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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica que resulta de un desequilibrio entre la ingesta
y el gasto energético, caracterizada por un exceso de almacenamiento de grasa debido
al consumo de alimentos altos en calorias y la falta de actividad fisica. En el animal con
normopeso, la leptina actia en el nucleo arcuato (ARC) para regular la ingesta de
alimentos, y en el nucleo anteroventral paraventricular (AVPV) para influir en la funcion
reproductiva, especialmente a través de neuronas kisspeptidérgicas que expresan
receptores a la hormona. Sin embargo, en la obesidad, la sefial leptinérgica puede
verse modificada, tal es el caso de la rata Zucker obesa, en la que se presenta una
mutacién en el receptor de la leptina, que por ende modifica la sefializacién de esta
hormona para la regulacion de la funcidbn metabdlica y reproductiva. Por lo que el
presente estudio tuvo como finalidad analizar el nUmero de células en los nucleos
arcuato y anteroventral paraventricular del hipotalamo de ratas hembra Zucker obesas,
con la finalidad de dilucidar si este modelo de obesidad presenta cambios en estos

nucleos cerebrales asociados a la regulacion de la reproduccion y el metabolismo.

Los resultados del presente trabajo indican que el fenotipo obeso presenta
mayor peso corporal, circunferencia abdominal e incremento en el indice de Lee lo que
confirma la presencia de obesidad. En los animales obesos el analisis cuantitativo de
las neuronas presentes en ambos hemisferios del ndcleo AVPV no mostré ningun
cambio en comparacion con el grupo delgado; sin embargo, en el nicleo ARC de los
animales obesos se encontr6 un mayor numero de células en comparacion con el
animal delgado. Un dato importante a resaltar es que se observé un mayor nimero de

células en el hemisferio derecho del nicleo ARC en comparacion con el lado izquierdo.

Estos resultados nos permiten postular que la mutacion en los receptores de
leptina presentes en nuestro modelo animal resulta en cambios en la sefalizacion del
nucleo AVPV, probablemente alterando la respuesta de las células kisspeptidérgicas,
ya que son las neuronas de relevo entre las sefiales de leptina y la secrecion de GnRH,
lo que daria como resultado desordenes reproductivos, que ya han sido reportados en
la rata Zucker obesa. En el nucleo ARC el incremento en el nimero de células en el

animal con fenotipo obeso puede deberse a la accion de la Interleucina 6, citocina que



se ha reportado incrementada en modelos de obesidad, dicha interleucina potencia la
proliferacion celular en este nudcleo, debido a que promueve un aumento en la
expresion de los transcriptos de Sox6 y Sox2, que codifican factores de transcripcion

involucrados en la neurogénesis.

Nuestros resultados confirman que la rata Zucker a los 90 dias de edad presenta
obesidad, caracterizada por un incremento en el peso y en el indice de Lee; ademas,
no hay cambios en el nimero de células a nivel del nicleo AVPV pero si en el nucleo
ARC, lo que podria explicar las alteraciones metabdlicas y reproductivas en estos

individuos.



INTRODUCCION

La obesidad es un padecimiento cronico de etiologia multifactorial que se desarrolla por
un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, se caracteriza por un exceso en
el almacenamiento de lipidos en forma de adipocitos, consecuencia de un aumento en
el consumo de alimentos de alta densidad energética combinado con una escasa
actividad fisica (Alvarez-Castro et al., 2011; Blancas-Flores et al., 2010). En la
etiopatogenia de esta enfermedad se reconocen factores genéticos, ambientales,
metabdlicos y endocrinoldgicos (Moreno, 2012). A pesar de ello, solo del 2 al 3% de las
personas obesas tendria como causa, alguna patologia endocrinolégica, entre las que
destacan el hipotiroidismo, el sindrome de Cushing, el hipogonadismo y las lesiones

hipotalamicas asociadas a hiperfagia (Moreno, 2012).

Una acumulacion excesiva de tejido graso puede producir alteraciones en la
regulacién, metabolismo y secrecién de diferentes hormonas, lo que conlleva a su vez
a un desequilibrio cronico entre la ingesta calorica y el gasto energético (Moreno,
2012; Youdim, 2021). Esta patologia se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertension arterial, dislipemia, enfermedades
cardiovasculares, trastornos musculoesqueléticos, ciertos tipos de cancer y aumento de
la mortalidad (Gloy et al., 2013).

Durante muchos afios se consider6 que la Unica funcién del tejido adiposo era el
almacenamiento de energia en forma de grasa (Musi y Guardado-Mendoza, 2014). Sin
embargo, el tejido adiposo también funciona como un 6rgano endocrino capaz de
sintetizar y secretar una gran cantidad de sustancias que regulan el equilibrio
energético y la homeostasis (Bluher, 2014; Bliher y Mantzoros, 2015; Frihbeck, 2008);
como es el caso de la leptina, la cual tiene como funcion principal comunicar al Sistema
Nervioso Central (SNC) acerca de las reservas de energia corporal disponibles y, por lo

tanto, controlar la ingesta de alimentos y el gasto energético (Margetic et al., 2002).

Se ha sugerido que la saturacién del sistema de transporte hematoencefalico de
leptina o la alteracion de sus receptores permite el desarrollo de obesidad (Mockus,
2001). Se ha observado en pacientes que presentan obesidad e insensibilidad a la

leptina una variedad de anormalidades neuroendocrinas, debido a que esta hormona



puede alterar la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina hipotalamica
(GnRH) (Farooqi y O’Rahilly, 2009; Tovar y Ayala, 2004). De manera general, a nivel
hipotalamico, la leptina tiene efectos tanto en la accion metabdlica y la regulacién del

sistema reproductivo (Odle et al., 2018).

El principal sitio de accion de leptina para la regulacion energética es el ndcleo
arcuato (ARC), en donde la poblacion de neuronas que secretan propiomelancortina
(POMC) presentan receptores de leptina ObRb que activan la via anorexigénica
(Farooqgi y O’Rahilly, 2014), mientras que la regulacion de la funcién reproductiva es
regulada por neuronas que expresan GnRH presentes en el nucleo anteroventral
paraventricular (AVPV). Sin embargo, estas neuronas carecen de receptores a leptina,
por lo que las neuronas kisspeptidérgicas que presentan receptores de leptina actian
en conjunto con la poblacién de neuronas GnRHérgicas para regular la secrecion de
GnRH (Evans et al., 2014; Gonzélez Padilla, 2022; Quennell et al., 2009).

Existe gran diversidad de modelos animales que son utilizados para comprender
los efectos de la obesidad sobre los diferentes mecanismos fisiolégicos, como es el
caso de modelos que presentan una modificacidn genética que impacta directamente
sobre la expresion de los receptores de leptina, como el raton ob/ob, carente de leptina,
y la rata Zucker, que presenta una mutacion en el receptor de leptina. En este caso, la
rata hembra Zucker obesa es un excelente modelo de estudio para observar
perturbaciones a nivel metabdlico y reproductivo, ya que constituye una cepa con
patologia multiple que incluye obesidad, infertilidad, resistencia insulinica, disminucion

del gasto energético y multiples alteraciones neuroendocrinas (De lugo y Jurado, 2006).

