne, et al., 2004; Takeichi & Abe, 2005). Las
moléculas de andamiaje, especialmente la PSD-95, cumplen un papel crucial al reclutar
complejos de sefalizacidén que incluyen reguladores de las GTPasas: RhoA, Rac y Cdc42 (Pak,
et al., 2001). Estas GTPasas, a su vez, controlan la polimerizacion y despolimerizacion de los
filamentos de actina, que constituyen la principal base estructural para la formacion de dendritas
y de espinas dendriticas (Hall,1998; Hall & Nobes, 2000; Newey, et al., 2005). La extensiéon y
velocidad de la polimerizacion de la actina estan bajo el control de moléculas reguladoras como

la profilina, la drebrina, la cofilina y la gelsolina (Figura 7) (Calabrese, et al., 2021).
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Figura 7. Algunos componentes de las espinas dendriticas involucrados en procesos de plasticidad neuronal. Se representa la
terminal presinaptica la cual libera las vesiculas sinapticas que contienen glutamato. En el sitio opuesto, se encuentra la
densidad postsinaptica (DPS) (en color rosa) donde se agrupan los subtipos de AMPAR y NMDA acoplados a proteinas G. Los
receptores se conectan con moléculas de andamiaje, como PSD-95, que reclutan complejos de sefializacién (por ejemplo,
reguladores de RhoGTPasas o proteinas quinasas). A través de una red de interacciones proteicas, los filamentos de actina se
conectan indirectamente con los receptores de neurotransmisores y otras proteinas transmembranales que regulan la forma y
el desarrollo de la espina, incluyendo receptores Eph, cadherinas y neuroliginas. También se ilustran las moléculas reguladoras
de actina como profilina, drebrina, cofilina y gelsolina que controlan la extension y velocidad de la polimerizacion de actina.
Estas, a su vez, son reguladas por cascadas de sefializacion mediante la interaccién con los receptores transmembranales

(Tomada y modificada de Calabrese, et al., 2021).

15



1.4. Corteza prefrontal

La corteza prefrontal (PFC) se ubica en la parte rostral del cerebro, en la zona anterior de los
I6bulos frontales, por delante de las 4reas motora y premotora. Es considerada un area de
asociacion multimodal puesto que en ella se coordina la informacidn proveniente de otras areas
cerebrales tanto corticales como subcorticales; recibe informacion de todas las modalidades
sensoriales, se conecta con areas premotoras, areas motoras y con regiones limbicas. Se
caracteriza por establecer proyecciones reciprocas que involucra a la PFC en una gran cantidad
de procesos cognitivos, como son la memoria operativa, las funciones ejecutivas, la toma de
decisiones, la planificacion del comportamiento y el procesamiento de las sefiales emocionales
(Brown & Bowman, 2002). La informacién procesada por la PFC es transmitida a las estructuras
corticales y subcorticales a través de dichas neuronas situadas en capas profundas,

fundamentalmente de la capa V (Koss et al., 2014).

La PFC esta subdividida en tres zonas generales: la lateral, que incluye al area insular agranular
dorsal e insular ventral; la orbital, que incluye al area orbital lateral, al area ventral y al area
medial, y por ultimo, la corteza prefrontal medial (MPFC), que se divide en la region cingulada

(Cqg), laregion prelimbica (PL) y la region infralimbica (IL) (Uylings, et al., 2003).

Dentro las funciones de la mPFC esta la regulacion de procesos endocrinos y autonomicos,
como los viceromotores, ademas de estar involucrada en tareas cognitivas y emocionales, como
el aprendizaje emocional, también participa en la expresion verbalizada de las emociones, y en
la evaluacion y vinculacion de estimulos externos. Asimismo, la mPFC interactia con la corteza
orbital, formando la corteza orbitomedial y relacionandose con el sistema de recompensa y la

toma de decisiones comparativas (Elston, 2003).

En distintos estudios de trazado retrogrado en ratas se indica que, todas las zonas de mPFC
proyectan en mayor o menor grado a distintas estructuras cerebrales. El area IL proyecta al
septum lateral, al nucleo del lecho de la estria terminal, al nucleo predptico lateral y al medial,
a la sustancia innominata, al nacleo endopiriforme del cerebro anterior, a los nucleos medial,
basolateral y lateral de la amigdala, al hipotalamo y a los nucleos parabraquial, y al solitario del
tronco encefalico (Figura 8A), mientras que, el area PL proyecta hacia la corteza agranular
insular, al tubérculo olfatorio, a los nucleos paraventricular, mediodorsal y reuniens del talamo,

a la parte capsular del nucleo central y basolateral de la amigdala y a los nlcleos mediales y
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dorsales del rafé (Figura 8B). De esta forma, el patron de proyecciones de la corteza IL indica
la funcion en el control visceral, mientras que la region PL proyecta a areas mas relacionadas

con funciones cognitivas (Vertes, 2004).

1.5. Amigdala

La amigdala (AMY), es una estructura subcortical situada en la parte interna del I6bulo temporal
medial (Figura 9A); dentro de sus funciones esta modular la conducta relacionada con el miedo,
el procesamiento de recompensas, la memoria asociada a estimulos o la memoria emocional,
la diferenciacion de estimulos aversivos y la coordinacion de la respuesta a estimulos
estresantes (Weiskrantz, 1956; Zola-Morgan, et al., 1991; McGaugh, et al., 1996). La AMY
forma un complejo con tres regiones anatomicas funcionalmente diferentes: basolateral, que
incluye al nacleo lateral, basal y basal accesorio; medial, que incluye al nacleo central, al central
medial, al central lateral, al central capsular y al ventral y la parte de la amigdala incluida el
nucleo basal de la estria terminal; por dltimo, los nudcleos intercalados, localizados entre la

region basolateral y la region medial (Figura 9B) (Sah, et al., 2003).

Como ya se mencioné la PFC envia profusas proyecciones a la regién basolateral de la
amigdala (a los nucleos basal y lateral) desde la region PL. Estas proyecciones reciprocas
inhiben la actividad de la amigdala en respuesta a estrés y son esenciales para la regulacion
del procesamiento emocional (Floresco & Tse, 2007; Ekaterina, et al., 2008). La region medial
de la amigdala recibe proyecciones de la PFC, mayormente desde la region IL, inhibiendo la
salida de informacion desde la amigdala y son especialmente relevantes en los procesos de
extincion de la memoria emocional, en donde un recuerdo antiguo es sustituido por uno nuevo
mas reciente (Quirk & Beer, 2006; Rozeske, et al., 2015).
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Figura 8. Esquema de proyecciones desde la corteza PL y la IL de rata. Secciones sagitales esquemaéticas que resumen los
principales sitios de proyeccion de las cortezas infralimbica (A) y prelimbica (B). Corteza prelimbica (PL); corteza infralimbica
(IL); corteza orbital medial (MO); corteza orbital ventral (VO); nucleo olfatorio anterior (AON); tenia tecta dorsal (TTd); caudado-
putamen (C-P); nucleo septal lateral (LS); nucleo del lecho de la estria terminal (BST); nucleo de la banda diagonal horizontal
(DBh); sustancia innominata (Sl); area predptica medial (MPO); &rea anterior de la amigdala (AA); corteza cingulada anterior
(AC); nucleo accumbens (ACC); nucleo hipotaldmico anterior (AHN); divisiones de la corteza insular agranular, dorsal, posterior,
ventral (Al, d, p, v); ndcleo basolateral de la amigdala (BLA); nlcleo basomedial de la amigdala (BMA); cerebelo (C); ndcleo
central de la amigdala (CEA); nicleo medial central del tAlamo (CEM); claustrum (CLA); nucleo cortical de la amigdala (COA);
nucleo dorsomedial del hipotalamo (DMH); nucleo del rafé dorsal (DR); corteza entorrinal (EC); nucleo interanteromedial del
talamo (IAM); coliculo inferior (IC); nucleo interpeduncular (IP); nicleo intermediodorsal del tdlamo (EMI); area hipotalamica
lateral (LHv); nucleo lateral posterior del tAlamo (LP); area predptica lateral (LPO); nucleo septal lateral (LS); ntcleo mediodorsal
del tdlamo (MD); nicleo medial de la amigdala (MEA); nucleo del rafé mediano (MR); nucleo del tracto solitario (NTS); nucleo
facial (N7); corteza occipital (OC); tubérculo olfatorio (OT); sustancia gris periacueductal, division ventral (PAGV); nudcleo
parabraquial medial y partes laterales (PB, m, I); region perifornical del hipotalamo (PFx); nucleo de la protuberancia (NP);
corteza perirrinal (PRC); nicleo paratenial del tAlamo (PT); nacleo paraventricular del talamo (PV); nucleo reuniens del tdlamo
(RE); nacleo romboidal del talamo (RH); sustancia negra pars compacta y pars reticulata (SN,c,r); nicleo supramamilar (SUM);
corteza orbital lateral (VLO); area tegmental ventral (VTA) (Vertes, 2004).

18



CTXN

l- Kk »
MHDM,

Pom
P s ) I m
oaavi . ot co —

- »

Figura 9. Esquema de la localizacién y estructura de la amigdala de rata. A) Seccién coronal unilateral; B) Ampliacién sobre el
I6bulo temporal. En el esquema se muestra en marrén la regién basolateral compuesta por los nucleos lateral (BLA), basal
(BMA) y basal accesorio (BA). En rojo, la regién medial con los nicleos central (CeA) y medial (MEA) y en verde los nlcleos
intercalados (ic) (Sah, et al., 2003).

1.6. Neuronas piramidales

Las neuronas piramidales son un subtipo de neuronas multipolares, cuya principal caracteristica
es que sus cuerpos celulares o somas presentan la forma de una pirdmide triangular. Estan
presentes en practicamente todos los mamiferos que se han estudiado, asi como también en
aves, pecesy reptiles; esto indica que su existencia en el SNC tiene un valor adaptativo para el
organismo Yy que sus funciones centrales se han conservado incluso cuando evolucionaron para
asumir funciones especializadas. Las neuronas piramidales son las mas abundantes en el
cerebro humano, se estima que representan del 70 al 80% de la poblacion neuronal total. Se
localizan en la corteza cerebral, en cinco de las seis capas corticales (Il — VI); asi como en
algunas estructuras subcorticales, como el giro cingular, el hipocampo y la amigdala, por lo
tanto, se sugiere que se encuentran principalmente en estructuras asociadas con funciones
cognitivas avanzadas. Por lo general, son consideradas neuronas de proyeccion, es decir,
actian enviando mensajes a células alejadas y separadas del area donde se encuentran sus
somas (Marin-Padilla, 2014). Fisiol6gicamente, todas las neuronas piramidales actian como

neuronas excitatorias de tipo glutamatérgico; pero morfolégicamente son muy heterogéneas,
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de tal forma que se distinguen subpoblaciones muy diversas, que muestran variaciones
considerables entre las diferentes &reas cerebrales e incluso entre las distintas capas corticales
(Spruston, 2008).

