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ABREVIATURAS

AgRP: Agouti Related Protein, Proteina Relacionada a Agouti

ARNm: Acido Ribonucléico mensajero

ARC: Nucleo Arqueado del Hipotalamo

a-MSH: alpha-Melanocyte Stimulating Hormone, Hormona Estimuladora del Melanocito
alfa

CART: Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript, Transcrito Regulado por
Cocaina y Anfetamina

GABA: Gamma Amino Butiric Acid, Acido Gamma Amino-Butirico

HDM: Hipotalamo Dorsomedial; Area dorsomedial del hipotalamo.

HL: Area Lateral del Hipotalamo; Hipotalamo Lateral

MC3R: Melanocortin Receptor type 3, Receptor a Melanocortinas tipo 3

MC4R: Melanocortin Receptor type 4, Receptor a Melanocortinas tipo 4
MCH21R: Melanin Concentrating Hormone Receptor type 1, Receptor a Hormona
Concentradora de Melanina tipo 1

MCH: Melanin Concentrating Hormone, Hormona Concentradora de Melanina
NDM: Nucleo Dorsomedial del Hipotalamo

NPV: Nucleo Paraventricular del Hipotalamo

NPY: Neuropéptido Y

NSO: Nucleo Supraoptico

NSQ: Nucleo Supraguiasmatico

NTS: Ndcleo del Tracto Solitario

NVM: Nucleo Ventromedial del Hipotalamo

OID: Obesidad Inducida por Dieta

OX-A: Orexina A

PeF: Area Perifornical del Hipotalamo

POMC: Pro-Opio-MelanoCortin, Pro-OpioMelanoCortina



RESUMEN

En los ultimos 20 afios, la incidencia de obesidad en la poblacién mundial se ha
incrementado al grado que se ha convertido en un problema de salud publica, al estar
asociada a enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, y en general, a una mala ca-
lidad de vida. La propension a la obesidad ha sido estudiada experimentalmente, y en ra-
tas se ha en-contrado que existen individuos propensos a la obesidad (inducida por dieta)
e individuos resistentes. El origen de esta diferencia no ha sido establecido aun. En el la-
boratorio se ha observado que al nacer, ratas de una misma camada difieren en su peso
corporal, y esta diferencia se mantiene en edades posteriores. En este estudio propone-
mos que las crias que nacen con mayor peso también seran las que tengan mayor pro-
pension a la obesidad, mientras que aquellas de bajo peso corresponderan al grupo resis-
tente. Para averiguar si dicha diferencia en el peso corporal tendria una relacién con dife-
rencias en nucleos hipotaldmicos reguladores de la conducta alimenticia, se identificaron
en camadas de rata aquellas crias de alto y bajo peso. Se seleccionaron aquellas ratas
gue conservaron diferencias en el peso corporal de 210% y se sacrificaron al dia 30 de
edad. Se extrajeron los cerebros, se cortaron, y se sometieron a inmunohistoquimica para
NPY, a-MSH, MCH y Orexina A. Las tinciones fueron analizadas por densidad Optica y
por conteo celular. En los sujetos con alto peso se encontré una poblaciéon celular MCH
mayor en el area dorsomedial hipotalamica,. Dicha zona esta relacionada con la regula-
cion del sistema nervioso autonomo y del gasto energético. Los resultados sugieren que
estas diferencias en dicha poblacién celular podrian estar relacionadas con un gasto ener-

gético disminuido en los sujetos con alto peso al nacimiento.

Para la elaboracion de esta tesis se conté con apoyo del proyecto IN-203907 de PAPIIT-
DGAPA UNAM. Ademas se recibié una beca de licenciatura del proyecto CONACYT
43950-M



INTRODUCCION

La vida moderna caracterizada por el estilo de vida Norteamericano promueve la ingestion
de alimentos, industrializados, de facil preparacién, altos en hidratos de carbono y grasas;
y pobres en fibras y nutrientes esenciales. Aunado a esta dieta moderna, el estilo de vida
excluye el ejercicio fisico de los patrones diarios de actividad, sustituyendo a la actividad
fisica con medios faciles de transporte y promoviendo recreaciones frente a la pantalla de
televisién o del cine. En consecuencia, en los Ultimos 20 afios ha incrementado y sigue en
aumento la incidencia de obesidad en la poblacion mundial, al grado que se ha convertido
en un problema de salud publica ya que a ella se asocia una mala calidad de vida, junto

con enfermedades cardiovasculares y metabdlicas.

Variablidad en el desarrollo de obesidad

Con la finalidad de comprender los mecanismos asociados a esta epidemia de obesidad
diversos estudios han abordado en roedores el problema del sobrepeso y la obesidad, e-
valuando factores asociados a la propension al incremento de peso inducido por dietas al-
tas en grasa o hidratos de carbono. Se ha reportado que la propension a subir de peso
ante el reto de estas dietas depende de variaciones individuales que podrian estar relacio-
nadas con las caracteristicas genéticas de los individuos en parte asociadas a las distin-
tas cepas de rata, ya que las cepas mas pesadas son también las mas propensas a la
acumulacion de grasa corporal. (Rothwell, Saville, Stock, 1982). Otros estudios experi-
mentales han observado que aun en ratas de la misma cepa existen diferencias en la pro-
pension a la obesidad inducida por dieta; por ejemplo, en la cepa Sprague-Dawley, algu-
nos sujetos se vuelven obesos al recibir una dieta alta en grasas, mientras otros permane-
cen delgados. Usando este abordaje, se reporta que en 2 a 3 meses el 50% de los roedo-
res han aumentado de peso significativamente y rebasan el peso de los controles por mas
del 20%. Sin embargo, el otro 50% de los roedores, no desarrollan obesidad y se les co-

noce como “resistentes” a la obesidad (Levine, Dunn-Meynell, Balkan, Keesey, 1997).



La variabilidad entre individuos para desarrollar obesidad ha planteado la pregunta
sobre los mecanismos que propician la “resistencia” y se ha dirigido la atencion a com-
prender los mecanismos cerebrales que pudieran propiciar la pérdida de homeostasis. En
especial se ha dirigido la atencidon hacia los mecanismos del hipotalamo, que es la estruc-

tura cerebral involucrada en mantener la homeostasis energética del organismo.

Relevancia del hipotalamo para mantener el peso corporal

La propuesta de que la obesidad se puede asociar a cambios en el sistema nervioso y en
particular en el hipotalamo, surge desde hallazgos de 1940 en que A. W. Hetherington y
S.W. Ranson descubrieron que las lesiones bilaterales del hipotalamo de la rata tenian e-
fectos sobre su conducta alimenticia. Las lesiones en el hipotalamo lateral tenian un efec-
to anoréctico, mientras que las lesiones en el hipotdlamo ventromedial producian una so-
breingestion. A partir de esto se penso que el hipotalamo lateral era el centro del “hambre”
y el hipotdlamo ventromedial el de la “saciedad” (Bear, Connors, Paradiso, 2001) Muchos
afos de investigacion después, se ha concluido de que la conducta de ingestién de ali-
mento no se da de manera tan sencilla, y que los sistemas cerebrales involucrados son

diversos y se encuentran relacionados a una complicada red de interconexiones.

La observacion de que los animales que son sometidos a dietas muy altas o muy
bajas en valor caldrico regulan su alimentacion reduciendo o incrementando su ingestion
hasta que sus niveles de grasa vuelven a ser normales; llevo a pensar que en el cerebro
existe un mecanismo de monitoreo de los niveles de grasa corporal, que actla para man-
tener una homeostasis energética. G. Kennedy propuso en 1953 la “hipotesis lipostatica”
gue sugeria alguna clase de comunicacion entre el tejido graso y el cerebro, especifica-
mente de tipo hormonal (Bear, Connors, Paradiso, 2001). En 1960, D. Coleman, trabajan-
do con ratones ob/ob, un tipo de ratdbn mutante que no posee un gen llamado ob; y que
tiende a ser obeso; propuso que el gen faltante codificaba para la hormona que serviria de
sefial del estado de las reservas de energia. En un experimento, unieron quirdrgicamente
dos animales, un raton normal y un ratén ob/ob, y observaron que la sobreingestion de ali-

mento (hiperfagia) y la obesidad del raton mutante se reducian en gran medida por influ-



encia del raton normal. Esto fue interpretado como que por medio de la union con el ratén
normal la sefial hormonal que faltaba en el mutante habia sido restablecida (Bear, Con-
nors, Paradiso, 2001).