Con base en esta informacién, el objetivo general del trabajo fue analizar la
abundancia de células hipotalamicas en el nucleo arcuato y el nucleo anteroventral
paraventricular de la rata hembra Zucker obesa para comprender mas a detalle los
procesos fisiologicos que podrian verse alterados en condiciones de obesidad.



Marco tedrico

Obesidad

En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que, a nivel mundial mas
de 1,900 millones de adultos de 18 o més afios tenian sobrepeso, de los cuales el 13%
(11% de los hombres y 15% de las mujeres) presentaron obesidad, cifra que se ha
triplicado en relacién con los 40 afios anteriores. Es de reconocer que, en este periodo,

el exceso de peso produjo 4 millones de muertes globalmente (OMS, 2016).

En México se identifico a la obesidad como una epidemia desde hace dos
décadas (Barquera et al., 2013). Hoy en dia, nuestro pais ocupa el segundo lugar a
nivel mundial en prevalencia de obesidad en el adulto, ya que mas del 70% de la
poblacion adulta entre 30 y 60 afios tienen sobrepeso (Davila-Torres et al., 2015),
siendo la poblacion femenina la que presenta un mayor porcentaje (el 37.5% de las

mujeres son obesas frente al 26.8% de los hombres) (Wojcicki et al., 2012).

De acuerdo con los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT), México presenta una epidemia de obesidad en mujeres desde 1999, el
comportamiento de este fendmeno combinado sobrepeso-obesidad en mujeres en
edad feértil es el siguiente: mujeres de 20 a 29 afos: 30.6% con sobrepeso y 24% con
obesidad; en las mujeres de 30 a 39 afos: 38.1% con sobrepeso y 37.3% obesidad, y
en las mujeres de 40 a 49 afos: 37.6% con sobrepeso y 46.1% con obesidad
(Gutiérrez et al., 2012). Lo cual se considera de gran importancia debido a que la
obesidad a su vez se ha asociado con diversas anomalias reproductivas como
menstruaciones irregulares, ovarios poliquisticos, patologias endometriales e
infertilidad (Broughton y Moley, 2017).

Hipotalamo

El primero en mencionar el hipotdlamo como una entidad neuroanatémica fue el
anatomista suizo Wilhelm His en 1893; actualmente se sabe que forma parte del
diencéfalo, y se extiende desde la regidon del quiasma Optico hasta el borde caudal de
los cuerpos mamilares. Se encuentra por debajo del surco del hipotalamo en la pared
lateral del tercer ventriculo. Desde el punto de vista anatomico, el hipotalamo es una

superficie relativamente pequefa del encéfalo, estratégicamente bien situada, cerca del
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sistema limbico, el talamo, los tractos ascendentes y descendentes, y la hipofisis (Snell,
2014; Swaab et al., 1993).

Microscopicamente, el hipotdlamo estd formado por células nerviosas pequefias
que se distribuyen en grupos formando ndcleos, clasicamente nombrados nucleos
hipotalamicos (Fig. 1). Se les llama nucleos a la acumulacion local de neuronas que
tienen conexiones y funciones similares, aunque muchos no estan claramente
separados los unos de los otros. Las neuronas de los nucleos hipotalamicos
responden y ejercen su control a través de conexiones nerviosas, el torrente sanguineo

y el liquido cefalorraquideo (Purves et al., 2019; Snell, 2014).
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Figura 1. Esquema de un corte sagital del hipotalamo de humano donde se pueden
observar algunos de sus nucleos (elaborado por Adriana Caraves Rodriguez, 2023).

Nucleo Anteroventral Paraventricular

El ndcleo anteroventral paraventricular del hipotadlamo es un grupo neuronal amplio,
bien definido, situado junto a la pared del tercer ventriculo, medialmente al ndcleo
hipotalamico anterior y dorsalmente se extiende hasta el surco hipotalamico (Garcia-
Porrero y Hurlé, 2015). Consta de varios grupos de celulares distintos, entre los cuales
se halla un grupo medial de predominio parvocelular y un prominente grupo

magnocelular lateral. Los componentes magnocelulares proyectan fibras al I6bulo
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neural de la hipdfisis y envian vasopresina u oxitocina por diferentes fibras, mientras
gue, los parvocelulares, dan origen a axones descendentes que se proyectan al tronco

del encéfalo y a todos los niveles de la médula espinal (Carpenter, 2013).

Evidencia emergente sugiere que el AVPV contiene una alta densidad de
neuronas que expresan receptores a estrogenos y progesterona, los que juegan un
papel fundamental en la mediacion de la retroalimentacion positiva de los esteroides
ovaricos sobre la secrecion de gonadotropinas (Herbison, 1998; Simerly, 1996;
Wiegand y Terasawa, 1982). EI AVPV proporciona proyecciones a una subpoblacién de
neuronas que estimulan la secrecién de GnRH en el sistema del érgano vascular de la
lamina terminal (OVLT) (Gu y Simerly, 1997), que se proyectan a la eminencia media y
participan en la generacion del pico de la hormona luteinizante (LH), el cual es
necesario para la maduracion final del foliculo y la liberacion del ovocito del ovario
(Calé et al., 2013; Gu et al., 1999; Polson et al., 1987).

Nucleo Arcuato

El ndcleo arcuato es un grupo de neuronas localizadas en la regiébn medial y posterior
del hipotdlamo que integra sefiales neuroendocrinas, gastrointestinales y hormonales
para regular la sensacién de hambre, la ingesta de nutrientes, el tipo de nutrientes
elegidos, el metabolismo basal y el gasto energético necesario para el crecimiento y la
actividad fisica (Bouret et al., 2004). EI ARC comprende dos poblaciones de neuronas:
la primera libera, el neuropéptido Y (NPY) que representa la via orexigénica (inductora
del apetito), y en la segunda, sus neuronas secretan propiomelancortina (POMC) y

representa la via anorexigénica (inductora de saciedad) (Morales y Carvajal, 2010).

El nicleo ARC establece conexiones con diversos nucleos hipotalamicos, entre
ellos el ndcleo dorsomedial, el nucleo predptico lateral, el nucleo paraventricular
anterior y el hipotdlamo lateral; lo que le permite regular tanto la ingesta de alimentos
como el gasto energético (Botia, 2017; Calzada-Leon et al., 2008). Cumple un papel
esencial como regulador principal de la hipdfisis anterior, desempefiando un papel

clave en la conversion e integracion de sefiales nerviosas y endocrinas (Vicente, 2016).

En el ARC no solo se integran sefiales para el metabolismo energético, sino que

también integra sefiales que se ven involucradas en la regulaciéon de la reproduccion.
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Esto es posible ya que en él se encuentra una subpoblacién de neuronas que regulan
la expresion del gen Kissl, que codifica para producir una familia de péptidos llamada
kisspeptinas y que son las encargadas de estimular la liberacion de GnRH, hormona
gue cumple un papel crucial en la regulaciéon del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (Calé
et al., 2013).