Las neuronas piramidales tienen dos regiones bien diferenciadas, las dendritas basales que
forman al arbol basilar y que surgen desde la base del soma y las dendritas apicales que dan
origen al arbol apical y que se proyectan desde el apice del soma. Todas las neuronas
piramidales tienen varias dendritas basilares relativamente cortas y una gran dendrita apical
gue conecta al soma con un penacho de dendritas. Pero tipicamente, en la corteza cerebral se
encuentran neuronas piramidales con abundantes dendritas basales, relativamente cortas y
delgadas y una dendrita apical que emana del apice del soma y se ramifica profusamente en
dendritas secundarias mas cortas (Figura 10A). Mientras que en la amigdala se encuentran dos
tipos de neuronas piramidales diferentes: tipo I, con numerosas dendritas delgadas y cortas
(Figura 10B); tipo Il, con dendritas basales alargadas y delgadas y con una o dos dendritas

apicales mas gruesas (apical simple y apical doble) (Figura 10C).

A S=F C

Figura 10. Representacion esquemética de la diversidad morfolégica de las neuronas piramidales de cerebro humano adulto.
A) Neuronas piramidales corticales. B) Neuronas piramidales del nucleo basolateral de la amigdala Tipo | y C) Tipo Il (Tosevski,
2002).
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1.7. Pubertad y adolescencia

La pubertad y la adolescencia a menudo se usan como sinénimos para referirse a la transicion
del desarrollo de la nifiez a la edad adulta, sin embargo, no son lo mismo. La pubertad es el
periodo durante el cual un individuo se vuelve capaz de reproducirse sexualmente, mientras
qgue la adolescencia es el periodo entre la nifiez y la edad adulta, que abarca no solo la
maduracion reproductiva, sino también la maduracion cognitiva, emocional y social (Sisk & Zehr,
2005). Una caracteristica biolégica de la pubertad es la secrecion elevada de hormonas
esteroides gonadales, que producen signos evidentes de maduracion reproductiva, como la
maduracion de érganos reproductores (Bronson & Rissman, 1986). Un sello bioldgico de la
adolescencia es la notable remodelacion de los circuitos corticales y limbicos, que conduce a la
adquisicion de la cognicion adulta, las estrategias de toma de decisiones y los comportamientos

sociales (Koss, et al., 2014).

La maduracion puberal del eje hipotalamo-pituitario-gonadal (HPG) comienza con la activacion
de las neuronas que secretan la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). Durante el
periodo prepuberal, la GnRH se empieza a secretar, pero su concentracion es baja e insuficiente
para apoyar el crecimiento gonadal; mientras que en el inicio de la pubertad hay un aumento
gradual en la frecuencia y en la concentracion de los episodios intermitentes de liberacion de
GnRH (Ebling & Cronin, 2000). La GnRH dirige la sintesis y la secrecion de las gonadotropinas
hipofisarias, la hormona luteinizante y la hormona estimulante del foliculo, que actian en
conjunto para estimular la produccion de hormonas esteroides gonadales y para completar el
proceso de desarrollo de espermatozoides y Ovulos. Los niveles elevados de androgenos y
estrégenos dan como resultado la aparicion de caracteristicas sexuales secundarias en los
tejidos periféricos (Sisk & Foster, 2004).

La pubertad esta cronometrada proximalmente por estimulos internos y externos que sirven
como sefales permisivas para la maduraciéon reproductiva. Estas sefales permisivas varian
segun la especie y el sexo, y brindan informacion sobre la disponibilidad de los recursos
necesarios para una reproduccion exitosa. Por ejemplo, las sefiales metabdlicas internas como
la insulina, la glucosa y la leptina indican que el crecimiento somatico y la disponibilidad de
procesos metabdlicos suficientes para apoyar el embarazo y la lactancia. Las sefales

sensoriales y sociales brindan informacion sobre la disponibilidad de una pareja adecuada. Las
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sefiales externas, como el fotoperiodo y la disponibilidad de alimentos, sefialan si las
condiciones ambientales son Optimas para apoyar el embarazo y la supervivencia de la
descendencia. EI SNC detecta, evalla e integra estos multiples estimulos permisivos para

determinar cuando procederd la activacion puberal del sistema HPG (Holder & Blaustein, 2014).

En relacion con la madurez sexual de las ratas de laboratorio, generalmente se define a partir
de la apertura vaginal y la primera ovulacion en las hembras y por la separacion balanoprepucial
y los primeros espermatozoides que se ven en la luz de los tabulos seminiferos en los machos.
Estos eventos en la mayoria de las cepas de ratas hembra de laboratorio, ocurre de los 35 a
los 45 dias de edad, pero en los machos la pubertad ocurre més tarde, alrededor de los 40 a
los 45 dias de edad (Ojeda & Skinner, 2006). En las ratas hembra de la cepa Long Evans se ha
determinado la pubertad alrededor de los 42 dias de edad (Puga y Colmenares, et al., 2021) y
alrededor de los 49 dias de edad en los machos (Fuochi, et al., 2022). En cuanto a la cepa
Zucker fal/fa se sabe que las hembras alcanzan la pubertad el dia 43 postnatal (Puga y

Colmenares, et al., 2021).

1.7.1. Eventos neuronales peri-puberales

La remodelacion del cerebro durante la pubertad y la adolescencia se logra a través de muchos
de los mismos mecanismos que se utilizan para formar circuitos neuronales funcionales durante
el desarrollo temprano del cerebro (Mrzljak, et al., 1990). Estos mecanismos incluyen
neurogénesis, apoptosis, crecimiento de las proyecciones axonicas y brote de axones,
mielinizacion, elaboracion y retraccion de las dendritas, sinaptogénesis y eliminacion de
sinapsis, lo que resulta en modificaciones de la morfologia general del cerebro, como la cantidad
de materia gris y de materia blanca y los voliumenes ventriculares. Estos cambios estructurales
en el cerebro son especificos del sexo y de la regidn cerebral, y pueden o no estar influidos por
las hormonas esteroides gonadales (Sisk & Zehr, 2005). En ratas Long-Evans, se observa un
aumento en la longitud dendritica y la densidad de espinas dendriticas en las neuronas
piramidales de BLA y la capa V de mPFC durante las etapas juveniles (20 dias) y adolescentes
(35 dias). Sin embargo, entre los 35 y 90 dias, las espinas dendriticas disminuyen
significativamente en las neuronas de mPFC, y en la BLN solo aumenta el nimero de ramas

sin cambiar la longitud total del arbol dendritico. Estos resultados muestran que el arbol
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dendritico crece antes de la pubertad, mientras que la remodelacion y la poda dendritica ocurren

después de la pubertad en ambas areas cerebrales (Koss, et al., 2014).

Es otros estudios también se han observado algunos dimorfismos sexuales en el volumen de la

materia gris que surgen durante la adolescencia, por ejemplo:

e EIl volumen del locus coeruleus es mayor en las hembras que en los machos. Esta
diferencia sexual surge a lo largo del desarrollo de la adolescencia a través de un
aumento gradual en el nimero de células que es mayor y mas sostenido en las mujeres
gue en los hombres. Esta adicion de células en las hembras puede reflejar una diferencia
de sexo en la neurogénesis peripuberal en el locus coeruleus (Pinos, et al., 2001).

e En el nucleo periventricular anteroventral (AVPV) también se ha visto un agrandamiento
gradual durante el desarrollo adolescente en las hembras, el cual coincide con cambios
funcionales en la capacidad preovulatoria de LH durante la pubertad. No se sabe si la
diferencia de sexo en el volumen de AVPV se debe a diferencias en el nimero de células,
en el tamafo de las células, en las conexiones dendriticas 0 en alguna otra caracteristica
estructural de las neuronas de AVPV, sin embargo, se considera que no esta impulsado
por las hormonas gonadales puberales, ya que la ovariectomia prepuberal no evita que
surja la diferencia sexual durante la adolescencia (Davis, et al., 1996).

e En el volumen de la corteza visual primaria se presenta un sesgo masculino. Esta
diferencia sexual se produce como resultado de una mayor muerte celular en la corteza
visual femenina durante el desarrollo adolescente. Esta diferencia esta impulsada por las
hormonas puberales, dado que la ovariectomia prepuberal previene la muerte celular
gue ocurre normalmente y elimina la diferencia sexual en el nimero y volumen de células
adultas (Nuiez, et al., 2002).

Ademas de los cambios en las caracteristicas morfoldgicas generales, como en el volumen de
la materia gris y en el nimero de células, la remodelacion adolescente de las regiones corticales
y subcorticales también implica cambios en la organizacidn sinaptica tanto a nivel presinaptico
como postsinaptico. Se ha documentado que, en el cuerpo estriado y en la corteza prefrontal
de rata, los receptores de dopamina se encuentran sobre expresados durante el inicio de la
adolescencia temprana y luego se reducen mas tarde en la adolescencia. Por el contrario, los

receptores de dopamina en el nlicleo accumbens aumentan alrededor del inicio de la pubertad,
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pero no se reducen y permanecen elevados durante el desarrollo de la adolescencia hasta la
edad adulta. La sobreexpresion y la poda posterior de los receptores de dopamina son mas
pronunciados en organismos machos que en hembras, pero ningun proceso depende de las
hormonas gonadales puberales, ya que la gonadectomia prepuberal no altera el patron
dindmico de expresion del receptor de dopamina (Teicher & Hostetter, 1995; Andersen, et al.,
1997). En la corteza prefrontal medial, hay un aumento progresivo en la densidad aferente
desde la amigdala basolateral, que puede reflejar tanto el brote axonal de las neuronas de

proyeccion ya existentes como proyecciones nuevas (Cunningham & Benes, 2002).

En el hipocampo de ratones macho, la densidad de las espinas dendriticas aumenta al inicio de
la pubertad y luego disminuye durante la pubertad tardia, un patron de desarrollo que se
previene mediante la gonadectomia antes de la pubertad. Mientras que en el area preoptica de
la rata hembra peri-puberal, la densidad de espinas dendriticas aumenta, pero disminuye la

ramificacion dendritica, alrededor del momento de la apertura vaginal (Anderson, 1982).

Finalmente, en la médula espinal, las dendritas del nacleo espinal del bulbocavernoso se
elaboran durante el primer mes de vida posnatal y luego se retraen durante la adolescencia. La
retraccion dendritica es un evento independiente de los esteroides, ya que ocurre en ratas

gonadectomizadas al comienzo del desarrollo puberal (Goldstein & Sengelaub, 1990).

2. Justificacion

La obesidad es un trastorno metabdlico que a la fecha se ha relacionado con mdultiples
patologias en el ser humano. De acuerdo con esto, se han realizado numerosos estudios para
conocer el efecto de esta enfermedad en la fisiologia de distintos érganos y sistemas, no
obstante, es poca la informacion que se tiene respecto de si la obesidad promueve alteraciones
en la morfologia neuronal que pudieran repercutir en déficits cognitivos o emocionales. De
manera general, los estudios se han realizado en modelos animales adultos, por lo que los
hallazgos podrian en algin momento dado, explicar las complicaciones que genera la obesidad
en humanos adultos, no obstante, al ser México un pais en donde existe una alta tasa de
obesidad entre nifios y adolescentes es relevante tener informacién respecto del efecto de la

obesidad en individuos de corta edad, ya que, alrededor de la pubertad, existe un periodo critico
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de maduracion neuronal, en el cual, los fenbmenos de arborizacion y retraccion dendritica
promueven el establecimiento de circuitos neuronales funcionales, con los cuales los individuos
van a contar a lo largo de su vida. Por tanto, fue de interés para el presente estudio, evaluar las

posibles alteraciones de neurodesarrollo del sistema limbico.