J Friedman, en 1994, aislo la proteina que se codificaba con el gen ob/ob. El trata-
miento con dicha proteina revertia la obesidad y la hiperfagia en el ratdn ob/ob, y se le lla-
mo leptina (Halaas, Gajiwala, Maffei, Cohen, Chait, et al, 1995). Era la hormona que se
proponia comunicaba al cerebro el estado de las reservas de energia del cuerpo (Bear,
Connors, Paradiso, 2001). Desde este descubrimiento, gran parte de la investigacion so-
bre metabolismo se ha dedicado a comprender la interaccion de la leptina con los nlcleos
hipotaldmicos involucrados con la ingestién de alimento y el equilibrio energético como

sistema regulador del peso corporal.

El hipotdlamo

El hipotalamo esta situado en la base del cerebro, y se encarga de modular muchas fun-
ciones vitales, como los ritmos biolégicos, la homeostasis de agua y sodio en el cuerpo
necesarias para un funcionamiento optimo, la temperatura corporal, la conducta de ali-
mentacion, y el funcionamiento del sistema nervioso autbnomo. El hipotalamo es el centro
integrador superior de las respuestas autonomas, endocrinas y conductuales que se diri-

gen a mantener un medio interno constante (Levine, 2000).

El hipotdlamo esta organizado en nucleos celulares. Para su descripcion se divide
parasagitalmente en las areas medial y lateral. En el &rea medial, la parte mas anterior, la
porcidon supradpica, contiene los nudcleos supraquiasmatico (NSQ), y paraventricular
(NPV); la porcion tuberal, posterior a la supradptica, contiene los nucleos dorsomedial
(NDM), ventromedial (NVM), y arqueado (ARC), incluyendo la eminencia media. La por-
cion mas posterior es la porcion mamilar, que contiene al nucleo posterior. En el area la-
teral (LH), en un sentido rostrocaudal se localizan, el nicleo supraéptico (NSO), el ndcleo

lateral, el ndcleo tuberal lateral y el nacleo tuberomamilar (Waxman, 2004; ver Figura 1)
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Figura 1. Esquema tridimensional del hipotalamo del hemisferio derecho de la rata. Abreviaciones:
AHA, area hipotalamica anterior; ARC, nlcleo arqueado; AV3V,area anteroventral del tercer
ventriculo; Cl, capsula interna; DP,nlcleo paraventricular, regién parvocelular dorsal; DMH,nucleo
dorsomedial; F, fornix; LHA, area hipotalamica lateral; LM, nucleo paraventricular, region
magnocelular lateral; LPOA,area lateral predptica; ME, eminencia media; MP,nlcleo paraventricular,
region medial parvocelular medial; MPO, area predptica medial, OT, tracto 6ptico; SCh, nlcleo
supraquiasmatico; SON, nuacleo supraéptico; Sl, substantia inomminata; ST, nudcleo subtalamico;
VMN, nlcleo ventromedial; VP, nlcleo paraventricular, region parvocelular ventral. Tomado de:
Berthoud, H.-R., 2002.

Por debajo del hipotalamo medial se localiza la eminencia media que es el area cir-
cunventricular libre de barrera hematoencefalica, en la cual se sitian los vasos del siste-
ma portal que terminan en el I6bulo anterior de la glandula hipéfisis. Por medio de este
sistema las hormonas liberadoras y las hormonas inhibidoras de la liberacion hormonal
son transportadas desde el hipotdlamo hasta las células secretoras, que a su vez liberan
otras hormonas, o dejan de liberarlas (Snell, 2003). Es probable que ademas de ser un si-
tio de liberacidon de factores hipotalamicos, la eminencia media por la ausencia de barrera
hematoencefalica sirva como acceso hacia el hipotdlamo de insulina, leptina, y otras hor-
monas y sustratos metabolicos implicados en la ingestion de alimento y el consumo de

energia (Havell, Larsen, Cameron, 2000).
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El hipotalamo recibe muchas aferencias provenientes de las visceras, la membrana
mucosa olfatoria, y el cerebro en general. Algunas son las fibras aferentes lemniscales, el
tracto solitario, y la formacion reticular que transportan la sensacion somatica general, las
sensaciones viscerales, y las sensaciones gustativas. El tracto retinohipotalamico lleva in-
formacion visual al NSQ. Otros tractos transmiten informacion de los hemisferios cerebra-

les y de nucleos del sistema limbico.

Del hipotalamo surgen numerosas eferencias; dentro de las principales se encuen-
tran: el tracto hipotalamohipofisiario, que va desde los nucleos NSO y NPV hasta la neuro-
hipofisis para control hormonal. Del NPV se proyectan fibras hacia las células preganglio-
nares del sistema autbnomo en el tallo cerebral inferior y en la médula espinal para el con-
trol visceral (Buijs, Chun, Nijima, Romijn, Naga, 2001). Otras vias comunican al hipotala-

mo con el sistema limbico (Berthoud, 2007).

El hipotalamo regula la homeostasis

El hipotdlamo es el principal modulador del funcionamiento del sistema nervioso auténo-
mo visceral. También interviene en la respuesta a cambios en la temperatura, mantiene la
osmolaridad de la sangre, asi como los niveles hormonales especificos en su circulacion.
Regula ademas la actividad de la hipofisis anterior, a través de la liberacion de factores de
liberacion; y desempefia una funcion endocrina a través de la liberacion de oxitocina y va-

sopresina al torrente sanguineo por medio de la hipofisis posterior (Haines, 2006)

Una serie de ndcleos hipotalamicos se han relacionado directamente con la regula-
cion de la homeostasis energética y el peso corporal. Estos nacleos son el ARC, NDM,
NPV, NVM y HL. En particular en los ultimos afios se ha enfocado la atencion en el ARC y
el LH por la existencia de grupos celulares involucrados en la recepcion de leptina como
sefial metabadlica de la periferia y por sus proyecciones de salida al resto del sistema ner-

Vioso.
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El ntcleo arqueado (ARC)

A partir del descubrimiento de la leptina, el ndcleo ARC se convirtio en centro de atencion
para comprender los mecanismos que regulan el balance energético y el peso corporal.
La razdn es porque se encuentra por encima de la eminencia media y por lo tanto tiene
acceso a sefales que ingresan de la periferia sin la intervencion de la barrera hematoen-
cefalica. Ademés el ARC es una de las estructuras cerebrales con mayor concentracion

de receptores a leptina (Schwartz, Seeley, Campfield, Burn, Baskin, 1996).

En el ndcleo arqueado del hipotalamo se localizan dos subpoblaciones de células,
adyacentes pero distintas (Hahn, Breininger, Baskin, Schwartz, 1998), las células
productoras de NPY(neuropéptido Y), que se concentran principalmente en el ARC
medial, y las células productoras de Pro-Opio-Melanocortina (POMC) que es el precursor
de las Hormonas Estimuladoras del Melanocito (MSH’s), localizadas en la zona lateral del
ARC. Ambos grupos celulares envian proyecciones hacia diversas regiones en el
hipotdlamo, en particular a regiones del NPV y del HL (Yaswen, Diehl, Brennan,
Hochgeschwender, 1999; Coll, 2007).

De las melanocortinas, el a-MSH se ha propuesto como la melanocortina con el
papel mas importante en la regulacion del equilibrio energético (Coll, 2007). Las células
productoras de este péptido también producen otro factor conocido como CART, que sus
siglas significan transcrito del receptor a cocaina y anfetamina. Las neuronas productoras
de NPY también producen otra molécula, AgRP, que es un antagonista de los receptores
a melanocortinas (Ollmann, Wilson, Yang, Kerns, Chen, et al, 1997, Yang, Thompson,
Dickinson, Wilken, Barsh, et al, 1999). Ambos tipos de células expresan el receptor a
leptina (Hakansson, Brown, Ghilardi, Skoda, Meister, 1998; Cheung, Clifton, Steiner,
1997), la leptina estimula la actividad de las células productoras de
ProOpioMelanocortinas (Cowley, Smart, Rubinstein, Cerdan, Diano, et al, 2001), mientras
que inhibe la actividad de las células productoras de NPY (van den Top, Lee, Whyment,
Blanks, Spanswick, 2004).
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Funcién del a -MSH

El péptido a-MSH se ha caracterizado como una POMC, de naturaleza anorexigénica,
esto es que genera sensacion de saciedad y por lo tanto inhibe la ingestion de alimento.
Por ejemplo, administrada intracerebroventricularmente causé una reduccion en la

ingestion de alimento en ratas (Ludwig, Mountjoy, Tatro, Gillette, Frederich, et al, 1998).