Hipotalamo e ingesta de alimentos

El hipotalamo controla e integra las funciones del sistema nervioso autbnomo y
endocrino, ademas, desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis del organismo, a través de la regulacién de la temperatura corporal, el
control de liquidos corporales, el deseo de comer y beber, la conducta sexual y las

emociones (Snell, 2014).

La leptina es, por mucho, la adipocina mas importante involucrada en el
equilibrio entre el estado nutricional, la funcidén del tejido adiposo y la regulacion del
apetito, debido a que actia sobre los receptores de leptina en el cerebro produciendo
una disminucién en la ingesta e incremento del gasto energético (Ahima y Flier, 200;
Palau et al., 2000). Niveles elevados de esta hormona, como se ha observado en la
obesidad, son proporcionales al aumento de peso corporal y a la pérdida del control
hipotaldmico del apetito, configurando una condicién descrita como resistencia a la
leptina (Bruno et al., 2021).

La resistencia hipotalamica a los efectos de la leptina sobre el tejido adiposo es
fundamental para el desarrollo de la obesidad, esta condicion se debe a la incapacidad
de la leptina para alcanzar las células diana, a la reduccion en la expresion de
receptores de leptina o a una sefalizacion perturbada de los mismos como
consecuencia del consumo de grandes cantidades de grasa (Dragano et al., 2017;
Izquierdo et al., 2019; Myers et al., 2012).

Leptinay la via de sefializacion JAK/STATS

La leptina circulante en la sangre llega al hipotdlamo y atraviesa la barrera
hematoencefalica para unirse a su receptor (ObRb) presente en las neuronas del
nacleo arcuato, en donde disminuye la expresion de NPY y aumenta la expresion de

POMC (Haekansson et al., 1998; Schwartz et al., 1996, Thorton et al., 1997; Yaswen et
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al., 1999). La union de la leptina a ObRb da como resultado la activacién de JAK2 que
fosforila residuos de tirosina conservados de ObRb, donde el ObRb fosforilado sirve
como sitio de acoplamiento y recluta los dominios Srchomology 2(SH2) y Srchomology
3 (SH3) dominio comprenden proteinas como STAT3. La activacion de STAT3 induce
su dimerizacion y translocacion al nucleo, donde media cambios en la expresion de
varios genes que coordinan la regulacion de los alimentos la ingesta y en gasto
energético (Bjorbaek et al., 1997; Buettner et al., 2006; Robertson et al., 2010).

Actualmente se sabe que la leptina, cuando se encuentra en niveles elevados de
forma permanente en la sangre, induce la expresion del gen SOCS3 a través de STAT3
(Fig. 2) (Bjorbaek et al., 1999; Bjorbaek y Kahn, 2004; Eyckerman et al., 2000; Sahu,
2003). SOCS3 interactua con el residuo fosforilado Y985 de OB-Rb y con JAK2, lo que
bloguea la sefalizacién activada por la leptina. Este aumento en la expresién de
SOCS3, causado por los niveles permanentemente elevados de leptina, inhibe la
fosforilacion de los residuos de tirosina de Ob-R. Este cambio en la expresion
enddégena de SOCS3 es uno de los mecanismos que explican la resistencia a la leptina
(Bjorbaek et al., 2000; Munzberg y Myers, 2005).
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Figura 2. Vias de sefializacion de la leptina. La union de la leptina (Lep) a su receptor
(ObRB) activa JAK2, lo que conduce a la fosforilacion de ObRB, teniendo como
productos Y985, Y1077 y Y1138, que se unen a otras moléculas y activan las vias
JAK2/STAT3, JAK2/STAT5. Como resultado de esta cascada de sefalizacion se da la
liberacion del neuropéptido Y (NPY), propiomelancortina (POMC) y la proteina
relacionada con Agouti (AgRP). SOCS3 inhibe la via JAK2/STAT3 al interactuar con
fosfo-Y985 o0 JAK2, y actia como un inhibidor de retroalimentacién de la sefializaciéon

de la leptina (elaborado por Adriana Caraves Rodriguez, 2023).

Este sistema de retroalimentacion negativa mediado por SOCS3 explica por qué,
en condiciones patolégicas como la obesidad, donde los niveles circulantes de leptina
estan permanentemente elevados, la hormona no es capaz de inducir una disminucion
del peso corporal. Esto indica que, en la mayoria de los casos, la obesidad en humanos

representa una forma de resistencia a la leptina (Banks et al., 2000).
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Aunado a esto se ha reportado que leptina inicia las principales vias de
sefalizacion intracelular que protegen al SNC, como lo son las vias MAPK, PI3K vy
MTOR, por lo que, al haber una alteracion en estos receptores se pueden presentar
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, la depresion, asi como un
incremento en la probabilidad de tener isquemia cerebral (Li et al., 2016). En los ultimos
afos, investigaciones han demostrado que existen ademas mecanismos moleculares
comunes entre la obesidad y la enfermedad de Alzheimer, siendo en este caso el
vinculo patolégico mas probable un estado de resistencia a la insulina que es mediado
por inflamacion (Etchegoyen et al., 2018; Lin et al.,, 2014; Milionis et al., 2008;
Rodriguez-Casado et al., 2016).

La obesidad en varios modelos animales, incluyendo las ratas Zucker obesas, es
causada por la ausencia de la sefial de leptina. En el caso de las ratas Zucker obesas,
esta condicion se debe a una mutacion en el receptor de la leptina (lepr) (Chua et al.,
1996b). Esta deficiencia de sefializacidbn conduce a importantes cambios en el perfil
neuropeptidérgico, que resulta en una desregulacion de péptidos orexigénicos como el
neuropéptido Y, galanina, orexinas, hormona concentradora de melanina y ghrelina
(Beck, 2000; Beck et al., 1990; Beck et al., 1993; Beck et al., 2003; Beck et al., 2004;
Stricker-Krongrad et al., 2001).

Neurogénesis y nichos neurogénicos

La relacion entre la neurogénesis y la obesidad ha sido objeto de estudio en la
investigacion cientifica. Algunos estudios sugieren que la obesidad, especialmente en
combinacién con una dieta rica en grasas, puede limitar la formacion y diferenciacién
de nuevas células neuronales en el cerebro adulto, lo que podria tener implicaciones
tanto en la fisiologia como en la anatomia del organismo (Chowen et al.,, 2017).
Ademas, se ha descrito que la obesidad mantiene una relacién inversa con el volumen
de ciertas regiones cerebrales, lo que sugiere posibles efectos negativos a nivel

cerebral (Vasconez-Gonzélez et al., 2022).

La neurogénesis es un proceso mediante el cual se generan nuevas neuronas a partir
de células madre y células progenitoras (Arias-Carrion et al., 2007). Aunque

principalmente se observa durante el desarrollo prenatal, se ha descubierto
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recientemente que la neurogénesis también persiste en ciertas areas del cerebro de
mamiferos adultos; dos de estas areas son la zona subventricular del bulbo olfatorio y
la subgranulosa del giro dentado del hipocampo, sin embargo, se ha sugerido la posible
existencia de nichos neurogénicos en otras regiones del cerebro adulto, como la
substancia nigra, la corteza piriforme, la amigdala y el hipotalamo (Aguirre, 2010; Arias-
Carrion et al., 2007; Pérez-Martin et al., 2010).