3. Hipotesis

La obesidad genética de las ratas hembra y macho Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes
promueve alteraciones en la arborizacion dendritica la corteza media prefrontal y de la amigdala

basolateral.

4. Objetivo general

Analizar la arborizacion dendritica de las neuronas piramidales de corteza media prefrontal y de
la region basolateral de la amigdala durante el periodo critico de neurodesarrollo peripuberal en

el modelo de obesidad genética (ratas Zucker fa/fa hembras y machos).

5. Objetivos particulares

I.  Examinar las concentraciones séricas de estradiol y testosterona en las ratas Zucker
fa/fa prepuberes y postpuberes: estradiol en las ratas hembra y testosterona en las ratas
macho.

[I.  Examinar los parametros zoomeétricos: peso, talla y circunferencia abdominal de las ratas
Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes hembras y machos.

. Calcular el indice de obesidad de Lee de las ratas Zucker fa/fa preplberes y postpuberes
hembras y machos.

IV.  Medir los niveles séricos de glucosa, colesterol total y triglicéridos de las ratas Zucker
fa/fa prepuberes y postpuberes hembras y machos.

V. Medir los niveles séricos de corticosterona de las ratas Zucker fa/fa prepuberes y

postpuberes hembras y machos.
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VI.  Analizar la arborizacion, la longitud total y la densidad de espinas dendriticas de las
neuronas de corteza media prefrontal de ratas Zucker fa/fa prepluberes y postpuberes
hembras y machos.

VII.  Analizar la arborizacion, la longitud total y la densidad de espinas dendriticas de las
neuronas de la amigdala basolateral de ratas Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes

hembras y machos.

6. Material y métodos

Ratas Long
Evans y Zucker

fa/fa Concentraciones séricas
prepuberes y Medidas de glucosa, colesterol y Cortes Analisis de
postpuberes. zoométricas. triglicéridos. histolégicos. Sholl. Anélisis estadisticos.
’ ™ - A% P & ) ‘ e
) oo AX ’/ I =
c ol | wﬁ o8 @ . il
Evaluar Concentraciones Tincién de Dibujar Calcular densidad de
maduracién séricas de estradiol y Golgi-Cox. neuronas. espinas dendriticas.

sexual externa. testosterona.

Figura 11. Diagrama general del trabajo experimental.

6.1. Material bioldgico

Se utilizaron 12 ratas Long Evans (LE) prepuberes: 6 hembras de 30 dias de edad y 6 machos
de 35 dias de edad; 12 ratas de la cepa Zucker fa/fa prepuberes: 6 hembras de 30 dias de edad
y 6 machos de 35 dias de edad; 12 ratas Long Evans postpuberes de 60 dias de edad, 6 machos
y 6 hembras y 12 Zucker fa/fa postpuberes de 60 dias de edad, 6 machos y 6 hembras. Todas
las ratas se obtuvieron del Bioterio Claude Bernard de la Benemeérita Universidad Auténoma de
Puebla (BUAP) y se mantuvieron con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas con acceso a alimento
y agua ad libitum. Todos los procedimientos de este estudio se realizaron de acuerdo con las
normas técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales en el laboratorio expedido por
SAGARPA México (NOM 062 Z0O0-1999) y de acuerdo con el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

Los animales estuvieron bajo supervision continua por parte del Dr. Francisco Ramos Collazo.
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6.2. Evaluaciéon la maduracion sexual externa

De acuerdo con el grupo experimental, se procedi6 a evaluar la maduracion sexual externa, el

dia correspondiente se observo la apertura vaginal en hembras o la separacién balanoprepucial

en machos respectivamente (Lewis, et al., 2002) (Tabla 1).

6.3. Eutanasia

Posteriormente, las ratas fueron anestesiadas con una solucioén de Xilazina/Ketamina al 10%

considerando la dosis de 0.20 ml/100 gr de peso corporal y la administracion del anestésico via

intraperitoneal. Inmediatamente después, se recolecto 1 ml de sangre directamente del corazén,

el cual, una vez terminada la recoleccion de tejido nervioso de las ratas, se centrifugd a 3000

rom por 15 minutos para obtener el suero, el cual fue congelado a -70°C hasta su

procesamiento.

Edad prepuber Edad postpuber
(dias) (dias)
Hembras
LE
30
Hembras
Zucker fa/fa
60
Machos
LE
35
Machos
Zucker fa/fa

Tabla 1. Determinacién de la edad prepuber y postpuber. Edad prepuber antes de la apertura vaginal en hembras,

en machos antes de la separacion del balanoprepucial. Edad postpuberes en hembras después de la apertura

vaginal, en machos después de la separacion del balanoprepucial.
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6.4. Evaluacion de la maduraciéon sexual hormonal

6.4.1. Ensayo para medir la concentracion de estradiol en las ratas hembra

Para determinar la maduracion sexual mediante hormonas, se midieron los niveles en suero de
estradiol (E2) en las ratas hembra. Esta medicién se llevd a cabo utilizando el kit ELISA de la
marca Cayman (No. de catalogo: 501890) y de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
ensayo se basa en la competencia entre el estradiol nativo y un conjugado de estradiol-
acetilcolinesterasa (AChE) por una cantidad limitada de antisuero de estradiol. Debido a que la
concentracion de estradiol AChE se mantiene constante, mientras que la concentracion de
estradiol varia, la cantidad de AChE que puede unirse al antisuero de estradiol sera
inversamente proporcional a la concentracion de estradiol o en el pozo. EI complejo de
anticuerpo monoclonal de raton anti-lgG de conejo se encuentra adherido previamente al
pocillo. La placa se lava para eliminar los reactivos no unidos y se afiade al pocillo el reactivo
de Ellman (que contiene el sustrato de la AChE). El producto de esta reaccion enzimatica tiene
un color amarillo distintivo que absorbe fuertemente a 414 nm. La intensidad de este color
determinada espectrofotométricamente es proporcional a la cantidad de estradiol AChE unido
al pocillo, que es inversamente proporcional a la cantidad de estradiol nativo presente en el

pocillo durante la incubacion.

6.4.2. Ensayo para medir la concentracion de testosterona en ratas macho

También se evalud la etapa de desarrollo sexual de las ratas macho mediante la medicion de
los niveles de testosterona (T) en suero. Se utilizo el kit ELISA de la marca Cayman (No. de
catalogo: 582701) y de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este ensayo se basa en la
competencia entre la testosterona y un conjugado de testosterona-acetilcolinesterasa (AChE)
por una cantidad limitada de antisuero de estradiol. Debido a que la concentracion de
testosterona AChE se mantiene constante, mientras que la concentracion de testosterona varia,
la cantidad de AChE que puede unirse al antisuero de testosterona sera inversamente
proporcional a la concentracion de testosterona en el pozo. El complejo de anticuerpo
monoclonal de ratén anti-IgG de conejo se ha adherido previamente al pocillo. La placa se lava

para eliminar los reactivos no unidos y se afiade al pocillo el reactivo de Ellman (que contiene
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el sustrato de la AChE). El producto de esta reaccion enzimatica tiene un color amarillo distintivo
y se absorbe fuertemente a 405 nm. La intensidad de este color determinada
espectrofotométricamente es proporcional a la cantidad de testosterona AChE unido al pocillo,
gue es inversamente proporcional a la cantidad de testosterona presente en el pocillo durante

la incubacion.

6.5. Determinacion del fenotipo obeso

6.5.1. Medidas zoométricas

Para determinar las caracteristicas de obesidad de la rata Zucker fa/fa, se obtuvieron las
medidas zoomeétricas de cada animal, peso (gr), talla (cm) y circunferencia abdominal (cm) bajo
condiciones de anestesia profunda; ademas se calculo el indice de obesidad de Lee (Lee, 1929;

Novelli, et al., 2007; Arika, 2019) mediante la siguiente formula:

Jpeso (g)

Indice de Lee = talla (cm)

6.5.2. Ensayo para medir los niveles de glucosa en suero

Se cuantificaron los niveles de glucosa (GLU) en suero, utilizando el kit de quimica clinica marca
MEXLAB (Cod. 8001900) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La glucosa se
determind con el reactivo enzimatico que contiene una mezcla de las enzimas Glucosa Oxidasa
(GOD) y Peroxidasa (POD). En la primera etapa la glucosa es oxidada a acido gluconico por la
accion de la enzima GOD, liberandose como producto H2O>, el cual en una reaccion mediada
por la enzima POD que reacciona con el acido p-hidroxibenzoico y 4-aminoantipirina
produciéndose un compuesto coloreado con un maximo de absorcion de 505 nm. La intensidad
del color de la reaccién es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra. Se
mezclé 0.01 ml de la muestra de suero, de cada rata por separado, con 1 ml del reactivo
enzimatico y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente (20° a 25°C). Asimismo, para

la soluciéon estandar, se mezcld 1 ml del reactivo enziméatico con 0.01 ml de calibrador sérico
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VALTROL-C, que contiene 200 mg/dl de glucosa. Por ultimo, se calculd la concentracion de

glucosa de las muestras mediante las siguientes formulas:

Concentracion calibrador
Abs. calibrador

Factor =

Glucosa (mg/dl) = factor * absorbancia de la muestra

6.5.3. Ensayo para medir los niveles de colesterol

Se cuantificaron los niveles de colesterol total (CT) en suero, utilizando el kit de quimica clinica
marca MEXLAB (Cod. 8001215) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El colesterol
se determinG por accion de las enzimas colesterol éster hidrolasa y colesterol oxidasa. La
primera libera el colesterol de los ésteres de colesterol y la segunda oxida el colesterol libre
produciéndose peroxido de hidrogeno, el cual en presencia de la enzima peroxidasa reacciona
con el sistema cromogénico dando origen a un compuesto coloreado que absorbe a 505 nm.
Se mezclé 0.01 ml de la muestra de suero, de cada rata por separado, con 1 ml del reactivo
enzimatico y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente (>20°C). Asimismo, para la
solucion estandar, se mezclo 1 ml del reactivo enzimatico con 0.01 ml de calibrador sérico
VALTROL-C, que contiene 200 mg/dl de colesterol. Por ultimo, se calculé la concentracion de

colesterol de las muestras mediante las siguientes formulas:

Concentracion calibrador

Factor = Abs. calibrador

Colesterol total (mg/dl) = factor * absorbancia de la muestra

6.5.4. Ensayo para medir los niveles de triglicéridos

Los niveles de triglicéridos (TRG) se cuantificaron utilizando el kit de quimica clinica marca
MEXLAB (Cod. 8001900) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para determinar los niveles
de triglicéridos, las moléculas fueron hidrolizadas por una lipasa especifica liberando acidos
grasos Yy glicerol. El glicerol es fosforilado por la enzima gliceroquinasa y posteriormente, el

glicerol-1-fosfato es oxidado a dihidroxiacetona fosfato por la enzima glicerol-fosfato oxidasa,
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generdndose peréxido de hidrogeno. Posteriormente, en una reaccion del tipo Trinder, el
peroxido de hidrégeno reacciona con 4-aminoantipirina y el &cido 3,5-dicloro-2-
hidroxibencensulfénico para producir por medio de la enzima peroxidasa un compuesto
coloreado en cantidad proporcional a la concentracion de los triglicéridos presentes en la
muestra, midiéndose la absorbancia a 520 nm. Se mezclé 0.01 ml de la muestra de suero, de
cada rata por separado, con 1 ml del reactivo enzimético y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente (20° a 25°C). Asimismo, para la solucién estandar, se mezclé 1 ml del
reactivo enzimatico con 0.01 ml de calibrador sérico VALTROL-C, que contiene 200 mg/dl de
triglicéridos. Por ultimo, se calculé la concentracion de triglicéridos de las muestras mediante

las siguientes formulas:

Concentracion calibrador

Factor =
actor Abs. calibrador

Triglicéridos (mg/dl) = factor * absorbancia de la muestra

6.6. Ensayo para medir la concentracidén de corticosterona en suero

Para medir los niveles séricos de corticosterona (Cort) se utilizé el kit ELISA de la marca
Parameter™ (No. de catalogo: KGE009) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este
ensayo se basa en la técnica de union competitiva. Un anticuerpo policlonal especifico para la
corticosterona se une al anticuerpo anti-oveja de burro recubierto en la microplaca. Después de
un lavado para eliminar el exceso de anticuerpo policlonal, la corticosterona presente en una
muestra compite con una cantidad fija de corticosterona marcada con peroxidasa de rabano
picante por sitios en el anticuerpo policlonal. Esto es seguido por otro lavado para eliminar el
exceso de conjugado y muestra no unida. Se agrega una solucion de sustrato a los pocillos
para determinar la actividad enzimatica unida. El desarrollo del color se detiene y la absorbancia
se lee a 450 nm. La intensidad del color es inversamente proporcional a la concentracion de

corticosterona en la muestra.
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6.7. Tincion de Golgi-Cox

Aun en condiciones de anestesia profunda, las ratas fueron perfundidas intracardialmente con
solucion salina al 0.9% para eliminar el exceso de sangre del cerebro. Los cerebros fueron
removidos y almacenados con solucion de Golgi-Cox (Gibb & Kolb, 1998) en la cual
permanecieron durante 14 dias en total oscuridad, luego se reemplazé esa solucion con
solucion de sacarosa al 30% durante 3 dias antes de ser seccionados. Usando un vibratomo
semiautomatico (Leica), se obtuvieron cortes coronales de 200 um de espesor al nivel de
corteza media prefrontal (de 4.70 a 2.20 mm respecto de Bregma; ver anexo) y de amigdala
basolateral (de -1.80 a -3.30 mm respecto de Bregma; ver anexo) (Paxinos & Watson, 1997);
los cortes histolégicos fueron montados en portaobjetos gelatinizados (2%) y se mantuvieron
en una camara humeda durante toda una noche. Al dia siguiente, las laminillas fueron
incubadas durante 30 min en hidroxido de amonio, enjuagados y nuevamente incubados
durante 30 min en fijador rapido Kodak (Kodak, México). Inmediatamente después, el tejido se
lavo y se deshidraté utilizando soluciones de alcoholes ascendentes y xileno. Inmediatamente,
los cortes fueron fijados con resina sintética (Entellan) y dos dias después o hasta que la resina

estuvo seca, fueron analizados con microscopia Optica.

6.8. Analisis morfoldgico

Se seleccionaron 10 neuronas de corteza media prefrontal y 10 neuronas de amigdala
basolateral de cada cerebro (5 del hemisferio derecho y 5 del hemisferio izquierdo
respectivamente) de acuerdo con las coordenadas estereotaxicas que se muestran en el anexo.
Los criterios de seleccion de las neuronas incluidas en el andlisis fueron: 1) neurona con soma
tipico piramidal, 2) tincion 6ptima y 3) arboles dendriticos completos que no tuvieran dafio
aparente. Estas neuronas se dibujaron a una amplificacion de 400X utilizando una camara
IGcida adaptada a un microscopio DML 1000 Leica. Los arboles basilares y apicales se
analizaron por separado; mediante analisis de Sholl se analiz6 la arborizacidon dendritica,
brevemente, se colocd sobre el dibujo una lamina transparente de circulos concéntricos
equidistantes (10 um) y se contaron las intersecciones dendriticas por circulo concéntrico para
estimar la arborizacion. A partir de estos datos, se calcul6 la longitud dendritica total, que se

refiere a la suma de todas las intersecciones dendriticas y por orden de ramificacion (Silva-
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GoOmez et al., 2003; Flores et al., 2005). Ademas, se dibujaron segmentos dendriticos de tercer
orden con un aumento de 1000X para calcular la densidad de las espinas dendriticas, que es
el numero de espinas dendriticas con relacion a una longitud dendritica de 10 pum (sin importar

el tipo de espina dendritica).

6.9. Anadlisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de normalidad. Los datos de las pruebas
bioguimicas y las medidas zoométricas fueron analizados mediante una ANOVA de dos vias y
una prueba post hoc de Tukey considerando la cepa y la edad como medidas independientes.
El valor promedio de longitud dendritica y de la densidad de espinas dendriticas de cada region
cerebral y de cada animal se contd como medida unica para el andlisis de datos. Los datos
sobre la longitud dendritica total y la densidad de espinas dendriticas fueron analizados
mediante una prueba de ANOVA de dos vias y una prueba post hoc de Tukey. Por ultimo, los
datos del orden de ramificacion y de arborizacion dendritica fueron analizados mediante un
ANOVA de dos vias y una prueba post hoc de Tukey considerando el orden de ramificacion o
el circulo concéntrico segun corresponda y la cepa del grupo experimental como medidas

independientes. Para todos los analisis se utilizé el software Graph Pad 8.0.

7. Resultados

7.1. Concentraciones de estradiol y testosterona

Las ratas hembra LE postpuberes tienen un incremento en las concentraciones de estradiol
(E2) comparado con las ratas LE hembras prepuber. Asimismo, las ratas hembra Zucker fa/fa,
mostraron un aumento significativo en las concentraciones de estradiol, en comparacion con
las ratas hembra Long Evans (LE), esta diferencia se presenta tanto en el grupo prepuber, como
en el grupo postpuber (Figura 12 A; Interaccion: F, 12) = 0.083, P=0.7779; Edad: F(1, 12) = 16.24,
P=0.0017; Cepa: F, 12) = 28.84, P=0.0002). En cuanto a las concentraciones de testosterona

(T) enlos machos, no se observaron diferencias entre los machos Zucker fa/fa'y los machos LE
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ni por la edad (Figura 12 B; Interaccion: F, 12) = 0.0013, P=0.9718; Edad: F(, 12 = 0.0992,
P=0.7582; Cepa: F, 12 = 10.04, P=0.0081).
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Figura 12. Concentracion de hormonas sexuales. A) Estradiol en hembras. Se puede observar un aumento significativo en las
concentraciones de estradiol en las ratas hembra Zucker fa/fa, en comparacion de las Long Evans hembra, esta diferencia se
presenta tanto en el grupo prepuber, como en el grupo postpuber (**P=0.0082, *P=0.0168, *P=0.0432). B) Concentracion de

testosterona en machos. No se muestran diferencias significativas entre los grupos; (n= 4 por grupo).

7.2. Determinacion del fenotipo obeso: medidas zoométricas

7.2.1. Ratas hembra

Las ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes presentan un aumento significativo en
su peso corporal en comparacion con las ratas hembra LE (Figura 13 A; Interaccion: F(i20) =
0.2445, P=0.6264; Edad: F(1,20 = 466.1 , P<0.0001; Cepa: F(1,20=11.98, P=0.0025); en cuanto

a la talla corporal, no hay diferencias significativas entre los grupos (Figura 13 B; Interaccion:
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F@, 200 = 0.7258, P=0.4043 Edad: F(, 200 = 320.1, P<0.0001; Cepa: F(, 200 = 0.7258, P=0.4043).
Las ratas hembra Zucker fa/fa prepuber y postpuber tienen un indice de obesidad de Lee mayor
a 0.300 (Figura 13 C; Interaccién: Fq, 200 = 0.1161, P=0.7368; Edad: F,20)= 1.091, P=0.3087;
Cepa: F@, 20 = 22.65, P=0.0001), lo que las clasifica con obesidad. En los datos de
circunferencia abdominal se observé que las hembras prepuberes y postpuberes de la cepa
Zucker fa/fa, presentan un aumento significativo en comparacién con las ratas hembra LE
prepuberes y postpuberes respectivamente (Figura 13 D; Interaccion: Fa, 200 = 0.0857,
P=0.7768; Edad: F(, 20)= 18.80, P=0.0003; Cepa: F, 20)= 21.14, P=0.0001).
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Figura 13. Medidas zoométricas de ratas hembra. A) Peso, B) Talla, C) indice de obesidad de Lee, D) Circunferencia abdominal.
Se observa un aumento significativo en el peso de las ratas hembra prepuberes y postpuberes Zucker fa/fa. Asi mismo, estas
ratas presentan un indice de Lee mayor a 0.300 y un aumento significativo en la circunferencia abdominal, en comparacién con
las ratas LE (****P<0.0001, ***P=0.0004, **P=0.0088; n= 6 por grupo).

7.2.2. Ratas macho

Los machos ZDF prepuber y postpuber no presentan un aumento significativo en su peso

corporal en comparacion con los machos LE (Figura 14 A; Interaccion: F,20)= 2.121, P=0.1608;
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Edad: F,20=1.091, P=0.3087; Cepa: F(, 20 = 22.65, P= 0.0001); en cuanto a la talla corporal,
se observa una disminucion significativa en los machos postpuberes ZDF comparado con los
machos postpuberes LE (Figura 14 B; Interaccidn: Fq, 200 = 0.7258, P=0.4043 Edad: F, 20) =
320.1, P<0.0001; Cepa: F, 200= 0.7258, P=0.4043). Se observa que los machos prepuber y
postpuber ZDF tienen un indice de obesidad de Lee mayor a 0.300 (Figura 14 C; Interaccion:
F@, 20=0.1161, P=0.7368; Edad: F(1,20)= 1.091, P=0.3087; Cepa: F(, 20) = 22.65, P=0.0001), lo
gue los clasifica con obesidad. Por ultimo, se puede observar que en la circunferencia abdominal
los machos prepuberes y postpuberes de la cepa ZDF, presentan un aumento significativo en
comparacién con los machos LE prepuberes y postpuberes respectivamente (Figura 13 D;
Interaccion: F, 200 = 0.0857, P=0.7768; Edad: F(, 20) = 18.80, P=0.0003; Cepa: F(1, 20 = 21.14,
P=0.0001).
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Figura 14. Medidas zoométricas de ratas macho. A) Peso, B) Talla, C) indice de obesidad de Lee, D) Circunferencia abdominal.
No se observaron diferencias en el peso corporal; se observa una disminucién significativa en la talla corporal de las ratas
macho Zucker fa/fa postpuberes. El indice de Lee tanto en las ratas ZDF prepuberes como en las ZDF postpuberes es mayor
a 0.300. En la circunferencia abdominal los machos prepuberes y postpuberes de la cepa Zucker fa/fa presentan un aumento
en comparacion con las ratas LE (****P<0.0001; n= 6 por grupo).
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7.3. Determinacion del fenotipo obeso: quimica sanguinea