En ratas con restriccion de alimento a dos horas al dia, se presenta expresion de c-
Fos (un marcador de actividad neuronal) en el ARC, especificamente en neuronas a-
MSH, después del fin del acceso al alimento (Olszewski, Wirth, Shaw, Grace, Bilingtone,
et al, 2001). Usando ratones ob/ob, se ha encontrado que en comparacion con ratones
normales, en los deficientes en leptina se presenta una frecuencia de corrientes postsi-
napticas inhibitorias mayor que en los ratones normales; asi, en los ratones ob, existe un
tono inhibitorio incrementado sobre las células POMC, lo cual explicaria su hiperfagia y
obesidad. En estas células también se presenta un numero de sinapsis reducido (menos
de la mitad que en los ratones normales), y estas sinapsis son en su mayoria inhibitorias,
al contrario de lo que sucede en los ratones normales. El tratamiento con leptina increme-
nta tanto el nimero total de sinapsis como el de sinapsis excitatorias, y decrementa la fre-
cuencia de las corrientes postsinapticas inhibitorias (Pinto, Roseberry, Liu, Diano, Shana-
brough, et al, 2004).

En ratones mutantes a los que se les ha eliminado el gen codificador para las pro-
opiomelanocortinas (Pomc ™) presentan una pigmentacién amarillenta, obesidad, niveles
periféricos de leptina incrementados, y una ingestion de alimento incrementada; con res-
pecto a ratones normales. El tratamiento con un agonista de hormona estimuladora del
melanocito (MSH) provoca la pérdida de peso corporal (Yaswen, Diehl, Brennan, Hoch-
geschwender, 1999). Por otro lado, ratones heterocigéticos (Pomc ") muestran un meta-
bolismo alterado; aunque alimentados con dieta estandar mantienen un peso similar al de
los ratones normales, al ser alimentados con dieta alta en grasas estos ratones se vuel-
ven significativamente hiperfagicos y desarrollan obesidad (Challis, Coll, Yeo, Pinnock,
Dickson, et al, 2004).
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El papel de los receptores a melanocortinas es fundamental. en el cerebro, los re-
ceptores Mc3R y Mc4R se expresan en el hipotalamo (Coll, 2007; Mountjoy, Mortrud, Low,
Simerly, Cone, 1994), en zonas involucradas con el equilibrio energético entre ellas la re-
gién parvocelular del nticleo NPV y el NDM. Los ratones Mc4R”" desarrollan un sindrome
de obesidad que es acompafada de hiperfagia (Huszar, Lynch, Fairchild-Huntress, Dun-
more, Fang, et al, 1997) y la obesidad de estos ratones mutantes parece deberse a su hi-
perfagia asi como a una regulacién del gasto energético alterada debida a hipoactividad,
un consumo de oxigeno disminuido, y ausencia de activacion simpatica ante leptina
(Ste.Marie, Miura, Marsh, Yagaloff, Palmiter, 2000). La deficiencia en el receptor Mc3R en
el ratdn, por su parte, lleva a un fenotipo que, aunque no difiere en el peso corporal del ra-
ton normal, presenta un aumento en el tejido graso y una disminucion en el tejido magro
(Chen, Marsh, Trumbauer, Frazier, Guan, et al, 2000). La administracion de un agonista
de los receptores Mc3R y Mc4R reduce los efectos orexigénicos y adipogénicos de NPY
(Raposinho, White, Aubert, 2003).

Funcién del NPY

Experimentalmente el NPY y el AQRP se han relacionado a la ingestion de alimento, como
agentes orexigénicos, esto es que inducen a ingerir alimento y por lo tanto producen sen-
saciones de hambre. La inyeccion cronica de NPY en el NPV, provoca incremento en la
ingestion de alimento, acumulacion de grasa corporal incrementada y en consecuencia
aumento de peso (Stanley, Kyrkouli, Lampert, Leibowitz, 1986). La leptina es una hormo-
na producida por el tejido adiposo (Maffei, Fei, Lee, Dani, Leroy, et al, 1995) que inhibe la
actividad de las células productoras de NPY (van den Top, Lee, Whyment, Blanks, Span-
swick, 2004), lo cual crea un asa de retroalimentacion negativa, ya que a mayor grasa a-
cumulada se produce mas leptina y a través de la inhibicion que ésta produce sobre las
células de NPY se controla la ingestion de alimentos. La destruccion selectiva de las neu-
ronas NPY/AgRP en ratones adultos tiene como consecuencia una reduccion aguda de la
ingestion de alimento (Gropp, Shanabrough, Borok, Xu, Janoschek, et al, 2005).
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Al sistema de NPY/AgRP se le ha relacionado con la ingestion de alimento, debido
a que inyectado intracerebroventricularmente en ratas incrementa la cantidad de alimento
ingerido (Ida, Nakahara, Katayama, Murakami, Nakazato, 1999). Se ha observado que ba-
jo la misma via de administracion, NPY incrementa la ingestion de una dieta alta en carbo-
hidratos, cuando se presentan simultaneamente una dieta alta en carbohidratos y una die-

ta alta en grasas (Morley, Levine, Gosnell, Kneip, Grace, 1987).

La leptina ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad de las células de NPY/Ag-
RP. La rata Zucker es un tipo de rata cuyos receptores a leptina se encuentran atrofiados.
Esta rata tiende a ser hiperfagica y obesa. Por medio de hibridacion in situ, se determina-
ron los niveles de ARNm para NPY en ratas Zucker, a los 2, 5, 9, 12, y 25 dias de edad.
Desde la edad mas temprana, se mostré un incremento en la expresion de ARNm para
NPY en el nicleo arqueado (Kowalski, Houpt, Jahng, Okada, Liu, et al, 1999), indicando
una sobreproduccion de este péptido orexigénico. En estas mismas ratas Zucker juveniles
(30 dias de edad) se ha descrito una concentraciéon de NPY en el ARC superior a la de
sus contrapartes heterocigoticas, lo cual se ha asociado con su ingestién de alimento au-
mentada y, por consecuencia, con su fenotipo obeso (Beck, Burlet, Bazin, Nicolas, Burlet,
1993).

En los ratones ob/ob, un tipo de ratén carente de leptina, y que en consecuencia
tiende a ser obeso, se encuentra que en las neuronas NPY/AgRP se presenta una fre-
cuencia de corrientes postsinapticas excitatorias incrementada de lo cual se concluye que
en estos ratones existe un tono excitatorio incrementado sobre las células NPY. En los
mismos ratones también se observa un nimero incrementado de sinapsis en dichas célu-
las, y de éstas, el nUmero de sinapsis excitatorias se encuentra incrementado, mientras
gue el de inhibitorias, disminuido; al contrario de lo que se observa en los ratones norma-

les (Pinto, Roseberry, Liu, Diano, Shanabrough, et al, 2004).

La privacion de alimento incrementa la expresion de NPY en el ARC (Lewis, Shel-
lard, Koeslag, Boer, McCarthy, et al, 1993; Park, Yi, Kim, Lee, Lee, et al, 2004), y produce

un incremento en el potencial de accion de las neuronas NPY/AgRP en los ratones nor-
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males, pero no en los ratones ob/ob o db/db, los cuales carecen de receptores para co-
dificar la sefalizacion central de leptina (Takahashi, Cone, 2005). También se ha obser-
vado un incremento en los niveles de ARNm para NPY en el niucleo ARC en ratones
ob/ob o db/db con restriccion alimenticia, en relacién con sus pares sin restriccion. De la
misma manera, los niveles de expresion de los ratones mutantes fueron significativamente
mayores que los de los ratones normales, bajo la condiciéon de alimento ad libitum (Yama-

moto, Ueta, Serino, Nomura, Shibuya, et al, 1999).