Los nichos neurogénicos son areas especializadas donde se desarrolla la
diferenciacion y creaciéon de nuevas neuronas a partir de células madre que estan
presentes a lo largo de toda la vida (Arias-Carrion et al., 2007). Uno de los lugares mas
destacados para la neurogénesis es el hipocampo, que desempefia un papel crucial en

la creacion de estos nichos neurogénicos (Camacho et al., 2020).

El proceso de neurogénesis implica la division asimétrica de las células madre
progenitoras neurales, lo que conduce a la generacion de neuronas que no se dividiran
nuevamente. La regulacién de la neurogénesis en la edad adulta esté influenciada por
una combinacion de factores ambientales, hormonales, genéticos y epigenéticos, y es
especifica para los diversos nichos neurogénicos. Esta compleja interaccion de factores
contribuye al mantenimiento y la plasticidad del sistema nervioso a lo largo de la vida
(Aguirre, 2010; Arias-Carrion et al., 2007; Pérez-Martin et al., 2010).

Factores de transcripcién que promueven neurogénesis

Existen varios factores de transcripcibn que promueven la neurogénesis
(Beckervordersandforth et al., 2015). Los factores de transcripcién son proteinas que se
unen al ADN vy regulan la expresion de los genes. En el estudio de
Beckervordersandforth et al., (2015) describen la regulacién de la neurogénesis por
factores de transcripcion en células madre neurales y se discuten los mecanismos de
como las redes de factores de transcripcidon permiten la ejecucion precisa de la
secuencia de desarrollo y la adaptacion de la tasa y el tiempo de la neurogénesis en
respuesta a estimulos complejos. Se han descrito factores de transcripcién que se han
relacionado con la neurogénesis, como es el caso de Atohl, Neurogl, NeuroD1, Sox2,
Sox5 y Sox6 (Bondolfi, 2013; Mulvaney y Dabdoub, 2012; Urban, 2009)
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La familia Sox es una familia de factores de transcripcion que se caracterizan por
tener un dominio de unién al ADN llamado HMG (High Mobility Group) (Roisman y
Slavutsky, 2014). Los factores de transcripcion Sox estan involucrados en la regulacion
de diferentes procesos fisioldgicos, incluyendo la regulacién de la neurogénesis, en los
gue destacan Sox2 y Sox6; Sox2 es esencial para el mantenimiento de las células
madre pluripotentes y desempefia un papel clave en la regulacion de la diferenciacién
celular durante el desarrollo embrionario, esta involucrado en la formacion y
mantenimiento de tejidos como el sistema nervioso central y su expresion persiste en
ciertos tejidos adultos, especialmente en el sistema nervioso (Shimozaki, 2014); Sox6
también es un factor de transcripcién que regula la diferenciacion celular y esta
involucrado en el desarrollo de diversos tejidos, incluyendo el sistema nervioso y se
expresa en una variedad de tejidos y tiene funciones especificas dependiendo del

contexto del desarrollo y el tipo celular (Azim, 2009).

Obesidad y alteraciones reproductivas

Los problemas relacionados con la obesidad en las mujeres incluyen el inicio temprano
de la pubertad, irregularidades menstruales, complicaciones en el embarazo, infertilidad
y abortos espontaneos (Ahmed et al., 2009; Hamilton, 1992; Santoro et al., 2004). El
control hormonal de la reproduccién lo lleva a cabo el eje hipotalamo-hipoéfisis-génada
(HHG), el cual libera: GnRH; las gonadotropinas hipofisarias: LH y foliculoestimulante

(FSH) y los esteroides sexuales producidos en las gonadas (Calé et al., 2013).

En hembras, la secrecion de GnRH se encuentra regulada por esteroides
sexuales a través de retroalimentacion positiva y negativa; el nacleo ARC del
hipotalamo esta principalmente vinculado a la retroalimentacion negativa mediada por
los estrogenos y el nacleo AVPV se vincula con la retroalimentacion positiva que los
estrégenos ejercen sobre el eje, responsable del inicio de la pubertad y de la

generacion del pico de LH preovulatorio (Smith et al., 2005).

En humanos, se ha descrito una asociacion entre las mutaciones del gen de la
leptina y su receptor con hipogonadismo hipogonadotrofico y obesidad mérbida
(Farooqi y O’Rahilly, 2009). En 1998 Finn et al., hipotetizaron que el hipogonadismo era

causado por falta de regulacion de la leptina en la secrecion de GnRH, pero las

17



neuronas secretoras de esta hormona no coexpresan receptores de leptina (Finn et al.,
1998). Sin embargo, el 40% de las neuronas del nucleo arcuato si lo hacen, regulando
de esta manera la expresion de Kissl. El gen Kissl codifica una familia de péptidos
llamada kisspeptinas, cuya expresion es alta en regiones cerebrales clave en la

regulacion de la secrecion de GnRH (Calé et al., 2013).

Estudios previos han mostrado que la leptina regula la expresion de ARNm de
KiSS-1 en el ndcleo arcuato (Smith et al., 2006), como se puede comprobar en otras
investigaciones (Castellano et al., 2005; Castellano et al., 2006) en donde se observé
una disminucion en la expresion de ARNm Kissl hipotaldmico en el ratén ob/ob
(carente de leptina) comparado con el grupo salvaje, condicion que se reestablece
después de la administracion de 2 ug/g de leptina suspendida en solucién salina (con
una concentracién de 1 ug/pL) inyectada dos veces al dia a las 07:00 h y las 17:00 h,

asimismo se observa una recuperacion de las concentraciones de LH.

Zucker como modelo de obesidad

Las ratas Zucker obesas presentan una mutacion en el receptor de leptina, que es la
base molecular de su singular fenotipo (Chua et al., 1996b; Phillips et al., 1996). La
mutacion recesiva en el gen de este receptor (lepr), en homocigosis, determina el
desarrollo de obesidad grave (Chua et al., 1996b). Esta obesidad aparece en los
animales a una edad temprana y esta asociada con hiperfagia, alteracion de la

termogénesis y exceso de lipidos en el tejido adiposo (Chua et al., 1996a).

La mutacién fa fue descubierta en 1961 por Lois Zucker en un cruce entre la
cepa M de Merck y ratas Sherman (Zucker y Zucker, 1961). Los animales homocigotos
para el alelo fa, mas conocidos como ratas Zucker obesas, acusan obesidad entre la
tercera y la quinta semana de vida. La obesidad vinculada a esta mutacion se hereda
como caracter autosomico recesivo cuando alcanzan las 14 semanas de vida, un 40%

de su peso corporal tiene composicion lipidica (Aleixandre y Miguel, 2008).