7.3.1. Ratas hembra

Los niveles de glucosa (GLU) (Figura 15 A; Interaccion: F, 20) = 0.2428, P=0.627; Edad: F(, 20
= 0.4260, P=0.5214; Cepa: F(, 200 = 64.04, P<0.0001), de colesterol total (CT) (Figura 15 B;
Interaccion: Fq, 200 = 7.097, P=0.0149; Edad: Fq, 200 = 4.682 P=0.0428; Cepa: Fq, 200 = 71.67,
P<0.0001) y de triglicéridos (TRG) (Figura 15 C; Interaccion: F, 20) = 7.701, P=0.0117; Edad:
F@, 200 = 0.13.25, P=0.0016; Cepa: F,20) = 252.0, P<0.0001) se observaron significativamente

mas altos tanto en las ratas hembra ZDF prepuberes y postpluberes en comparacién con las

ratas LE respectivas.
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Figura 15. Concentraciones séricas de A) Glucosa, B) Colesterol total y C) Triglicéridos de ratas hembra. Se observa que los
niveles de glucosa, colesterol total y triglicéridos son significativamente mas altos tanto en las ratas Zucker fa/fa prepuberes

como en las Zucker fa/fa postpuberes en comparacion con las ratas Long Evans respectivamente (**P=0.0004; ***P=0.0002

*#*xP<0.0001; N= 6 por grupo).
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7.3.2. Ratas macho

Los niveles de glucosa (GLU) (Figura 16 A; Interaccion: F, 20) = 7.263, P=0.139; Edad: F(, 20) =
0.1085, P=0.7453; Cepa: F,20=46.71, P<0.0001), de colesterol (CT) (Figura 16 B; Interaccion:
F@,20 = 2.706, P=0.1156; Edad: F,20) = 11.24 P=0.0032; Cepa: F(1,20 = 123.3, P<0.0001) y de
triglicéridos (TRG) (Figura 16 C; Interaccion: F, 20) = 1.157, P=0.2948; Edad: F(1, 20) = 4.388, P=
0.0491; Cepa: Fq, 200 = 296.2, P<0.0001) fueron significativamente mas altos en las ratas

prepuberes y postpuberes Zucker fa/fa macho en comparacién con las ratas macho LE.
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Figura 16. Concentraciones séricas de A) Glucosa, B) Colesterol total y C) Triglicéridos de ratas macho. Se observa que los
niveles de glucosa, colesterol total y triglicéridos son significativamente mas altos en las ratas macho Zucker fa/fa prepuberes

y postpuberes en comparacion con las ratas macho Long Evans (*P=0.0384; ****P<0.0001; n= 6 por grupo).

38



7.4. Concentracién de corticosterona en suero

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de corticosterona (Cort)
entre las ratas hembra prepuber y postpuber Zucker fa/fa y las ratas prepuber y postpuber LE
respectivamente (Figura 17A; Interaccion: F, 12 = 0.7423, P=0.4058; Edad: F(, 12) = 0.5125,
P=0.4878; Cepa: F(, 120 = 1.95, P=1875). Del mismo modo, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de corticosterona sérica entre los machos prepuberes y postpuberes
Zucker fa/fa 'y las ratas macho LE respectivas (Figura 17B; Interaccion: Fq, 12) = 1.75, P=0.2103;
Edad: Fq, 12 = 1.333, P=0.2708; Cepa: F(, 12) = 2.615, P=0.1318).

150 LE
mm ZDF
T
= 100
£
=)
£
t
Q
Q
= 50+
0 | |
Prepaber Postpuber
B
150 m LE
H ZDF
5100'
E
=)
£
t
o
(&)
= 50+
0
Prepuber Postpuber

Figura 17. Concentracién de corticosterona sérica en ratas A) Hembra y ratas B) Macho. No se observaron diferencias

significativas entre ninguno de los grupos; (n= 4 por grupo).

39



7.5. Morfologia dendritica de Corteza Media Prefrontal

7.5.1. Arborizaciéon dendritica
7.5.1.1. Ratas hembra

El arbol basilar de las neuronas de mPFC de ratas hembra Zucker fa/fa prepuber mostré un
menor numero de intersecciones dendriticas en los circulos concéntricos 2 y 11 (Figura 18 A;
Interaccion: Fa,350)= 1.322, P=0.1134; Circulo conceéntrico: Fas, 350 = 491, P<0.0001; Cepa: F,
350) = 7.320, P=0.0072) respecto de las neuronas de mPFC de ratas hembra LE, mientras que;
el arbol apical de las mismas neuronas no muestran diferencias significativas respecto de las
neuronas de las ratas hembra LE (Figura 18 B; Interaccion: Fao, 430y = 1.335, P=0.0843; Circulo
concéntrico: Faz, 430) = 136.5, P<0.0001; Cepa: F(, 430) = 23.11, P<0.0001). Por otro lado, las
hembras Zucker fa/fa postpuber también, muestran que el arbol basilar de las neuronas de
mPFC tienen un menor numero de intersecciones dendriticas en los circulos concéntricos 2, 6,
7, 8,9y 10 respecto de las neuronas de las ratas postpuber LE (Figura 19 A ; Interaccion: Fza,
350) = 1.892, P=0.0025; Circulo concéntrico: Fs, 350) = 551.2, P<0.0001; Cepa: F(1, 350) = 19.65,
P<0.0001), en cuanto a las intersecciones dendriticas del arbol apical de dichas neuronas,
tampoco se muestran diferencias significativas entre los grupos (Figura 19 B; Interaccion: Fuao,
430= 1.351, P=0.0759; Circulo conceéntrico: Faz, 430y = 127.8, P<0.0001; Cepa: F(, 4300 = 39.93,
P<0.0001).

7.5.1.2. Ratas macho

Las ratas macho Zucker fa/fa prepuberes, muestran que el arbol basilar (Figura 20 A;
Interaccion: Fs, 3500 = 0.5247, P=0.9878; Circulo concéntrico: Fs, 3500 = 571, P<0.0001; Cepa:
Fa, 3s0) = 1.824, P=0.1777) y el arbol apical (Figura 20 B; Interaccion: Fua2, 430) = 0.9662,
P=0.9662; Circulo concéntrico: Fz, 430)= 106.3, P<0.0001; Cepa: F(1, 430 = 4.281, P=0.0391) de
las neuronas de mPFC, no presentan diferencias significativas en comparacion con las ratas
macho prepuberes LE. En contraste, las ratas macho Zucker fa/fa postpuber, muestran que el
arbol basilar de las neuronas de mPFC tienen un menor numero de intersecciones dendriticas
en los circulos concéntricos del 8 al 10 respecto de las neuronas de mPFC de ratas postpuber
LE (Figura 21 A; Interaccion: Fgs, 3500 = 1.917, P=0.0021; Circulo conceéntrico: Fzas, 350) = 501.3,
P<0.0001; Cepa: F(1,350 = 12.75, P=0.0004), no obstante, en el arbol apical de dichas neuronas
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no se observan diferencias significativas entre los grupos (Figura 21B; Interaccion: Fo, 430) =
0.3667, P>0.9999; Circulo concentrico: Fuz, 430) = 26.48, P<0.0001; Cepa: F, 430) = 3.249,

P=0.0722).
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Figura 18. Arborizacion dendritica de las neuronas de mPFC en hembras prepuber. A) Arbol basilar. Se observan diferencias

significativas en el grupo de ratas Zucker fa/fa prepiberes en los circulos concéntricos 2 y 11 (*P=0.0279). B) Arbol apical. No

se observan diferencias significativas; (n= 6 por grupo).
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Figura 19. Arborizacién dendritica de las neuronas de mPFC en hembras postpuber. A) Arbol basilar. Se observan diferencias

significativas en las ratas Zucker fa/fa hembras postpuberes en los circulos concéntricos 2, 6, 7, 8, 9 y 10 (*P=0.0127). B) Arbol

apical.,

No se observan diferencias significativas; (n= 6 por grupo).
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Figura 20. Arborizacion dendritica de las neuronas de mPFC en ratas macho preplber. A) Arbol basilar.No hay diferencias

significativas entre los grupos. B) Arbol apical. No se observan diferencias significativas; (n= 6 por grupo).
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Figura 21. Arborizaciéon dendritica de las neuronas de mPFC en ratas macho postpuber. A) Arbol basilar. Se observan
diferencias significativas en la arborizacion dendritica de neuronas de las ratas Zucker fa/fa macho postpuberes al nivel de los
circulos concéntricos del 8 al 10 (*P=0.0317; **P=0.0005, ****P<0.0001). B) Arbol apical. No se observaron diferencias

significativas;

(n= 6 por grupo).
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7.5.2. Longitud dendritica total

7.5.2.1. Ratas hembra

En cuanto a la longitud dendritica total (LDT) en la mPFC, se observa una disminucion en la
region basilar de las neuronas en hembras Zucker fa/fa prepuber en comparacion con las
hembras LE prepuber. Ademds, se presenta un aumento en la LDT de las en ratas hembra
Zucker fa/fa postpuber en comparacion con las ratas hembra Zucker fa/fa prepuber (Figura 22
A; Interaccion: F(i, 200 = 7.604, P=0.0121; Edad: F(1, 20) = 6.469, P=0.0193; Cepa: F(, 20)= 1.926,
P=0.1805). En la regidén apical las ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes presentan una
disminuciéon en la LDT en comparacion con las neuronas de las ratas hembra LE prepuber; en
contraste, las hembras postpuberes Zucker fa/fa tiene un incremento en la LDT del arbol apical
de las neuronas de mPFC respecto de las neuronas de las ratas hembra LE postpuberes y las
ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes (Figura 22 B; Interaccion: Fi, 200 = 23.14, P=0.0001; Edad:
Fa. 20= 10.77, P=0.0037; Cepa: F, 20 = 0.1728, P=0.6820).

7.5.2.2. Ratas macho

Por otra parte, los machos Zucker fa/fa postpuberes exhiben un incremento significativo en la
LDT de la region basilar de las neuronas de mPFC (Figura 24 A; Interaccion: F, 200 = 12.20,
P=0.0023; Edad: F, 200 = 0.1312, P=0.7210; Cepa: F(, 200 = 21.94, P=0.0001). En la region
apical, no se presentan diferencias significativas al comparar los grupos experimentales (Figura
24 B; Interaccion: F(, 200 = 0.3634, P=0.5534; Edad: F(, 200 = 7.873, P=0.0109; Cepa: F(, 20) =
1.038, P=0.3204).
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Figura 22. Longitud dendritica total de las neuronas de mPFC de ratas hembra. A) Arbol basilar, se observa una disminucion
significativa en la longitud dendritica de las neuronas de las ratas hembra prepuberes Zucker fa/fa en comparacion con las ratas
hembra prepuberes Long Evans y un aumento en la longitud dendritica de las neuronas de las ratas hembra Zucker fa/fa
preplberes y postpuberes (*P=0.0381, **P=0.0064). B) Arbol apical, se presenta una disminucion en la longitud dendritica total
de las neuronas de las ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes en comparacion con las neuronas de las ratas Long Evans
prepuberes y un aumento en dicha variable de las neuronas de las ratas hembra Zucker fa/fa postpuberes y ratas hembra Long
Evans postpuberes (*P=0.0262, **P=0.0072, ****P<0.0001; n= 6 por grupo).
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Figura 23. Microfotografia de las neuronas de mPFC impregnadas de Golgi-Cox. A) LE hembra prepuber. B) Zucker fa/fa
hembra prepuber. C) LE hembra postpuber. D) Zucker fa/fa hembra postplber. Barra de escala, 50 pm.
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Figura 24. Longitud dendritica total de neuronas de mPFC en ratas macho. A) Arbol basilar, se observa un incremento

significativo en la longitud dendritica de las neuronas de las ratas macho Zucker fa/fa postpuber respecto de las ratas macho

Long Evans postpuberes (****P<0.0001). B) Arbol apical, no se presentan diferencias significativas entre los grupos; (n= 6 por

grupo).