Existe una subpoblacion de neuronas NPY/AgRP que también producen GABA, y
se proyectan tanto al NPV como colateralmente a las neuronas POMC/CART (Horvat,
Bechmann, Naftolin, Kalra, Leranth, 1997) inhibiendo la actividad de estas ultimas. La ad-
ministracién intracerebroventricular de a-MSH promueve una anorexia que es bloqueada
por la administracién de agonistas de GABA, mientras que la administracion de un anta-
gonista de GABA incrementa tal anorexia (Rao, Kokare, Sarkar, Khisti, Chopde, et al,
2003).

Hipotalamo Lateral (LH)

El hipotalamo lateral se ha considerado desde los afios 50's como un area relevante para
la regulacion de la alimentacion debido a que las lesiones de esta zona resultaban en a-
norexia. En esta area se localizan dos poblaciones celulares: las células productoras de
MCH (Hormona concentradora de melanina) localizadas en el HL y en la zona subincertal
del hipotalamo, y las células productoras de orexina, localizadas solo en el HL (Date, Ue-

ta, Yamashita, Yamaguchi, Matsukura, et al, 1999).

Funcién del MCH

Las primeras células de MCH aparecen al dia 18 gestacional y.a partir de esta fecha el
numero de células se incrementa, siguiendo un gradiente de medial a lateral, y alcanzan
el numero del adulto en el dia 5 postnatal, el cual corresponde al 65% del total de células

MCH. Asi, el desarrollo del sistema MCH comienza en una época temprana, y la madura-
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cion de este sistema continla hasta los primeros dias postnatales.(Brischoux, Fellmann,
Risold, 2001)

La MCH se ha caracterizado como una hormona involucrada en la conducta ali-
menticia debido a que la administracion intracerebroventricular de MCH produce un incre-
mento en la ingestion de alimento de forma dosis dependiente (Rossi, Choi, O’Shea, Mi-
yoshi, Ghatei, Bloom, 1997). Comparando ratones normales con ratones ob/ob (hiperfagi-
cos) se observo que sin privacion de alimento, los normales expresan niveles bajos de
ARNmM para MCH mientras que los ob/ob presentan niveles mas altos. Este mismo patron
también se encontré en condiciones de privacion de alimento (Qu, Ludwig, Gammeltoft,
Piper, Pelleymounter, et al, 1996). De igual manera la inyeccion de 6nmol de MCH en el
nacleo ARC del hipotdlamo incrementa dramaticamente la ingestion de alimento en la pri-
mera hora posterior a la inyeccion, mientras que la ingestion acumulada, medida a lo largo
de las 4 horas siguientes a la inyeccion, es significativamente mayor cuando el sitio de in-
yeccion es en el NPV, el NDM, o el ARC. La aplicacion de MCH a explantes de hipotéala-
mo basal promueve la liberacién de NPY y de AgRP, y atenua la liberacion de a-MSH y de
CART (Abbott, Kennedy, Wren, Rossi, Murphy, et al, 2003).

La supresion del gen para MCH en ratones produce un decremento en el peso cor-
poral, un decremento en la ingestion de alimento y un gasto energético de reposo incre-
mentado. Tales ratones pesan del 25 al 30% menos que sus contrapartes, esto debido a
una reduccion en la grasa corporal, niveles de leptina reducidos, y reduccién en la expre-

sion del gen POMC en el hipotdlamo (Shimada, Tritos, Lowell, Flier Marathos-Flier, 1998).

En un estudio se cre6 una clase de raton doble ko, que carecia tanto del gen ob
(obesidad), como del gen para MCH (pérdida de peso). Los ratones doble ko presentaron
un fenotipo obeso atenuado, en conjunto con una disminucion en el tejido graso compara-
do con el raton ob (Alon, Friedman, 2006). Su ingestién de alimento no difirid de la de los
ratones ob; mientras que su actividad locomotora fue mucho mayor. El consumo de oxige-
no también se presento incrementado, incluso en reposo (Segal-Lieberman, Bradley, Ko-

kkotou, Carlson, Trombly, et al, 2003). Por otro lado, en dos cepas de ratones, una relati-
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vamente propensa a la obesidad inducida por dieta (OID) y otra relativamente resistente,
en las cuales se elimino el gen para MCH, los animales son relativamente delgados, vy tal
delgadez es resultado de un incremento en el gasto energético mas que de hipofagia. Los
ratones de la cepa resistente también presentan un incremento en la actividad locomoto-
ra. Al ser retados con dieta alta en grasa, ambos tipos de ratén carente de MCH permane-
cen delgados, al parecer como resultado de un incremento en la actividad locomotora y en
la tasa metabdlica. En los ratones de la cepa propensa a la obesidad, ésta no se presen-
ta, mientras que en la cepa resistente, se observa un decremento en el peso corporal (Ko-
kkotou, Jeon, Wang, Marino, Carlson, et al, 2005).

Se ha creado una clase de ratén en el cual se presenta una pérdida programada de
células MCH; al llegar a la vida adulta estos ratones ya carecen de la gran mayoria de cé-
lulas y a esa edad presentan una reduccion del 60% de la grasa corporal. Esta clase de
ratbn es mas delgado, y muestra una ligera reduccion en la ingestion de alimento junto

con un incremento en el consumo de oxigeno (Alon, Friedman, 2006).

Por otro lado, la sobreexpresion a MCH lleva a una susceptibilidad incrementada a
la obesidad. Ratones que sobreexpresan el MCH, al ser retados con una dieta alta en gra-
sas, su propension a la obesidad se encuentra incrementada con respecto a ratones nor-
males con la misma dieta. Estos ratones también presentan hiperinsulinemia e hipertrofia

de células beta en el pancreas (Ludwig, Tritos, Mastaitis, Kulkarni, Kokkotou, et al, 2001).

El receptor para MCH, MCH1R se expresa también en los nucleos ARC y ventro-
medial del hipotadlamo lo que sugiere que este receptor puede mediar los efectos del MCH
sobre el apetito (Hervieu, Cluderay, Harrison, Meakin, Maycox, et al, 2000). El ratén
MCH1R ko presenta un peso corporal reducido respecto a los ratones normales, que pa-
rece explicarse por una disminucién en aproximadamente un 50% del tejido graso. Su in-
gestion de alimento (dieta chow), sorprendentemente, es mayor que la de los ratones nor-
males; esto debido a que invierte mas tiempo en el consumo de alimento; sin embargo, al
ser sometido a dieta alta en grasas la hiperfagia desaparece (en las hembras). También

presenta un incremento en la actividad locomotora, incremento en la produccion de calor,
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y niveles reducidos de leptina, consistentes con el decremento en la masa grasa corporal
(Chen, Hu, Hsu, Zhang, Bi, et al, 2002). La administracion intracerebroventricular aguda
de NPY, o de AgRP, evoca el mismo consumo de alimento en ratones MCH1R ko que en
los ratones normales; mientras que la administracion cronica de MCH no produce ningun
efecto en dichos animales (MCH1R ko), aunque incrementa la ingestion de alimento y el
peso corporal en los animales normales (Marsh, Weingarth, Novi, Chen, Trumbauer, et al,
2002).