La deficiencia sefialada origina una importante modificacion del estado
neuropeptidérgico (hiperproduccion del NPY) en las areas del cerebro involucradas en
la regulacion del peso corporal, principalmente en el nucleo arcuato, y también pueden

presentar resistencia a la insulina y altos niveles de adiponectina (Aleixandre y Miguel,
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2008; Beck, 2000; De lugo y Jurado, 2006; Honnma et al., 2010; Sanacora et al., 1990).
Una consecuencia directa o indirecta de la pérdida en la regulacion mediada por el
receptor de la leptina es, que las ratas Zucker obesas presentan grandes cantidades
circulantes de esta hormona respecto a sus controles, las ratas Zucker delgadas
(Hardie et al., 1996; Pico et al., 2002).

Estudios previos sobre ratas hembra Zucker obesas muestran que las neuronas
del nucleo ventromedial del hipotdlamo (VMH) expresan retraccion dendritica en
comparacion con las neuronas VMH de ratas Long Evans y LZ (Bravo et al., 2021).
Este fendbmeno podria deberse a la ausencia del receptor de leptina, ya que esta
hormona estimula la actividad de diferentes tipos de neuronas en el hipotalamo,
incluidos los parvocelulares sensibles a la glucosa del nldcleo paraventricular y

neuronas glucorreceptoras del VMH (Shiraishi et al., 1999).

Aunado a las anomalias previamente mencionadas, estas ratas se caracterizan
por presentar diversas alteraciones reproductivas, como el retraso de la pubertad,
ciclos estrales prolongados, escasa poblacion folicular, comportamiento sexual
atenuado y esterilidad (De lugo y Jurado, 2006; Aleixandre y Miguel, 2008). Se ha
reportado que las ratas hembra Zucker obesas no ovulan en el primer estro vaginal,
muestran un aumento en las catecolaminas ovaricas y presentan prequistes foliculares
(Puga y Colmenares et al., 2021). Mientras que un estudio de Honnma et al. (2010)
observaron que a medida que las ratas Zucker obesas maduran, incrementan su
obesidad y muestran atresia folicular, esteroidogénesis reducida y ciclos estrales

anormales.

JUSTIFICACION

Dado que a nivel mundial y en México existen datos que indican que la obesidad es un
problema que ha ido en aumento en los Ultimos afios y que afecta a las mujeres en
edad reproductiva, produciendo alteraciones en el ovario, irregularidades menstruales,
complicaciones en el embarazo e infertilidad. Y tomando en cuenta que la rata obesa
Zucker resulta un excelente modelo de obesidad con presencia de multiples problemas

reproductivos, el presente trabajo tiene como finalidad evaluar los efectos de la
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obesidad sobre el numero de células hipotaldmicas del nucleo arcuato y el nucleo

anteroventral paraventricular de ratas hembra Zucker obesa.

HIPOTESIS
La rata Zucker obesa de 90 dias presentara cambios en el numero de las células

hipotalamicas del nucleo arcuato y el nicleo anteroventral paraventricular.

OBJETIVO GENERAL
Analizar los parametros zoométricos y el nimero de células hipotalamicas en el nucleo
arcuato y el ndcleo anteroventral paraventricular de la rata hembra Zucker obesa

adulta.

Objetivos particulares
1. Analizar el peso corporal, la circunferencia abdominal y el indice de Lee de la
rata Zucker delgada y obesa.
2. Cuantificar el numero de células del nucleo anteroventral paraventricular del
hipotalamo de la rata Zucker delgada y obesa.
3. Cuantificar el numero de células del nucleo arcuato del hipotalamo de la rata

Zucker delgada y obesa.

METODOLOGIA

Los animales utilizados en este proyecto se obtuvieron del bioterio Claude Bernard de
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla; todos los procedimientos se realizaron
de acuerdo con los lineamientos establecidos en la “Guia para el cuidado y Uso de
animales de laboratorio”, las especificaciones establecidas por la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y la Ley Mexicana de Proteccién Animal para el uso de
animales de experimentacién (De Aluja, 2002). Se aplicaron todos los esfuerzos
encaminados a minimizar el sufrimiento y la cantidad de animales a utilizar, asi como
los criterios de manejo, anestesia y eutanasia aprobados por el Comité para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP, quien aprobd el proyecto con
clave VIEP/0537/2022.

Se utilizaron 7 ratas hembra de la cepa Zucker Diabetic Fatty de 90 dias de

edad, divididas en dos grupos: 4 Lean Zucker Diabetic Fatty LZDF (Delgada) y 3 Obese
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Zucker Diabetic Fatty OZDF (Obesa). Los animales se mantuvieron en las instalaciones
del Bioterio Claude Bernard de la BUAP y se colocaron en cajas bajo condiciones de

luz-obscuridad de 12:12, temperatura de 21 + 1 °C, con libre acceso a alimento y agua.

Procedimiento de autopsia

Antes de realizar la autopsia se registréo el peso corporal, la circunferencia abdominal y
la longitud naso-anal (Fig. 3). Para calcular el indice de Lee (Novelli et al., 2007), un
predictor de obesidad, se dividio la raiz cubica del peso corporal en gramos entre la
longitud naso-anal. Se considera un peso normal aquellas cifras menores a 3, mientras

gue valores mayores a 3 son considerados como individuos obesos (Lee, 1929).

3/ Peso (9) 10

indi Lee =
ndice de Lee LNA (cm) X

Circunferencia abdominal

Longitud naso-anal : -
Created in BioRender.com bio

Figura 3. Esquema donde se observa como se realiz6 la toma de medidas de la
longitud naso-anal y la circunferencia individual de cada individuo para calcular el

indice de Lee.

Posteriormente, se sacrificO a los animales por sobredosis de pentobarbital
sodico 63 mg/ml (0.20 ml/100g de peso corporal) (Puga y Colmenares et al., 2021).
Cuando el animal se encontraba completamente anestesiado, se procedié a la

extraccion del encéfalo de acuerdo con el procedimiento de Aguado (2011), que
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consiste en efectuar una incision longitudinal de la piel de la cabeza y, una vez retirada
la piel, se disecan los musculos dorsales de la nuca. Se introduce la punta de unas
tijeras finas en los margenes laterales del agujero occipital, de forma latero-dorsal al
bulbo raquideo y en direccidén oblicua hacia el conducto auditivo externo. Se separa el
hueso occipital, haciendo presién hacia fuera y, del mismo modo, se levantan los
huesos parietales, haciendo traccion hacia arriba. Una vez aislada la porcion dorsal del
cerebro, se seccionan los nervios olfatorios con una espatula roma, que se pasa por
debajo y por delante de la sutura frontoparietal. Posteriormente, se seccionan los
fasciculos épticos, las arterias car6tidas, el tallo hipofisario y los nervios craneales que
salen a uno y otro lado del tronco cerebral, quedando libre el encéfalo.

Seguido de la extraccion, el tejido fue fijado con Buffer Neutral de Formaldehido
al 10% (BNF 10%, con un volumen minimo de tres veces mayor que el tejido) por 18-24
horas. Posteriormente se retir6 el BNF 10% y se lavé con agua corriente por 15
minutos. Al concluir ese tiempo se almacenaron los tejidos en frascos con alcohol al

70° para posteriormente deshidratar e incluir en parafina.