48



— |
myDevice | 40x 50pm — )i

myDevice | 40x

Figura 25. Microfotografia de las neuronas de mPFC impregnadas de Golgi-Cox. A) LE macho prepuber. B) Zucker fa/fa macho
prepuber. C) LE macho postpuber. D) Zucker fa/fa macho postpuber. Barra de escala, 50 pm.

7.5.3. Densidad de espinas dendriticas
7.5.3.1. Ratas hembra

En la densidad de espinas dendriticas (DED), las ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes,
muestran que el arbol basilar de las neuronas mPFC, expresa una disminucioén en comparacion
con las neuronas de mPFC de las ratas hembra LE de la misma edad y de las ratas hembra
Zucker fa/fa postpuberes, también existe una disminucion de la misma variable entre las ratas
hembra LE postpuberes y las ratas hembra LE prepuberes (Figura 26 A; Interaccion: F, 20) =
23.25, P=0.0001; Edad: F(, 20 = 0.1028 P=0.7519; Cepa: F, 20 = 36.74, P<0.0001). En el arbol
apical, no se observan cambios significativos entre los grupos experimentales (Figura 26 B;
Interaccion: F, 20)= 3.653, P=0.0704; Edad: F(, 200= 1.722, P=0.2043; Cepa: F(, 20)= 0.09821,
P=0.7572).
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Figura 26. Densidad de espinas dendriticas de las neuronas de mPFC en ratas hembra. A) Arbol basilar. Las ratas hembra
Zucker fa/fa prepuberes muestran una disminucion significativa respecto de las ratas Long Evans prepuberes y las ratas Zucker
fa/fa postpuberes, también se observa una disminucion de la densidad de espinas dendriticas en las neuronas de las ratas
Long Evans prepuberes respecto de las postpuberes (****P<0.0001, *P=0.0223, **P=0.0082). B) Arbol apical. No se observan
diferencias significativas; (n= 6 por grupo).
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Figura 27. Microfotografia de las espinas dendriticas de mPFC impregnadas de Golgi-Cox. A) LE hembra prepuber. B) Zucker
fa/fa hembra prepuber. C) LE hembra postpuber. D) Zucker fa/fa hembra postpuber. Barra de escala, 20 pm.

7.5.3.2. Ratas macho

Se observa que las ratas macho Zucker fa/fa prepuber no tienen diferencias significativas en la
densidad de espinas dendriticas ni en el arbol basilar, ni apical de las neuronas de mPFC
(Figura 28 A; Interaccion: F(, 20)= 6.353, P=0.0203; Edad: F(1,20 = 0.2716, P=0.6080; Cepa: F(,
20 = 3.027, P=0.0972); no obstante, se observa un aumento significativo en dicha variable en el
arbol basilar y apical en las ratas macho Zucker fa/fa postpuberes en comparacion con las ratas
macho LE postpuberes y las ratas macho Zucker fa/fa prepuberes, (Figura 28 B; Interaccion:
Fa, 200= 5.836, P=0.0254; Edad: F(,20)= 3.750, P=0.0671; Cepa: F(, 20)= 27.40, P<0.0001).
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Figura 28. Densidad de espinas dendriticas de las neuronas de mPFC en ratas macho. A) Arbol basilar. Se observé un aumento
significativo de la densidad de espinas dendriticas en las neuronas de las ratas macho Zucker fa/fa postpuber en comparacion
de las ratas macho Long Evans postplber (*P=0.0321). B) Arbol apical. Las ratas macho Zucker fa/fa mostraron un aumento
en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas en comparacién con las neuronas de las ratas Long Evans postpuberes
y las ratas Zucker fa/fa prepuberes (***P=0.0001, *P=0.0279; n= 6 por grupo).
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Figura 29. Microfotografia de las espinas dendriticas de mPFC impregnadas de Golgi-Cox. A) LE macho prepuber. B) Zucker
fa/fa macho prepuber. C) LE macho postpuber. D) Zucker fa/fa macho postpuber. Barra de escala, 20 um.

7.6. Morfologia dendritica de Amigdala Basolateral

7.6.1. Arborizacién dendritica
7.6.1.1. Ratas hembra

En las neuronas del nucleo basolateral de la amigdala (BLA) de las ratas hembra Zucker fa/fa
prepuberes se observa una disminucion significativa en el nimero de intersecciones dendriticas
del arbol basilar al nivel del circulo concéntrico 2 (Figura 30 A; Interaccion: Fa, 350) = 0.5583,
P=0.9796; Circulo concéntrico: F@zas, 3500 = 281.2, P<0.0001; Cepa: F, 350y = 7.455, P=0.0066),
mientras que en el arbol apical no se observan diferencias significativas (Figura 30 B;
Interaccion: Fz, 430)= 0.1273, P>0.9999; Circulo concéntrico: Fz, 430)= 74.85, P<0.0001; Cepa:
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F@,430)= 46.58, P<0.0001). También se observé que las ratas hembra Zucker fa/fa postpuberes,
expresan una disminucion significativa en el niamero de intersecciones dendriticas del arbol
basilar al nivel de los circulos concéntricos del 2 al 8 (Figura 31 A; Interaccion: Fa, 350)= 3.774,
P<0.0001; Circulo concéntrico: F@a, 350) = 336, P<0.0001; Cepa: F(, 3500 = 27.81, P<0.0001);
mientras que en el arbol apical no se observan diferencias (Figura 31 B; Interaccion: Fz, 430) =
0.3424, P>0.9999; Circulo concéntrico: Fuaz, 430) = 130.7, P<0.0001; Cepa: F(1, 430) = 0.6460,
P=0.6460).

7.6.1.2. Ratas macho

Las ratas macho Zucker fa/fa prepuberes no muestran diferencias significativas el numero de
intersecciones dendriticas del arbol basilar de neuronas de la BLA (Figura 32 A; Interaccion:
F(as, 350) = 0.2349, P>0.9999; Circulo concéntrico: Fs, 350) = 624.6, P<0.0001; Cepa: F(, 350) =
3.217, P=0.0737), sin embargo, el arbol apical muestra una disminucion en el nimero de
intersecciones dendriticas al nivel del circulo concéntrico 11 (Figura 32 B; Interaccion: Fz, 430
= 0.3424, P>0.9999; Circulo conceéntrico: Fuz, 430y = 130.7, P<0.0001; Cepa: F(1, 430) = 0.6460,
P=0.6460). También, se observa que las ratas macho Zucker fa/fa postpuberes, presentaron
una disminucion significativa en el nUmero de intersecciones dendriticas del arbol basilar al nivel
de los circulos concéntricos 5 al 7 (Figura 33 A; Interaccion: F4, 3s0) = 1.464, P=0.0497; Circulo
concentrico: Fa, 350)= 178.5, P<0.0001; Cepa: F(, 350) = 21.05, P<0.0001); mientras que el arbol
apical de esas mismas neuronas presenta una disminucion en el niumero de intersecciones
dendriticas en el circulo concéntrico 5 (Figura 33B; Interaccion: Fap, 4300 = 1.112, P=0.2967;
Circulo concéntrico: Fua2, 430)= 115, P<0.0001; Cepa: F(, 430)= 6.076, P=6.076).
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Figura 30. Arborizacién dendritica de neuronas de BLA de ratas hembra preptber. A) Arbol basilar. Se observa una disminucion
significativa en el grupo de ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes al nivel del circulo concéntrico 2 (*P=0.0218). B) Arbol apical.
No se observan diferencias; (n= 6 por grupo).
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Figura 31. Arborizacion dendritica de neuronas de BLA de ratas hembra postplber. A) Arbol basilar. Se observan diferencias
significativas en los circulos concéntricos 2 al 8 (*P=0.0011, ***P=0.0001, ****P<0.0001). B) Arbol apical. No se observan

diferencias; (n= 6 por grupo).
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Figura 32. Arborizacion dendritica de neuronas de la BLA de ratas macho prepuber. A) Arbol basilar. No se evidencian
diferencias significativas. B) Arbol apical. Se presenta una disminucion al nivel del circulo concéntrico 11; (n= 6 por grupo).
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Figura 33. Arborizacién dendritica de neuronas de la BLA de ratas macho postpuber. A) Arbol basilar. Se observan diferencias
significativas en las ratas macho Zucker fa/fa postpuberes al nivel de los circulos concéntricos 5 al 7 (*P= 0.0360). B) Arbol
apical. No se encontraron diferencias significativas; (n= 6 por grupo).

7.6.2. Longitud dendritica
7.6.2.1. Ratas hembra

En lo que respecta ala LDT de las neuronas de BLA, se observo que las los arboles dendriticos
basilar y apical de las neuronas de BLA de las ratas hembra LE y Zucker fa/fa prepuberes

expresan una longitud dendritica significativamente menor que los arboles dendriticos de las
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neuronas de las LE y Zucker fa/fa postpuberes (Figura 34 A; Interaccion: F, 20 = 5.475,
P=0.0298; Edad: F, 200 = 70.69, P<0.0001; Cepa: F, 200 = 1.951, P=0.1778; Figura 34 B;
Interaccion: F, 200= 2.081, P=0.1646; Edad: F, 20) = 38.92, P<0.0001; Cepa: F(, 200 = 0.5241,
P=0.4775).
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Figura 34. Longitud dendritica total de los arboles dendriticos de las neuronas de BLA de ratas hembra. A) Arbol basilar
(*P=0.0381, **P=0.0064). B) Arbol apical (*P=0.0262, *P=0.0072, ****P<0.0001). En ambos arboles dendriticos, se observa que
la longitud es significativamente menor en las neuronas de las ratas LE y Zucker fa/fa prepuberes respecto de las ratas LE y
Zucker faf/fa postpuberes, respectivamente; (n= 6 por grupo).
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Figura 35. Microfotografia de las neuronas de BLA impregnadas de Golgi-Cox. A) LE hembra prepuber. B) Zucker fa/fa hembra
prepuber. C) LE hembra postpuber. D) Zucker fa/fa hembra postpuber. Barra de escala, 50 um.