Funcion de las Orexinas

El otro grupo celular localizado en el LH son las células de orexina. Existen dos tipos de
orexina: orexina A y orexina B, y la familia es denominada asi porque la administracion
intracerebroventricular de orexina en ratas, provocé un incremento en la ingestion de ali-
mento (Sakurai, Amemiya, Ishii, Matsuzaki, Chemelli, et al, 1998). También la administra-
cion de orexina A en sitios especificos hipotalamicos (a los nucleos NPV y NDM, y las
areas PeF y HL) indujo un incremento en la ingestion de alimento en ratas (Dube, Kalra,
Kalra, 1999). La privacion de alimento por 48 horas lleva a un incremento significativo de
los niveles de ARNm prepro-orexina en el HL en ratas (Lopez, Seoane, Garcia, Lago, Ca-
sanueva, et al, 2000; Mondal, Nakazato, Date, Murakami, Yanagisawa, et al, 1999). La
administracion aguda de insulina, lo cual lleva a un estado hipoglucémico, a las mismas
ratas privadas de alimento, provoco un incremento en los niveles de ARNm prepro-orexi-
na (Griffond, Risol, Jaquemard, Colard, Fellman, 1999), aunque no lo provoco en ratas ali-
mentadas ad libitum a las que se les provocd la misma hipoglucemia (Cai, Widdowson,
Harrold, Wilson, Buckingham, et al,1999). Los niveles de expresion de mRNA de prepro-
orexina de ratones ob y db son significativamente mayores que los de los ratones norma-
les, bajo la condicién de alimento ad libitum (Yamamoto, Ueta, Serino, Nomura, Shibuya,
et al, 1999).

Para confirmar el papel de este sistema en la conducta alimenticia, se administrd
un antagonista del receptor a orexinas tipo 1, el cual provocé en ratones ob/ob una dismi-

nucién en la ingestién total de alimento, una ganancia de peso menor que los tratados con
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vehiculo, y esto Ultimo se acompafid de un decremento en la masa corporal grasa y un
gasto energético mayor. Se observo también la presencia de indicadores de actividad sim-
péatica incrementada en la grasa parda (Haynes, Chapman, Taylor, Moore, Cawthorne, et
al, 2002).

También se han creado ratones carentes del gen para orexinas. Dichos ratones re-
sultaron ser narcolépticos y su ingestién de alimento en la fase de oscuridad disminuyo
significativamente. No obstante su reduccién de alimento, desarrollaron obesidad de inicio
tardio y al tratar de clarificar esto se encontré una actividad motora espontanea disminui-
da (Hara, Beuckmann, Nambu, Willie, Chamalli, et al, 2001).

Es posible observar la expresidn del gen prepro-orexina desde el dia postnatal 0 en
el HL en ratas. Esta expresidn se restringe exclusivamente a esa area. Le expresion es
débil en el dia 0 y se incrementa gradualmente hasta el dia 15, de los dias 15 a 20 la ex-
presion se incrementa marcadamente y no existen cambios a edades posteriores. Por otro
lado, la presencia de células inmunopositivas a orexina no se aprecia sino hasta el dia 15
postnatal, dicha inmunoreactividad se incrementa entre los dias 15 y 20 (Yamamoto, Ue-

ta, Hara, Serino, Nomura, et al, 2000).

Circuitos hipotalamicos para regular el peso corporal

Las células del ARC, tanto de NPY/AgRP como de a-MSH envian proyecciones hacia am-
bos grupos celulares en el LH, y se encuentran botones sinapticos de dichas proyeccio-
nes en proximidad de dendritas de los mismos. La innervacion se dirige densamente a la
zona PeF, y en menor medida hacia el HL (Elias, Saper, Marathos-Flier, Tritos, Lee, et al,
1998). Especificamente, las células de orexina envian proyecciones reciprocas hacia el
nacleo ARC, y hacen sinapsis con células de NPY, segun se ha observado con microsco-

pia electronica (Horvath, Diano, van den Pol, 1999).

Se ha encontrado que el receptor para orexina de tipo 1 se expresa principalmente

en el hipotalamo, mas intensamente en el ndcleo ventromedial, y moderadamente en el
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area predptica medial, los nucleos NDM vy laterodorsal, el nacleo mamilar lateral, y el area
posterior. También existe expresion del receptor en el niucleo ARC, donde interesante-
mente el 46% de las neuronas productoras de NPY presentaron inmunoreactividad, asi
como el 38% de las células productoras de a-MSH (Suzuki, Shimojima, Funahashi, Saka-
jo, Yamada, et al, 2002).

Bases fisioldgicas de la propension y resistencia a la obesidad

Algunos estudios han tratado de determinar los mecanismos que subyacen a la
propensién o a la resistencia a la obesidad inducida por dietas altas en grasa o hidratos

de carbono en roedores.

En principio, Las ratas propensas a la obesidad ingieren una cantidad de alimento
mayor que las ratas resistentes, al ser retadas con dieta hipercalérica (Levin, Dunn-Mey-
nell, Ricci, Cummings, 2003), a diferencia de las ratas resistentes, las cuales reducen la
cantidad de alimento ingerido desde las primeras exposiciones a la dieta (Levin, Triscari,
Hogan, Sullivan, 1987). Algunas respuestas autonomas en las ratas propensas a la obe-
sidad son distintas de las de las ratas resistentes, como la secrecion de norepinefrina, que
se encuentra incrementada en las propensas (Levin, Dunn-Meynel, Banks, 2004). Estas
mismas ratas propensas también muestran niveles mas elevados de expresion de NPY en
el nucleo ARC (Levin, Dunn-Meynell, 1997).

Las ratas resistentes, en un régimen de dieta hipercalérica, presentan niveles de
leptina menores que las ratas propensas, y una expresion menor de ARNm para NPY y
de ARNm para los receptores a NPY Y2 y Y5 en el ARC (Huang, Han, Storlien, 2003; Le-
vin, Dunn-Meynell, 2002) Las obesas, por su parte, presentan niveles reducidos de ARNm
para el receptor a leptina en el nicleo ARC, en el NVM, y en el NDM. Curiosamente, las
ratas propensas presentan niveles de grelina (una hormona secretada por el estbmago,
de caracter orexigénico) circulante mas bajos que las ratas resistentes, al igual que reduc-
cion del ARNm para el receptor a grelina en el niacleo ARC y el NDM (Levin, Dunn-

Meynell, Ricci, Cummings, 2003).
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En las ratas propensas, la administracion de leptina no reduce la ingestion de ali-
mento, al contrario de las resistentes (Levin, Dunn-Meynell, 2002). Las ratas propensas a
la obesidad presentan una tasa de union al receptor de leptina disminuida en relacién con
las ratas resistentes en el ARC, el NDM, y el NVM dorsal (Irani, Dunn-Meynell, Levin,
2006). La expresion de pSTAT3, un producto intracelular resultado de la activacion del re-
ceptor a leptina, en el ARC, el NDM y el NVM, posterior a la administracion de leptina es
mayor en las ratas resistentes a la obesidad que en las propensas (Levin, Dunn-Meynel,
Banks, 2004).

Las ratas propensas a la obesidad presentan una sensibilidad disminuida a los
efectos anorécticos de la insulina (Clegg, Benoit, Reed, Woods, Dunn-Meynell, Levin,
2005) y la tasa de union al receptor a insulina en el nacleo ARC también se encuentra dis-

minuida en las ratas propensas (Irani, Dunn-Meynell, Levin, 2006).

La serotonina es un neurotransmisor que ha sido relacionado con la saciedad. Los
ratones propensos a la obesidad presentan una densidad mayor del receptor a serotonina
en el NVM, que los ratones resistentes, como resultado al parecer de niveles bajos de se-
rotonina en el espacio sinaptico (Huang, Huang, Han, Chen, Storlien, et al, 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De todo lo anterior proponemos que diferencias morfométricas y anatdmicas del hipotéla-
mo también estén involucradas en la propension a la obesidad. No queda duda que para
mantener el balance energético y el equilibrio del peso corporal se requiere el buen fun-
cionamiento de diversos grupos celulares, de los cuales algunos son orexigénicos y pro-
mueven el aumento de peso, mientras otros son anorexigénicos y promueven la pérdida
del peso corporal. Asi, se ha iniciado la busqueda de diferencias en los grupos hipotala-
micos relacionados con la conducta alimenticia y el equilibrio energético que puedan expli-

car la tendencia de algunos individuos a desarrollar obesidad.