Deshidratacion e inclusion parafina

Los tejidos fueron deshidratados en concentraciones ascendentes de alcohol etilico,
posteriormente se clarearon en cloroformo e incluyeron en parafina histoldgica.
Posteriormente fueron cortados en forma seriada a 14 pm y recuperados en
portaobjetos recubiertos de gelatina. Se eligieron los cortes de acuerdo con las laminas
17-20 para observar el nacleo anteroventral paraventricular y 28-38 para el nucleo
Arcuato del Atlas de Paxinos y Watson (1986). Ya que los cortes se encontraban
contenidos en el portaobjetos, se agrego solucion de montaje para mejorar su adicion y
se dejaron secar durante 2 horas en un horno de secado a 55° C para después tefirlos
con la técnica de Nissl (Plagemann et al., 2000), la cual permite la visualizacion de los
cuerpos de Nissl, que son agregados de ribosomas y reticulo endoplasmico rugoso
presentes en el citoplasma de las neuronas, y que permiten identificar y distinguir las
neuronas de otros tipos de células en el tejido nervioso (Frank et al., 2016). Por ultimo,

fueron montados con resina sintética y se dejaron secar por dos semanas.
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Andlisis de las iméagenes

El analisis de las imagenes fue realizado bajo un microscopio Nikon eclipse E400 por
medio de una camara digital acoplada (Nikon D3500), con ayuda de del atlas “The Rat
Brain in Stereotaxic Coordinates” (Paxinos y Watson, 1986), se localizaron ambos
nacleos hipotaldmicos y se delimitaron las zonas para realizar el conteo celular (Fig. 4).
El conteo celular se realizd y se reporté por hemisferios cerebral para ambas zonas, se
utilizé el programa ImageJ utilizando la funcion contar puntos multiples (Fig. 5). Se
cuantificaron solo aquellas neuronas a las cuales se les identificd el nlacleo (Bereiter y
Jeanrenaud, 1979; Erkut et al., 1998; Erskine y Miller, 1995), ademas se consideraron

dos profundidades de campo debido al grosor del corte.

a ) l".‘ .: Figure 18

Interaural 8.74 mm Bregma -0.26 mm

Figure 28

P - .
- - -
N = e———
S N - -
VIS N \
,,,,,

Interaural 6.88 mm Bregma -2.12 mm

Figura 4. Esquema de una seccion coronal a nivel hipotalamico donde se muestra la
ubicacion de: a) el nacleo AVPV y las estructuras que lo rodean, b) delimitacion de los

campos que se utilizaron para el conteo de células en el nacleo AVPV, ¢) el ndcleo
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ARC vy las estructuras que lo rodean y, d) delimitacion de los campos que se utilizaron
para el conteo de células en el nicleo ARC; adaptado de Paxinos y Watson (1986).

i Image) o %
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojo|c|o| /| <[ \A|O|¢| A | ]| 2] | | |»
‘Multi-point* or point (alt or long gure)

click to switch; double click to confi

Figura 5. Muestra del conteo de neuronas (por corte) mediante el uso de la funcién

“‘puntos-multiples” en Image-J.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error estandar de la media. En
todos los casos se realizaron pruebas de normalidad Shapiro-Wilk, considerando como
diferencias estadisticamente significativas aquellos valores con probabilidad menor a
0.05. El peso corporal de los individuos, la longitud naso-anal y el indice de Lee se
analizaron por la prueba de t de student, mientras que la circunferencia abdominal se
analizé6 con una U de Mann-Whitney. Para la poblacién neuronal se analiz6 por la
prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Bonferroni. El analisis

estadistico se realiz6 empleando el programa R versién 4.2.2. (R Core Team, 2023).
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RESULTADOS
El peso corporal de las hembras obesas (Fig. 6; ts) = -7.1018, *p=0.0053) es mayor a

los 90 dias al compararse con el peso corporal de las ratas delgadas.

4001

300+

Peso (g)
=

Deléada Obésa

Figura 6. Media * e.e.m. del peso corporal (g) de la rata hembra Zucker delgada y
obesa. *p<0.05.

Cuando analizamos la circunferencia abdominal se observa que las hembras obesas
presentan una mayor circunferencia abdominal (Fig. 7; Ui =0, *p=0.0476) al

compararse con las ratas delgadas.
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Figura 7. Media + e.e.m. de la circunferencia abdominal (cm) de la rata hembra Zucker

delgada y obesa. *p<0.05.

Cuando se calcula el indice de Lee, se observa que los individuos obesos presentan
valores mayores a 3, lo que confirma su condicion obesa (Tabla 1; ts) = -4.2275,
*p=0.0222).

Tabla 1. Media + e.e.m. del indice de Lee de la rata hembra Zucker delgada y obesa.

Delgada 4 2.80+£0.04
Obesa 3 3.22 £ 0.08*
*p<0.05.
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En la figura 8 se identifica la zona del nucleo AVPV, asi como se ve representado en
una microfotografia el area de estudio, en la que podemos observar la presencia de

células, tanto en enimales delgados como obesos.

AVPV

DELGADA OBESA

.. o
-. o

Figura 8. Microfotografias donde se observan las neuronas del nacleo AVPV en ambos
hemisferios del cerebro. (a,b) representacién de la zona donde se realiz6 el conteo, (a)
tomada con el objetivo 4X; escala: 600 um. (c-f) tomadas con el objetivo 40X; escala de
la barra: 20 um.
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Al analizar el nimero de células presentes en el ndcleo AVPV no se observaron

cambios entre individuos delgados y obesos (Fig. 8 y 9).
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Deléada Obésa

Figura 9. Media £ e.e.m. del numero de células cuantificadas en el nucleo AVPV, en

ambos hemisferios, de la rata hembra Zucker delgada y obesa.
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En la figura 10 se identifica la zona del nucleo ARC, asi como se ve representado en
una microfotografia el area de estudio, en la que podemos observar la presencia de

células, tanto en animales delgados como obesos.
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Figura 10. Microfotografia donde se observan las neuronas del nucleo ARC en ambos
hemisferios del cerebro, (a,b) representacion de la zona donde se realiz6 el conteo, (a)
tomada con el objetivo 4X; escala: 600 um. (d) muestra diferencias con c, e y f

(representado en rojo), (c-f) tomadas con el objetivo 40X; escala de la barra: 20 um.
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Por otro lado, el niumero de células del nucleo ARC fue mayor en el hemisferio derecho
de los individuos obesos en comparacion con el hemisferio izquierdo y con los
individuos delgados (Fig. 11; H) = 24.506, p*=0.00001) (Fig. 11)
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Figura 11. Media = e.e.m. del numero de células cuantificadas en el nucleo ARC, en

ambos hemisferios de la rata hembra Zucker delgada y obesa. *p<0.05.

DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron los pardmetros zoométricos de la rata hembra
Zucker obesa de 90 dias de edad, utilizando como comparativo la hembra heterocigota
para el alelo fa que se caracteriza por ser delgada, encontrando que la hembra obesa
presenta mayor peso corporal y circunferencia abdominal, y que, en conjunto con el
calculo del indice de Lee, confirman la condicién obesa que caracteriza a este modelo.
El analisis de la abundancia de las neuronas presentes en ambos hemisferios del
nacleo AVPV no mostré ningan cambio, sin embargo, en el nicleo ARC se encontro un
mayor nimero de células en el hemisferio derecho del fenotipo obeso en comparacién
con el hemisferio izquierdo y cuando es comparado con el mismo nucleo hipotalamico

de animales delgados.
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El andlisis de los pardmetros zoométricos es importante para obtener datos
cuantitativos acerca de las dimensiones corporales y anatomicas de los organismos,
debido a que estos datos proveen informacién sobre el estado de salud del individuo.
En este trabajo se reporta que la rata hembra Zucker obesa presenta un indice de Lee
mayor a 3, el cual es utilizado en multiples investigaciones para realizar un diagnéstico
de la obesidad en roedores, Roa y del Sol (2021) trabajando con un modelo de
obesidad inducido por glutamato monosodico (GMS), mostraron también que sus
animales obesos reportaban un indice mayor a 3, lo que indica que el calculo del indice

de Lee es un buen predictor de obesidad en roedores de laboratorio.

Este incremento notorio en el peso de los animales puede deberse a la
alteracion en la sefial de leptina; en animales con normopeso, la leptina es sintetizada y
secretada por los adipocitos, viaja en la sangre, atraviesa la barrera hematoencefalica y
llega al nucleo arcuato del hipotalamo, para acoplarse a su receptor (Ob-Rb). Esta
comunicacion endocrina da como resultado un aumento en la produccion de POMC,
neuropéptido que induce la via anorexigénica y da como resultado la inhibicién del
apetito (Shimizu y Mori, 2005). La rata Zucker se caracteriza por tener una mutacion
recesiva en el receptor de leptina, razén por la cual esta rata presenta hiperfagia,
hipertrofia e hiperplasia de adipocitos, y cuando cumplen las 14 semanas de vida un
40% de su peso corporal tiene composicién lipidica (Aleixandre y Miguel, 2008; Chua et
al., 1996a; Chua et al., 1996b; Johnson et al., 1971). En nuestro grupo de trabajo se ha
reportado que la rata Zucker obesa, en el primer estro vaginal, presenta un incremento
en el peso corporal (Puga y Colmenares et al., 2021). Ademas, datos no publicados
nos permiten sefialar que, en este modelo de animal obeso, el indice de Lee y la
circunferencia abdominal se incrementan en los animales obesos en comparacion con

los delgados a partir de los 60 dias de edad.

Estudios realizados en ratas Zucker obesas revelan que los adipocitos de este
modelo de obesidad presentan un incremento tanto en nimero como en tamaiio,
especialmente en el tejido graso subcutaneo, lo que se ha asociado con hiperfagia y
exceso de lipidos en el tejido adiposo (Chua et al., 1996a; Picé et al. 2002). En este

trabajo se observa una diferencia pronunciada en la circunferencia abdominal entre el
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fenotipo delgado y obeso, es posible sugerir que dicha diferencia se deba a una mayor
acumulacién y agrandamiento de los depdsitos de tejido adiposo en la zona visceral de
las hembras obesas, como ha sido reportado por Hirsch y Han (1969), en donde
describen que en la rata Zucker obesa, el numero de adipocitos aumenta hasta la
semana 26, acompafiado de un aumento de tamafio celular (Johnson et al., 1971). A
diferencia de las ratas Zucker delgada y las Sprague-Dawley, cuyo numero de
adipocitos incrementa desde el nacimiento hasta la semana 15 de vida (Hirsch y Han,
1969).

En los ultimos afos, el papel del tejido adiposo en la regulacion del eje HHG ha
recibido mayor atenciéon debido a que desempefia un papel crucial en el inicio de la
pubertad y de la fertilidad (Tsatsanis et al., 2015). El aumento de tejido adiposo
observado en la rata Zucker obesa podria explicar las anormalidades reproductivas que
la caracterizan. En las mujeres que presentan obesidad se ha descrito que las
adipocinas, moléculas bioactivas secretadas por el tejido adiposo, pueden afectar la
produccion de hormonas reproductivas en la mujer de varias maneras, como la
disminucién de la sensibilidad a la insulina, la disminucion de la globulina fijadora de
hormonas sexuales, el aumento de la produccion de andrégenos, la alteracion de la
produccion de hormonas gonadotropicas y el sindrome de ovario poliquistico (SOP)
(Mejia-Montilla et al., 2017; Sanchez et al., 2010; Sanchez-Mufioz et al., 2005).

El encéfalo se encuentra dividido en dos hemisferios, el izquierdo y el derecho.
El estudio en ambos hemisferios es importante ya que algunas estructuras presentan
lateralizacién de funciones, lo que significa que ciertas funciones o procesos estan mas
dominados por un hemisferio cerebral que por el otro (Groen et al., 2012). Al analizar
los nudcleos hipotalamicos por hemisferios, se puede determinar si hay diferencias
funcionales o de activacion entre los lados derecho e izquierdo del hipotadlamo,
proporcionando informacién sobre como se llevan a cabo ciertas funciones o procesos
especificos. Varios grupos de investigacion han proporcionado evidencia de una
lateralizacion funcional en el hipotalamo (Cruz et al., 1989; Lopez et al., 1997; Toth et
al., 2014).
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En el caso de la reproduccion, se ha descrito que el hemisferio derecho del
hipotdlamo responde méas al estimulo con estrogenos, ademds, puede llegar a
presentar un mayor namero de células liberadoras de GnRH (Bakalkin et al., 1984;
Cruz et al., 1989; Toth et al., 2014). En el grupo de Bakalkin et al., (1984) utilizaron
ratas Wistar macho, que se llevaron a eutanasia en dos diferentes horarios: mafiana
(20 hrs) y noche (22 hrs), inmediatamente después se removieron ambos hemisferios
del cerebro; las muestras obtenidas contenian los nucleos arcuato y ventromedial, asi
como tejido circundante. Los cortes fueron tratados con yodo de acuerdo con el método
de Marshall y Odell (1975) y se observé que el contenido de GnRH era mucho mayor
en el hemisferio derecho de los animales sacrificados en el horario de la mafana al

compararlo con el hemisferio izquierdo y con el grupo sacrificado en la noche.

En cuanto a la ingesta de alimentos, Kiss et al., (2020) probaron que el estado
metabodlico (ayuno o saciedad) se correlacionada con actividades metabdlicas
diferentes en cada hemisferio. Este grupo de investigacion utilizoé ratas Wistar macho y
las sometid a una prueba de alimentacion programada: fueron alimentados con una
porcién de comida restringida y fueron sacrificados en tres momentos particulares del
ciclo de alimentacion: 1 h antes, en el momento de alimentacién y 1 h después. Otro
grupo tenia alimentacion ad libitum durante todo el dia. En los resultados observaron
gue el ayuno provocd un predominio metabdlico en el lado izquierdo, mientras que la

saciedad se vincul6 al hemisferio derecho.