7.6.2.2. Ratas macho

En las ratas macho Zucker fa/fa postpuber, la longitud dendritica de los arboles basilares de las
neuronas de BLA, es significativamente menor en comparacion con las mismas neuronas de
las ratas macho Zucker fa/fa prepuber y las ratas macho LE postpuber (Figura 36 A; Interaccion:
F@,20= 11.5, P=0.0029; Edad: F(, 200 = 11.26, P=0.0031; Cepa: F(1, 20 = 1.802, P=0.1945). En
cuanto a los arboles dendriticos apicales, las neuronas de las ratas macho LE postpuberes
muestran una disminucién en comparacion con las neuronas de las ratas LE prepuberes; del

mismo modo, las ratas macho Zucker fa/fa postpuberes expresan arboles dendriticos apicales
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de menor longitud respecto de las neuronas de las ratas macho Zucker fa/fa prepuberes (Figura
36 B; Interaccion: F(, 200 = 0.0165, P=0.8990; Edad: F, 20y = 25.26, P<0.0001; Cepa: F(, 20) =
10.93, P=0.0035).
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Figura 36. Longitud dendritica total de las neuronas de BLA de ratas macho. A) Arbol basilar. Se observé una disminucion
significativa en la longitud de las neuronas de las ratas macho Zucker prepuber en comparacion con las ratas Long Evans
postpuberes y las ratas macho Zucker fa/fa preplberes (*P=0.0381, ***P=0.0064). B) Arbol apical. Se observa una disminucion
en la longitud de las neuronas de las ratas macho Zucker fa/fa postpuberes en comparacion con las ratas macho Zucker fa/fa
prepuberes; asi mismo, se observa una disminucion en el grupo de ratas Long Evans postpuberes en comparacion con las
ratas Long Evans prepuberes (*P=0.0262, **P=0.0072, ****P<0.0001; n= 6 por grupo).
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Figura 37. Microfotografia de las neuronas de BLA impregnadas de Golgi-Cox. A) LE macho prepuber. B) Zucker fa/fa macho
prepuber. C) LE macho postpuber. D) Zucker fa/fa macho postpuber. Barra de escala, 50 pm.

7.6.3. Densidad de espinas dendriticas
7.6.3.1. Ratas hembra

Respecto de la DED, tanto el arbol basilar como el arbol apical de las neuronas de BLA de las
ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes, muestran un incremento significativo en comparacion
con las ratas LE prepuberes (Figura 38 A ; Interaccion: F, 20) = 13.41, P=0.0015; Edad: F(1, 20
= 2.920 P=0.1029, Cepa: F(, 20) = 3.343, P=0.0825; Figura 38 B; Interaccion: F, 20 = 15.90,
P=0.0007; Edad: F, 20)= 1.754, P=0.2003; Cepa: F(, 20)= 2.653, P=0.1190).
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Figura 38. Densidad de espinas dendriticas de las neuronas de BLA de ratas Zucker fa/fahembra. A) Arbol basilar (**P=0.0057,
**P=0.0047). B) Arbol apical (**P=0.0039, **P=0.0063). En ambos arboles dendriticos se observa un aumento significativo en el
numero de espinas dendriticas de las Zucker fa/fa prepuber en comparacion con las ratas Long Evans prepuber, también se
observa que en el grupo de ratas Long Evans postpuber, muestran una mayor densidad de espinas dendriticas en comparacién
con las ratas LE de edad prepuber; (n= 6 por grupo).
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Figura 39. Microfotografia de las espinas dendriticas de BLA impregnadas de Golgi-Cox. A) LE hembra preplber. B) Zucker
fa/fa hembra prepuber. C) LE hembra postpuber. D) Zucker fa/fa hembra postpuber. Barra de escala, 20 pm.

7.6.3.2. Ratas macho

Por otro lado, las ratas macho Zucker fa/fa postpuber, expresan una disminucion en la DED del
arbol dendritico basilar de las neuronas de BLA, en comparacion con los mismas neuronas de
las ratas macho Zucker fa/fa prepuber (Figura 40 A; Interaccion: F, 200= 1.706, P=0.2063; Edad:
F@, 200 = 15.78, P=0.0008; Cepa: F(, 20 = 0.4950, P=0.4898); también el arbol apical de las
neuronas de las ratas macho LE asi como de las neuronas de las ratas macho Zucker fa/fa
postpuber, expresa una disminucion en la DED, cuando se compara con lo observado de las
neuronas de las ratas LE y Zucker fa/fa prepuber respectivamente (Figura 40 B; Interaccion:
Fa, 20= 0.3426, P=0.5649; Edad: F(1,20)= 111.9, P<0.0001; Cepa: F(, 20 = 0.0719, P=0.7912).
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Figura 40. Densidad de espinas dendriticas de las neuronas de BLA de ratas macho. A) Arbol basilar, se presenta una
disminucion significativa en el nimero de espinas dendriticas de las neuronas de las ratas Zucker fa/fa postpuber en
comparacion con las neuronas de las ratas Zucker fa/fa prepiber (**P=0.0066). B) Arbol apical, se presenta una disminucion
significativa en el numero de espinas dendriticas de las neuronas de las ratas macho Zucker fa/fa postpuberes respecto de las
neuronas de las ratas Zucker fa/fa prepuberes, ademas de una disminucién en las neuronas de las ratas macho Long Evans
postpuberes en comparacion con las ratas macho LE prepuberes (****P<0.0001; n= 6 por grupo).
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Figura 41. Microfotografia de las espinas dendriticas de BLA impregnadas de Golgi-Cox. A) LE macho prepuber. B) Zucker fa/fa
macho prepuber. C) LE macho postpuber. D) Zucker fa/fa macho postpuber. Barra de escala, 20 pm.
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8. Discusioén

Este estudio constituye la primera investigacion que documenta modificaciones en la
arborizacion dendritica y en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de
la capa V de la mPFC y de la BLA durante el desarrollo peripuberal de las ratas Zucker fa/fa.
En conjunto, los resultados observados respecto de la arborizacion dendritica de neuronas de
la mPFC y de la BLA sugieren que los procesos de remodelacion dendritica son dependientes

de la edad, del sexo y de la obesidad.

Los resultados que muestran un aumento en los parametros zoométricos de las ratas Zucker
fa/fa, tanto en hembras como en machos, en las etapas prepuUberes y postpuberes, son
consistentes con un estado de obesidad, conforme a la clasificacion establecida por Lee (1929).
Estas ratas también presentaron concentraciones elevadas de glucosa, de colesterol total y de
triglicéridos en suero. Debido a la mutacién "fatty” que presentan las ratas Zucker fa/fa, la
leptina no puede unirse al receptor ObRDb, por lo tanto, no se activan las vias de sefializacion
JAK-STAT, PI3K-Akt y AMPK (Villanueva & Myers, 2008), lo cual promueve en estos
organismos hiperlipidemia, hipercolesterolemia, hiperinsulinemia e hiperglucemia, ademas de
hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo (Takemasa et al., 1999). Ademas, nuestros datos
concuerdan con lo reportado por Fumiki et al. (2005), quienes establecen que el fenotipo de
obesidad en las ratas Zucker fa/fa se manifiesta después de la tercera semana de vida. De
acuerdo con nuestros resultados se sugiere que las ratas hembra y macho Zucker fa/fa
prepuberes y postpuberes son propensas a desarrollar alteraciones metabolicas asociadas con
la obesidad, tales como estrés oxidativo, inflamacion y disfuncion mitocondrial, lo que puede
contribuir a la pérdida neuronal y a la disminucion de la plasticidad neuronal (Mergenthaler, et
al., 2013).

En cuanto a las concentraciones de testosterona, se establece que la etapa puberal en las ratas
macho inicia con la separacion del balano prepucial y la produccion de espermatozoides,
alrededor de los dias 49 y 56 postnatales, y que el el pico de testosterona de testosterona para
alcanzar la maduracion sexual se presenta alrededor de los dias 63 y 70 posnatales (Ojeda &
Skinner, 2006; Fuochi, 2022). Esto puede explicar porque no tuvimos diferencias significativas
en las concentraciones de testosteronas entre los individuos LE y Zucker fa/fa prepuberes y

postpuber; no obstante, se observé que los machos Zucker fa/fa de ambas etapas presentan
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una tendencia al incremento en la concentracion de testosterona, por lo que consideramos
necesario aumentar la n para confirmar la informacion. Se sabe que la testosterona es esencial
para el metabolismo de carbohidratos, de grasas y de proteinas, y que juega un papel crucial
en modular la composicién corporal y la masa muscular de los machos (Sebo & Rodeheffer,
2021). En diversos estudios se ha demostrado que la administracion endégena de testosterona
y de testosterona unida a la albumina sérica bovina (testosterona-BSA) provocan el aumento
en la captacion de glucosa dependiente del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) a través
de la via de sefializacion LKB1/AMPK en adipocitos3T3-L1, musculo esquelético y
cardiomiocitos (Sato, et al., 2008; Wilson, et al., 2013; Mitsuhashi, et al., 2016). Comprobando
asi que las concentraciones séricas de testosterona en machos pueden estar asociadas con
trastornos metabdlicos (Laaksonen, et al.,, 2004). En ratas macho Zucker obesas de 22
semanas de edad, se evaluaron los efectos cardiovasculares y metabdlicos del tratamiento
cronico de testosterona durante 10 semanas. Se observo una disminucion en los niveles
plasmaticos de insulina y colesterol, asi como una mejora en la prueba de tolerancia oral a la
glucosa. Estos hallazgos sugieren que, la terapia con testosterona podria ser considerada como
un tratamiento del sindrome metabdlico, aunque se requieren mas estudios en humanos para

confirmar estos resultados (Davis, et al., 2012).

En contraste, las ratas hembra Zucker fa/fa prepuber y postpuber presentan mayor
concentracion de estradiol en comparacién con las ratas hembra LE, este aumento podria
deberse al incremento del tono simpatico, mostrado como el incremento de las fibras
catecolaminérgicas del ovario (Puga Y Colmenares, et al.,, 2021). Se ha demostrado que el
estrés provocado por ejercicio intenso o dolor fisico, por ejemplo, puede inhibir la funcion ovarica
debido a la activaciéon de los nervios simpaticos, reflejandose en el incremento de la secrecién
de estradiol (Uchida, et al., 2019). Sumado a ello, la concentracion elevada de estradiol también
podria estar influyendo en los parametros zoométricos y de las concentraciones séricas de
glucosa, colesterol y triglicéridos en las hembras Zucker fa/fa, debido a que los estrégenos
desempefian un papel crucial en el metabolismo del tejido adiposo (Kim, et al., 2014). Dicho
tejido, influye en el equilibrio energético y en la homeostasis de la glucosa mediante diversas
vias de sefalizacion metabdlica, en las que mediante la activacion de los receptores de

estrégenos se altera la actividad de enzimas lipoliticas y/o lipogénicas, asi como el metabolismo
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de &cidos grasos libres y la produccion de adipocitoquinas (Figura 42) (Barros & Gustafsson,
2011; Mauvais-Jarvis, et al., 2013).
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Figura 42. Mecanismo de regulacién estrogénica en la homeostasis glucémica. El E2 (estradiol) puede atenuar la lipdlisis en el
tejido adiposo mediante la regulacion al alza del receptor adrenérgico (a2AR) y la regulacion a la baja de LPL (lipoproteina
lipasa) a través del receptor de estrogeno a (Era). Ademas, los estrégenos pueden mejorar la expresion de la lipasa sensible a
hormonas (HSL), una enzima que regula la lipdlisis en el tejido adiposo. Una disminucién en la circulacion de FFA (acidos
grasos libres) como resultado del incremento de E2 puede ser un contribuyente importante para la proteccion contra la
resistencia sistémica a la insulina y DM2. Aunque la expresion y/o actividad mejorada de HSL aumenta la liberacion de FFA en
la sangre, el efecto de los estrégenos en la lipdlisis mediada por HSL puede depender de la presencia de catecolaminas (Imagen
tomada y modificada de Kim, et al., 2014).