En el Laboratorio de Ritmos Biolégicos y Metabolismo de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Autbnoma de México se ha observado que en una misma ca-
mada de ratas Wistar, al nacimiento algunos individuos muestran pesos muy altos y otros
muy bajos. Esta relacion de tamafio y peso se mantiene hasta la vida adulta, sin llegar a
ser una situacion patoldgica. Basados en el conocimiento de que las ratas propensas a la
obesidad presentaban un peso corporal mayor que las ratas resistentes, previo a la expo-
sicion a dieta alta en calorias (Levin, Triscari, Hogan, Sullivan, 1987), se planted la posibi-
lidad de que dicha diferencia en el peso corporal estuviese relacionada con diferencias en
el hipotalamo, especificamente en los grupos celulares antes mencionados y que esta di-

ferencia pudiera reflejar una propension a la obesidad en las crias de mayor peso.
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OBJETIVOS

1. Conocer las diferencias en poblaciones celulares del hipotdlamo relacionadas con
la ingestion de alimento, el equilibrio energético y el peso corporal, en ratas
juveniles con alto y bajo peso corporal.

2. Determinar si el peso corporal al nacimiento puede reflejar una propension a la

obesidad.

HIPOTESIS

Hipotesis o: Las poblaciones celulares del hipotalamo relacionadas con la conducta ali-
menticia y el equilibrio energético no son diferentes entre las crias nacidas de alto y bajo

peso.

Hipotesis 1: Las poblaciones celulares del hipotalamo relacionadas con la conducta ali-
menticia y el equilibrio energético son diferentes entre las crias nacidas de alto y bajo pe-

SO.

2.
Hipotesis o: Las crias nacidas con mayor peso tienen mayor propension a la obesidad que

las crias de bajo peso.

Hipdtesis 1: Las crias nacidas con mayor peso tienen la misma propension a la obesidad

gue las crias de bajo peso.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos y condiciones generales

Se utilizaron crias de camadas nacidas de ratas hembras Wistar. Durante todo el experi-
mento las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico transparente con cama de aserrin en
un bioterio con condiciones reguladas de luz, a un ciclo 12: 12, temperatura estable y ali-
mento y agua a disposicion libre (ad libitum).

Disefio experimental

Se uso6 un disefio de estudio longitudinal, se establecieron dos grupos: crias de bajo peso
vs. crias de mayor peso en las que se midio la evolucion en el peso corporal de los prime-
ros 30 dias de vida, y la expresion de cuatro péptidos hipotalamicos.

En una segunda etapa se utilizé un disefio longitudinal para determinar si las crias de bajo
y alto peso tienen diferente predisposicion para desarrollar obesidad ante una dieta alta

en grasas, para este grupo se realizaron mediciones de peso corporal.

Obtencién de las camadas

Hembras virgenes de 250 gr de peso se aparearon con machos adultos, para ello se alo-
jaron hembras y machos en cajas colectivas en una proporcion de un macho por cada 2
hembras. Después de una semana de apareamiento se retiraron los machos y durante las
siguientes 3 semanas se hizo un seguimiento visual de las hembras para determinar posi-
ble embarazo. Unos dias antes de cumplirse 3 semanas del inicio de apareamiento se
alojo cada hembra individualmente en cajas de acrilico (47x 32x18 cm) con suficiente ase-
rrin para elaborar un nido. El dia de nacimiento de las crias fue considerado el dia 0. Al
dia 1 de edad, las crias fueron separadas por sexo, se pesaron, se ordenaron por peso y
clasificaron como grandes, pequeias o intermedias. Las grandes pesaron entre 10 y 15%
mas que las chicas. De esta manera las camadas quedaron constituidas por al menos

una pareja de crias clasificadas como chica y grande, mas sujetos intermedios suficientes
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para completar 8 individuos. Para lograr el seguimiento se marcaron las crias grandes y
chicas por medio de la amputacion de una ufia de una pata anterior.

Las crias se pesaron cada 10 dias hasta el dia 30 en que se verifico si la clasificacion ini-
cial se habia conservado. Aquellas crias que habian cambiado de categoria de peso en la

camada fueron eliminadas (n=4).

Determinacion de propension al sobrepeso en crias grandes vs. pequefias

Para corroborar si el peso corporal al nacimiento y a lo largo del desarrollo es efectiva-
mente un factor que propicia el sobrepeso y la obesidad, se obtuvo una segunda serie de
camadas y se procedié a su marcaje y seguimiento de peso de la forma antes menciona-
da. Al dia 30 de edad se seleccionaron los sujetos que cumplian con los criterios de dife-
rencia de peso y se alojaron por parejas de un sujeto pequefio y uno grande (de la misma
camada) en cajas colectivas de 53x45x19.5 cm, y se pesaron a los dias, 45, 60 75y 90 de
edad. El dia 90 se separaron las parejas y los sujetos fueron alojados individualmente en
cajas de acrilico grandes (47x 32x18 cm), y se pesaron nuevamente a los 120 dias. Ese
mismo dia se inicio la administracion de 10g de dieta alta en grasas por dia a cada indivi-
duo, y este régimen se mantuvo hasta el dia 180 de edad, dia en el que fueron sacrifica-
das. Una vez sacrificadas, se extrajeron los depdsitos de grasa intestinal y retroperitoneal,

y se pesaron.

Obtencion de cerebros

El dia 30 de edad se pesaron nuevamente las crias y se identificaron las grandes y las
chicas. Estas fueron anestesiadas con una dosis letal de pentobarbital, y, acto seguido,
fueron perfundidas por puncion intracardiaca con solucién salina (0.9%) seguida de solu-
cion de paraformaldehido (4%) en buffer de fosfatos al 0.1 My pH 7.2 (PB). se extrajeron
los cerebros, se guardaron en viales, donde permanecieron postfijandose durante 7 dias
en solucion de paraformaldehido( 4%) en PB; después se mantuvieron en solucién de sa-

carosa (30%) como crioprotector, hasta el momento de ser cortados.
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Los cerebros fueron cortados en secciones coronales de 40 um de espesor; las se-
cciones se depositaron en pozos que contenian solucion PB + 0.9% NaCl (PBS), organi-

zadas en cuatro series y de anterior a posterior.

Técnica de Inmunohistoquimica

Para el procedimiento de inmunohistoquimica se seleccionaron las secciones que conte-
nian al hipotalamo. Se extrajeron los cortes de las charolas y se depositaron en tinas en
las que se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS; después del ultimo lavado, los
cortes fueron colocados en tubos Eppendorf para su incubacion con anticuerpo, ya fuera
para orexina (OX), MCH, NPY o a-MSH diluidos 1:1000 en solucion PBS con Triton X-100
al 0.3% y suero animal al 0.1% a 4°C por 48 horas. Pasado este tiempo, los cortes fueron
depositados nuevamente en tinas y se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS.
Después, los cortes se incubaron con anticuerpo biotinilado secundario 1:200, en solucion
PBS con Triton X-100 y suero animal, a temperatura ambiente por 2 horas. En seguida,
los cortes se volvieron a lavar por 10 minutos con PBS, y después se incubaron con el
complejo macromolecular Avidina y peroxidasa de rabano Biotinilada (ABC) en solucion
PBS con Triton X-100 y suero animal; por otras 2 horas a temperatura ambiente. Al finali-
zarse la ultima incubacion, los cortes se depositaron en tinas y se les realizdé una ultima
serie de tres lavados de 10 minutos con PBS, para finalmente activar la reaccioén con el
cromégeno Diaminobenzidina diluida en solucion de Trizma®(pH 7.2) y 35 ul de peroxido
de hidrégeno al 30%. Cuando se obtuvo un nivel de tincion suficiente, los cortes fueron
sumergidos en PBS para detener la reaccién. Los cortes se montaron en portaobjetos ge-
latinizados, cada portaobjetos se marcé con las caracteristicas respectivas del sujeto. Los
portaobjetos se deshidrataron en una serie de alcoholes y xilol y se cubrieron con cubre-

objetos y medio de montaje para microscopia (Entellan) para su observacion al microsco-

pio.
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Andlisis del tejido

Los portaobjetos cubiertos se observaron con un microscopio de luz. En los cortes tefiidos
para NPY y para a-MSH se ubicé la zona del nacleo arqueado del hipotdlamo y para el
analisis se seleccionaron un corte anterior y uno posterior, correspondientes a las laminas

29 y 33 del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1998).