Al analizar el numero de neuronas en ambos hemisferios cerebrales en los
nacleos hipotaldmicos que regulan funciones como la reproduccién y el metabolismo,
como lo son AVPV y ARC respectivamente, se pretendid aproximarse a entender si
estos nucleos pudieran tener una lateralizacion funcional. Se observé mayor nimero de
neuronas en el hemisferio derecho del nicleo ARC de los animales con fenotipo obeso,
por lo que podria existir, segun lo descrito por Kiss et al., (2020), una lateralizacion de
funciones en este nucleo. Por otro lado, en el nacleo AVPV, no hay ningun cambio en

cuanto al numero de células por hemisferio.

Seria necesario analizar con otras aproximaciones tecnoldgicas que permitan

cuantificar otros aspectos, como la presencia de los receptores de kisspeptina, para
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poder determinar si el nicleo AVPV también puede considerarse como un nucleo con
lateralizacién funcional en cuanto a la regulacién reproductiva. Algunas técnicas que se
podrian utilizar son las pruebas de inmunohistoquimica, Western blot y ELISA, en las
gue se podria detectar la presencia del receptor a kisspeptina (Kiss1R) en diferentes
tejidos y células (Romeu et al., 2016; Schmidt et al., 2022). Estas técnicas pueden
ayudar a identificar la distribucion y localizacion de Kiss1R en diferentes tejidos vy

células y a cuantificar los niveles de expresion de Kiss1R.

El conteo neuronal es una técnica utilizada en neurociencia para cuantificar el
namero de neuronas en una region especifica del cerebro o en una muestra de tejido
nervioso y puede servir para demostrar perdida de neuronas, actividad neuronal y
neurogénesis; este Ultimo presenta mayor campo de interés, debido a que durante
mucho tiempo se pensé que el sistema nervioso era fijo e incapaz de regeneracién
(Fuijii, 2018). Como ya se ha mencionada en este trabajo evidenciamos un incremento
en el numero de células cuantificadas en el nucleo ARC, por lo que podriamos pensar

en un evento de neurogénesis en el animal obeso.

La neurogénesis es el proceso de generar neuronas funcionales a partir de
células madre neurales (Arias-Carridn et al., 2007). Este proceso ocurre principalmente
para la formacion del sistema nervioso durante el desarrollo embrionario, y se lleva a
cabo a través de una serie de procesos de fina regulacion que incluyen la proliferacion
de células madre neurales, generacidn de precursores con alta tasa proliferativa,
formacion de neuroblastos, migracion, crecimiento axénico y generacién del arbol
dendritico, establecimiento de sinapsis y al final, maduraciébn a neurona madura
funcional (Kumar et al., 2019; Ribeiro y Xapelli, 2021). La neurogénesis puede verse
potenciada o afectada por factores de transcripcion que son expresados en diferentes
patologias (Moreno et al., 1999).

Nuestros resultados y los reportes en la literatura nos permiten postular que, en
el modelo de la rata Zucker obesa, la ausencia de la sefalizacion de la leptina pudiera
contribuir al proceso de neurogénesis en el nucleo ARC. La resistencia a la leptina
puede producir obesidad y se ha demostrado que también esta relacionada con el

aumento de Interleucina 6 (IL-6), una citocina inflamatoria que se produce en el tejido

34



adiposo y que, en condiciones de obesidad, sus concentraciones son elevadas. Se ha
descrito que IL-6 promueve la expresion de factores de transcripcion relacionados con
neurogénesis, como Sox6 y Sox2 (Ohta et al., 2013; Rosado et al., 2006; Wegner y
Stolt, 2005; Zhang y Jiao, 2015). La continuacion del trabajo es necesaria para probar,
en el modelo de la rata Zucker obesa, la presencia de marcadores de neurogénesis
para confirmar la hipétesis planteada anteriormente.

El nicleo ARC integra sefiales endocrinas que afectan la pulsatilidad de GnRH y
por lo tanto, la liberacion de LH y FSH (Tovar y Ayala, 2004). Una mutacion en el
receptor de leptina como la que presenta la rata Zucker podria alterar esta regulacion,
lo que a su vez tendria consecuencias en la funcion reproductiva (Calé et al., 2013;
Tovar y Ayala, 2004). La resistencia a la leptina puede generar una disminucién en la
pulsatilidad de GnRH, generando una perturbacion en la estimulacion de LH y FSH y
provocando una alteracién en la producciébn de hormonas sexuales, provocando
anormalidades en el eje reproductivo, como el retraso de la pubertad, ciclos estrales
irregulares, cambios en la poblacién folicular y disminucion en la fertilidad (Aleixandre y
Miguel, 2008; De lugo y Jurado, 2006; Mas, 2007; Tovar y Ayala, 2004).

AVPV es el nucleo hipotalamico asociado a la regulacion de la reproduccién. En
este nucleo se encuentran neuronas kisspeptidégicas, estas neuronas son blanco de
sefiales metabdlicas, por lo que una perturbacién en esta sefalizacién podria disminuir
ARNmM para Kissl en el hipotalamo (Castellano et al., 2005; Kalamatianos et al., 2008).
En nuestro trabajo no encontramos diferencias en el nimero de neuronas en este
nacleo hipotalamico, sin embargo, la actividad de las neuronas de nucleo AVPV puede
estar alterada como resultado de la obesidad. Estudios de Castellano et al., (2005,
2006) demostraron que la expresion de ARNm para Kissl esta disminuida en el raton
ob/ob (un modelo animal genéticamente modificado que tiene deficiencia de leptina)
comparado con el control (Castellano et al., 2005; Castellano et al., 2006). En la rata
Zucker obesa se presentan cambios en la fisiologia reproductiva, sin embargo, no
existe evidencia sobre la expresion del ARNm de este péptido en ese nucleo

hipotalamico, lo que representa también un area de oportunidad para trabajos futuros.
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Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que la condicion de obesidad
de la rata Zucker obesa resulta en una posible neurogénesis en el nlcleo arcuato, lo
gue podria deberse a la accién de la Interleucina 6, citocina sobre expresada en
condiciones de obesidad y que potencia la proliferacion celular con la ayuda de factores
de transcripcibn como Sox2 y Sox6, hipotesis que deberd ser probada en futuros
trabajos.

CONCLUSIONES

e La rata Zucker a los 90 dias de edad presenta obesidad caracterizada por un
incremento en el peso y en el indice de Lee.

e El nimero de células cuantificadas en el nucleo AVPV es similar entre los animales
delgados y obesos.

e El nimero de células cuantificadas en el nicleo ARC se encuentra incrementado en

el hemisferio derecho en el animal obeso.

PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

e Analizar la abundancia de neuronas en otros nucleos hipotalamicos que se
encargan de la regulacién de la ingesta de alimentos, como el nlcleo ventromedial y
dorsomedial para poder observar la alteracion de la sefial de la leptina a nivel
hipotalamico.

e Analizar la presencia de kisspeptina, a nivel hipotalamico, que permitan observar los
cambios en esta hormona.

e Evaluar de la liberacion de LH y FSH para analizar la funcibn gonadal y
reproductora para comprender de manera mas profunda qué ocurre

fisiol6gicamente con este modelo animal.
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