En cuanto a la morfologia neuronal en la mPFC, se observan diferencias en las ratas hembra
Zucker fa/fa prepuberes en comparaciéon con el grupo control. Primero, experimentan una
disminucién en la LDT y en la DED. Posteriormente, en la etapa postpuber, se registra un
incremento en estas variables. Este patrén sugiere que las ratas hembra Zucker fa/fa
experimentan alteraciones en el neurodesarrollo peripuberal, debido a que durante la transicion
de la edad prepuber a la postpuber, se presenta una elongacién dendritica, que no es propia

del neurodesarrollo normal.
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Ademas, en la edad postpuber, se registra una disminucién en el nimero de intersecciones
dendriticas, lo que sugiere un proceso de remodelacién dendritica. Este patrén no coincide con
las observaciones de Koss y colaboradores (2014), quienes reportaron un aumento significativo
en la LDT y en la DED en neuronas de la mPFC durante el periodo juvenil (20 y 35 dias de
edad) y, posteriormente, una poda de espinas dendriticas basales en ambos sexos, junto con
una retraccion dendritica especifica en las hembras durante el periodo adolescente (35 y 90
dias de edad).

En las neuronas de la mPFC de las ratas macho Zucker fa/fa postpuber, se observé un aumento
de la LDT, al nivel del arbol basilar y un aumento en la DED en ambos arboles dendriticos, lo
cual no se presenta en los machos LE. Estas diferencias indican que, los machos Zucker fa/fa,
al pasar de la edad prepuber a la edad postpuber, al igual que las hembras Zucker fa/fa,

presentan alteraciones del neurodesarrollo peripuberal normal.

En presencia de un receptor de leptina funcional, la hormona inhibe la formacion de dendritas
al activar la calcineurina y facilitar la endocitosis de los AMPAR que carecen de GIuA2 (Valerio,
et al., 2006; O’Malley et al., 2007). Ese mecanismo de regulacion de la arborizacion dendritica
es ausente en las ratas Zucker fa/fa debido a la mutacion del receptor, por tanto, sugerimos que
a partir de ello se facilita la elongacion dendritica y el aumento de las espinas dendriticas
observado con nuestros resultados. Ademas, la ausencia de endocitosis de AMPAR podria
resultar en una potenciacion a largo plazo (LTP) y una sobre excitabilidad neuronal (Raynaud
et al., 2013), lo que podria desencadenar una sobre activacion de las GTPasas: RhoA, Rac y
Cdc42, las cuales regulan la morfogénesis dendritica al influir en la formacion de filamentos de

actina y en la remodelacion del citoesqueleto (Elia et al., 2006).

Otro factor que podria estar contribuyendo en la expresion de retraccion dendritica en las
neuronas del mPFC es la dinAmica de los receptores NMDA y la subunidad GIuA2 del AMPAR.
Estudios indican que, estos receptores alcanzan su punto maximo de expresion alrededor de
los dias 28-30 de edad y experimentan una disminucién hacia el dia 60 (Murphy et al., 2012).
Ademas, el aumento de fibras dopaminérgicas en la mPFC entre los dias 20 y 60 de vida,
coincide con el pico de densidad de receptores de dopamina D1y D2 en los dias 40-60 de vida
(Brenhouse et al., 2008).
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Paralelamente, y en relacion con la BLA, cuando las hembras Zucker fa/fa pasan de la etapa
prepuberal a la postpuberal, exhiben una elongacién dendritica similar a la observada en las
ratas hembra LE, pero muestran una tendencia a la disminucién de la DED. Esta disminucion
en la DED podria deberse principalmente a que la mutacion “fatty” conlleva a una resistencia a
la leptina, lo que a su vez provoca alteraciones en todas las funciones reguladas por esta
hormona (Paz-Filho, 2016). Estudios previos reportan que, en un estado de obesidad donde
hay deficiencia de leptina, los individuos tienen mayor preferencia por alimentos apetitosos, con
alto contenido de azucares y grasas (Farooqi, et al., 2007), destacando asi, que la leptina influye
en la toma de decisiones hacia los malos habitos alimenticios y la presencia de receptores de
leptina en varias regiones del SNC (Zhong, et al., 2022), incluidas las redes cerebrales
relacionadas con la recompensa, el placer y la adiccion como son: el estriado ventral y dorsal,

amigdala, corteza orbitofrontal y corteza media prefrontal (Schloegl, et al. 2011).

También se sabe que la leptina tiene una participacion mas alla de la homeostasis energética 'y
del comportamiento alimentario (Doherty et al., 2013), actia como un factor neurotrofico que
tiene la capacidad de promover remodelacion neuronal, que incluye una disminucion en la
densidad de filopodios dendriticos y en la formacion de espinas dendriticas de la corteza media

prefrontal y la amigdala basolateral (Han et al., 2003; Ates et al., 2014).

En cuanto a los machos Zucker fa/fa, se observa una remodelacion dendritica y una disminucién
en la LDT y en la DED, especificamente en la region basilar de las neuronas de BLA, al pasar
de la edad prepuber a la postpuber. La diferencia observada entre los arboles dendriticos se
debe a que las dendritas apicales y basales de las células piramidales actian como
compartimentos dendriticos separados, segun estudios previos (Yuste et al.,, 1994). Estos
compartimentos ocupan capas cerebrales distintas y son objetivos de axones de diferentes
regiones corticales y subcorticales, lo que implica que reciben informacién de fuentes diversas
(Spratling, 2002).

En un estudio sobre los NMDAR en la corteza prefrontal de ratas, se encontré que la capa Il de
la mPFC, donde se ubican las dendritas apicales, tiene una mayor abundancia de receptores
NMDA en comparacion con otras capas de la misma corteza (Rudolf, et al. 1996). En contraste,

los AMPAR, responsables de transmitir sefiales talamicas, se encuentran principalmente en las
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dendritas basales y en el soma, protegiendo a las neuronas de neurotoxicidad por glutamato y

estimulando la expresion del factor de crecimiento derivado del cerebro (Cerqueira, et al., 2007).

Es importante destacar que, tanto en la corteza media prefrontal, como en la amigdala
basolateral, hay diferencias sexualmente dimérficas entre las ratas Zucker fa/fa, lo cual podria
sugerir que las hormonas esteroideas también estan influyendo en el desarrollo dendritico
peripuberal. Se ha comprobado que el estradiol y la testosterona pueden modular la plasticidad
neuronal, debido a la alta expresién de sus receptores, ER-a y AR respectivamente, en el SNC
(Toran-Allerand, 2004; Been, 2022), a las interacciones con neurotransmisores (Lu, etal., 2019;
Kuwahara, et al., 2021) y a la activacion de las vias de sefializacion neuronal (Shin, et al., 2019).
Hay evidencia de acciones neurotréficas y neuroprotectoras del estrégeno, a partir de la
capacidad de activar rapidamente a las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) y
a la via fosfoinositol-3-cinasa (PI3K)-proteina quinasa B (Akt) (Brann, et al., 2007). Asi mismo,
se ha evidenciado que el estrogeno incrementa la expresion génica de NMDAR1 y NMDAR2b
y potencia las sefales de calcio dependientes de NMDA en espinas y dendritas (Pozzo-Miller &
Murphy, 1999). Ademas de, aumentar la sensibilidad neuronal a la entrada excitatoria, el
estrégeno transitoriamente suprime la inhibicion mediada por GABAA, implicando que la
desinhibicion de estas células es un componente de la accion del estrogeno en la plasticidad
sinaptica (Murphy & Segal, 1998). Por otro lado, un estudio reciente realizado por Sakthi, et al.
(2022) muestra que la presencia de testosterona parece potenciar la actividad de las proteinas
asociadas a los microtubulos de actina y la PSD-95 lo cual se relaciona con una mejora
concomitante en la capacidad de aprendizaje y memoria, posiblemente a través de la expresion
de NMDAR.

Con el fin de descartar la posibilidad de un estado de estrés crénico en las ratas Zucker fa/fa,
gue pudiera estar influyendo tanto en los resultados de morfologia dendritica, como en los
resultados del fenotipo obeso (Foss & Dyrstad, 2011), se midieron los niveles de corticosterona
en suero. Los resultados indicaron que las ratas hembra y macho Zucker fa/fa prepuberes y
postpuberes no presentan concentraciones elevadas de corticosterona. Esto contrasta con los
hallazgos de Timofeeva y colaboradores (2002), quienes informaron que las ratas Zucker fa/fa
de 42 dias de edad tienen niveles altos de corticosterona, debido a la sobre activacion de las

neuronas hipotalamicas que secretan a la CRH. Nuestros resultados sugieren que, en edades
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mas tempranas, cuando el estado de obesidad no esta tan avanzado, aun no se han producido
suficientes alteraciones metabdlicas, por lo cual no se sobreactiva el eje hipotalamico-

hipofisario-adrenal.

En el contexto especifico de nuestro modelo de estudio, las diferencias observadas en el
neurodesarrollo peripuberal podrian no solo vincularse al fenotipo obeso presente, sino también
a otras variables que afectan directa o indirectamente la plasticidad neuronal. De acuerdo con
esto, se sugiere analizar el efecto de las hormonas sexuales en los eventos de neurodesarrollo,
a partir de animales gonadectomizados. Ademas, de cuantificar la expresion de receptores
NMDA y AMPAY llevar a cabo pruebas electrofisioldgicas para evaluar la excitabilidad neuronal.
Asimismo, se sugiere analizar la expresion de actina y de tubulina para determinar la estabilidad

del citoesqueleto y su participacion en la elongaciéon de dendritas y de espinas dendriticas.
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9. Conclusiones

Las ratas hembra y macho Zucker fa/fa, prepluberes y postpuberes, presentan
parametros zoométricos indicativos de obesidad y concentraciones elevadas de glucosa,
colesterol y triglicéridos en suero.

Las ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes presentan elevadas
concentraciones de estradiol.

Las ratas hembra Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes presentan alteraciones en la
morfologia dendritica de las neuronas de mPFC y de BLA.

Las ratas macho Zucker fa/fa prepuberes y postpuberes presentan alteraciones en la

morfologia dendritica de las neuronas de mPFC y de BLA.
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Figura 43. Cortes coronales al nivel de mPFC. Coordenadas respecto a respecto de Bregma de A) 4.70 mm. a B) 2.20 mm.
Corteza prefrontal medial region prelimbica (PL).
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Figura 44. Cortes coronales al nivel de BLA. Coordenadas respecto a respecto de Bregma de A) -1.80 mm. a B) -3.30 mm.
Amigdala basolateral (BLA).
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