En los cortes tefiidos para MCH se examino la zona del hipotdlamo dorsomedial, el
area perifornical, y el area lateral del hipotalamo. En los cortes teflidos para OX se proce-
dié de la misma manera, delimitando la tincién al nucleo dorsal medial, a las regiones peri-
fornical y lateral del hipotalamo,y se seleccionaron un corte anterior, uno medio y uno pos-
terior, que corresponden, respectivamente, a las laminas 29, 31 y 33 del atlas de Paxinos
y Watson (1998). Posteriormente se tomaron fotografias de las regiones delimitadas con
una camara digital conectada al microscopio. Esas fotografias se analizaron con el pro-
grama Metavue, y se realizé el conteo de las células tefiidas con un sistema de analisis de

imagenes (Metavue, Nikkon).

Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias en el peso corporal entre los sujetos pequefios y grandes de
ambas series a lo largo del tiempo se usé un analisis de varianza de medidas repetidas, y
se realiz6 una prueba de Tukey como analisis post hoc. Para comparar las diferencias en
las inmunohistoquimicas se utilizé una prueba t de Student en los casos en los que se

considero pertinente. Se considero significativo un valor de a-de 0.05.
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RESULTADOS

Peso corporal

Al dia de nacimiento (dia 0) se obtuvieron camadas con 7 a 12 individuos. En la primera
serie, al dia 1 y de acuerdo a nuestro criterio de clasificacion para crias grandes y chicas,

se obtuvieron 13 parejas, 11 parejas de machos y 3 de hembras (ver figura 2).

Figura 2. Pareja de crias en el dia 1 de edad, compuesta por la cria mas chica y la cria mas grande
de una misma camada. La diferencia de tamafio es evidente a simple vista, y se refleja en el peso
corporal.

En los dias subsiguientes (10, 20, y 30) la diferencia de peso de 210% entre los su-
jetos marcados como grandes y pequefios se mantuvo en nueve parejas de machos y en
una de hembras; en las parejas restantes (dos de machos y dos de hembras) la diferencia
de peso se atenud; estas parejas fueron excluidas del analisis. Para los andlisis se consi-

deraron aquellas parejas de crias que al dia 30 de edad mantuvieron una diferencia = del
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10%. La pareja restante de hembras que si conservo la diferencia también fue excluida,

por ser unica.

Al dia 1 el promedio de peso corporal de las crias chicas fue de 7.24 + 0.30 gramos
y el de las grandes de 8.53 + 0.18 gramos. Al dia 30 de edad, el promedio de peso cor-
poral de las crias chicas fue de 86.31 + 5.61 gramos y el de las grandes de 95.15 + 4.03
gramos (ver figura 3 y tabla 1) EIl andlisis de varianza para medidas repetidas indicé dife-
rencias significativas entre los grupos (f (1,52)=5.43; p<0.023) asi como a través del tiem-
po (f (3,52)=408.06; p<0.0001). Sin embargo la prueba post hoc no mostré diferencias

entre los grupos para cada edad evaluada.

Tabla 1. Promedio de peso corporal de crias pequeias (n=7) y grandes (n=8)

GRUPO EDAD

DIA 1 DIA 10 DIA 20 DIA 30

Pequefios 7.24 +0.30 22.34+1.10 42.33 £ 1.65 86.31+ 5.61

Grandes 8.53+0.18 24.78 £1.20 46.39 £ 0.97 95.15 + 4.03

Peso corporal
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Dia1l Dia 10 Dia 20 Dia 30
Edad

Figura 3. Evolucién de los pesos corporales de las crias pequefias (negro; n=7) y grandes
(gris; n=8) del dia 1 al dia 30 de edad
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Comparadas las crias pequefias vs. las grandes la diferencia de peso corporal
siempre fue mayor del 10% fluctuando entre 12 % y 17% (ver tabla 2).

Tabla 2. Proporcién promedio + error estdndar de 9 parejas, expresado en porcentaje de
peso corporal, de un grupo respecto al otro.

COMPARACION EDAD

DIA 1 DIA 10 DIA 20 DIA 30
Grandes vs 1205+3.9% | 1129+ 3.8% | 113.5+3.0 % | 117.8+2.01 %
pequefios
Pequefios vs 83.6+25% 89.3+3.0% 885+2.3% 85.0+1.4 %
Grandes

En la segunda serie, al dia 1 se obtuvieron 15 parejas, 9 de machos y 6 de hem-
bras. En los dias subsiguientes (10, 20, y 30) la diferencia de peso de =10% entre los su-
jetos marcados como grandes y pequefios se mantuvo en seis parejas de machos y en
tres de hembras; en las parejas restantes (tres de machos y tres de hembras) la diferencia
de peso se atenud; estas parejas fueron excluidas del analisis. También se excluyeron las
parejas de hembras que si conservaron el criterio. Para los andlisis se consideraron las 6
parejas de crias macho que al dia 30 de edad mantuvieron una diferencia = del 10%. Al
dia 1 el promedio de peso de los sujetos machos pequefios fue de 6.83 +0.38 g, mientras
gue el de los sujetos grandes fue de 7.52 + 0.28 g. En el dia 30 de edad, el promedio de
peso corporal de las crias chicas fue de 85.13+4.82 gramos y el de las grandes de 100.55
+ 6.30 gramos. En los dias subsiguientes, la diferencia en el peso corporal = 10% se man-
tuvo hasta el dia 120, en el que se inicid la administracion de dieta alta en grasas. La dife-
rencia de peso entre grupos se acentud hasta el dia 180 de edad, dia en el que los suje-
tos fueron sacrificados (Ver figura 4). El andlisis de varianza para medidas repetidas, indi-
co6 diferencias significativas entre los grupos (F (1,90)=54.02; p<0001) asi como a través
del tiempo (F (8,90)=103.23; p<0.0001). La prueba post hoc mostré diferencias entre los
grupos a la edad de 165 dias.
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Al igual que con la primera serie se determiné la proporcion de peso corporal com-
parando las crias grandes vs. chicas y viceversa. A lo largo de la vida la diferencia fluctuo
entre 10 y 18%. Cuando se dio la dieta alta en grasa, los grupos mantuvieron una diferen-
cia de entre 16 — 18% indicando que el grupo de ratas pesadas tenia mayor propension a

aumentar de peso por dicha dieta (ver tabla 4).

Evolucién del peso corporal
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)
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t —O— Grandes

100 T T T T T T T T T
dia 45 dia 60 dia75 dia90 dia 120 dia 135 dia 150 dia 165 dia 180

Edad

Figura 4. Evolucién del peso corporal de las crias pequefas (negro; n=6) y grandes
(blanco; n=6) del dia 45 al dia 180 de edad. La flecha indica el inicio de la administracion

de dieta alta en grasas (dia 120).

Tabla 4. Promedio de proporcion + error estandar de 6 parejas, expresado en porcentaje
de peso corporal, de un grupo respecto al otro.
EDAD

Dieta regular Chow Dieta alta en grasa

COMPARACION |DIA1 | DIA10 | DIA20 | DIA30 | DIA45 | DIA60 |DIA75 [ DIA90 | DIA DIA DIA DIA DIA
120 135 150 165 180

Grandes vs 110.6 + | 120.6 + | 115.0 £ | 118.2+ | 118.8 + | 111.6+2. | 110.6+ | 110.8 |112.9=+|114.7 |118.0 |118.0 |116.3
pequefios 24% [109% |75% [(43% [67% |4% 15% [#3.0% [24% |[+3.7% |+4.4% |+4.2% |+4.4%
Pequefios vs 90.7+2. | 85.445. | 88.4 85.1+2. | 85.2+ |89.9 90.5+ |905+ |88.7+ |87.6+ 853+ [852+ [86.6=*

Grandes 0% 9% 8% | 7% 41% |+1.8% 12% [(24% [18% [27% |31% |29% (3.1%
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Los depdsitos de grasa abdominal (intestinal y retroperitoneal) se extrajeron y se

pesaron. No se observaron diferencias entre los grupos (ver figura 5 ).

Grasa Corporal

30

25 A

20

15 4

gramos

10 A

Grasa intestinal Grasaretroperitoneal Grasa total

Figura 5 . peso de los depdsitos de grasa de sujetos chicos (negro, n=4) y grandes
(gris, n=4) en gramos. Grasa total indica la suma de ambos depdsitos.
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Expresion de NPY

Con la tinciéon de NPY, se observaron fibras y vesiculas, pero no se observaron cuerpos

celulares (ver Figura 6 ).

Figura 6. Fotografia del nicleo arqueado del hipotalamo (20X). Obsérvese la
alsencia de criernns celillares definidns 2V tercer ventriciiln

Al no poder evaluarse el nimero de células positivas a NPY por conteo celular, se
procedi6 a evaluar la densidad éptica de la tincion, con el programa ImageJ. Se seleccio-
naron 2 cortes del nacleo ARC, uno anterior (Bregma-2.30) y uno posterior (Bregma-3.30)

de acuerdo a las coordenadas de Paxinos y Watson (ver figura 7)

A B

Figura 7. Fotografias de dos secciones a (4X) a niveles anterior (A) y
posterior (B). Arc: Nucleo arqueado del hipotalamo. F: Fornix.
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La densidad optica se estim6 en Unidades Arbitrarias (UA). En ninguno de los dos

niveles, se observaron diferencias entre los cerebros de las crias grandes y las pequefias

(ver figura 8).
NPY Anterior NPY Posterior
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Figura 8: Promedio de densidad 6ptica de la expresién de NPY en el nlcleo arqueado
anterior y posterior de crias pequefias (negro; n=6) y crias grandes (gris; n= 6).
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Expresion de a-MSH

Con la tincion de a-MSH, se observaron fibras y vesiculas en el ARC, pero no se

observaron cuerpos celulares (ver Figura 9 ).

Figura 9. Fotografia del nicleo arqueado del hipotalamo (20X). Obsérvese la
ausencia de cuerpos celulares definidos. 3V: tercer ventriculo

Al no poder evaluarse con conteo celular, se procedié a evaluar la densidad Optica
de la tincion, con el programa ImageJ. Se seleccionaron 2 cortes del nicleo ARC, uno an-
terior (Bregma -2.30) y uno posterior (Bregma -3.30) de acuerdo a las coordenadas de Pa-

xinos y Watson (ver figura 10 ).

Figura 10. Fotografias de los cortes (4X) a niveles anterior (A) y posterior
(B). Arc: Nucleo arqueado del hipotalamo. F: Fornix.
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La densidad optica se estim6 en UA. En ninguno de los dos niveles se observaron

diferencias entre el grupo de crias grandes y el de las crias pequefias (ver figura 11 ).
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Figura 11. Promedio de densidad 6ptica de la expresién de a-MSH en el nlcleo arqueado anterior y
posterior de crias pequefas (negro; n=7) y crias grandes (gris; n= 8).
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Células productoras de MCH

La tincion para MCH se limité a cuerpos celulares localizados en las areas dorsomedial,

perifornical y lateral del hipotdlamo. En el area dorsomedial, dichos cuerpos se localizaron

mayoritariamente en un nivel anterior (Bregma -2.30); mientras que en las areas

perifornical y lateral, la tincion se presentd mayoritariamente en los niveles medio y
posterior (Bregma —2.80 y —3.30, respectivamente; ver figura 12).

Figura 12. Fotografias (4X) de los cortes en los niveles anterior (A), medio (B), y posterior (C). DMH: Area
dorsomedial del hipotalamo. PeF: Area perifornical del hipotalamo. HL: Hipotalamo lateral. F: FOrnix

En el HDM se observé una diferencia significativa en el nimero de células immuno-

reactivas de MCH ( t= -2.5831; p<0.0324), caracterizada por mayor niumero en las crias
grandes (ver figuras 13 y 14).

A

Figura 13 . Fotografias del HDM izquierdo (20X) de un sujeto pequefio
(A) y uno grande (B). La flecha sefiala el tercer ventriculo.
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Figura 14. Promedio de niumero de células MCH de las crias pequefias (negro; n=5) y grandes (gris; n=5) en el
hipotalamo dorsomedial.

En el area perifornical y en el hipotalamo lateral, no se observaron diferencias entre

ambos grupos (ver figuras 15, 16, 17 y 18).

Figura_15 . Fotografias del PeF izquierdo (20X) de un sujeto pequefio
(A) y uno grande (B). F: Fornix.
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Figura 16. Promedio de nimero de células MCH de las crias pequefias (negro; n=5) y grandes
(gris; n=5) en el area perifornical del hipotalamo.

Figura 17 . Fotografias del Hipotalamo Lateral izquierdo (20X) de un sujeto
pequefio (A) y uno grande (B). NMHL: Nucleo Magnocelular del HL.
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Figura 18. Promedio de niumero de células MCH de las crias pequefias (negro; n=5)y
grandes (gris; n=5) en el hipotalamo lateral.

Sumando todas las areas, para estimar si habia alguna diferencia en el numero to-
tal de células entre los grupos, no observaron diferencias entre ambos grupos (ver figura
19).
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Figura 19. Promedio de numero total de células MCH de las crias pequefias (negro; n=5)y
grandes (gris; n=5) .
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Células productoras de Orexina

La tincion de orexina se limité a cuerpos celulares bien definidos en las areas perifornical
y lateral del hipotdlamo (ver figuras 20 y 21). Para evaluarla, se seleccionaron cortes a
tres niveles: anterior (Bregma —2.30), medio (Bregma —2.80), y posterior (Bregma —3.60).
Los cuerpos celulares de ambas éareas fueron sumados, considerdndose como una
poblacién Unica.

A B C

Figura 20. Fotografias de los cortes (4X) en los niveles anterior (A), medio (B), y posterior (C). PeF: Area perifornical
del hipotalamo. HL: Hipotalamo lateral. F: Fornix

Figura 21. Fotografias del HL y PeF izquierdo (10X) de un sujeto pequefio
(A) y uno grande (B).F: Fornix.




42
En ninguno de los tres niveles se observaron diferencias entre ambos grupos (ver
figuras 22, 23 y 24).

Orexina Anterior
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Figura 22. Promedio de nimero de células productoras de orexina de las crias pequefias
(negro; n=5) y grandes (gris; n=6 ) en el nivel anterior.
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Figura 23. Promedio de nimero de células productoras de orexina de las crias pequefias
(negro; n=5) y grandes (gris; n=6 ) en el nivel medio.
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Orexina Posterior
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Figura 24. Promedio de nimero de células productoras de orexina de las crias pequefias
(negro; n=5) y grandes (gris; n=6 ) en el nivel posterior.

Sumando los tres niveles, para establecer un namero total de células, tampoco se

observaron diferencias entre ambos grupos (ver figura 25).
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Figura 25. Promedio de numero total de células productoras de orexina de las crias
pequefias (negro; n=5) y grandes (gris; =6 ).
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DISCUSION

Peso corporal

Conforme a lo esperado, se obtuvieron camadas con crias chicas y grandes cuya diferen-
cia de peso al nacimiento fue igual o mayor a 10%; excepto una camada en la que los pe-
sos de las crias no difirieron; dicha camada fue eliminada. En la mayoria de las parejas
formadas, la diferencia de peso se mantuvo hasta el dia 30 de edad. Dichas diferencias
persistieron, e incluso se pronunciaron, hasta el dia 120 de edad, dia en el que se inicio el
régimen de dieta alta en grasa. Bajo este régimen las ratas del grupo de las pesadas mos-
traron una propension mayor a subir de peso que sus contrapartes del grupo de ligeras.
Los datos de este estudio indican que el peso corporal al nacimiento puede ser un indica-
dor de la propension a la obesidad. Esta relacion ya se habia sugerido anteriormente por
Rothwell, y col., (1982), ellos observaron que las cepas de rata mas pesadas son mas
propensas a la acumulacion de grasa corporal. También se ha descrito que las ratas pro-
pensas a la obesidad presentan un peso corporal inicial mayor que las ratas resistentes,
previo a la exposicion a dieta alta en calorias (Levin, Triscari, Hogan, Sullivan, 1987). En
otro estudio se examinaron ratas cuyas madres fueron alimentadas con dieta alta en gra-
sas y que durante su vida tuvieron ad libitum dicha dieta, y se encontré que a la edad de
35 dias el peso corporal de las ratas propensas fue significativamente mayor que el de las
ratas resistentes, edad en que el fenotipo obeso no se habia presentado aun (Leibowitz,
Chang, Pamy, Hill, Gayles, et al, 2007).

Cambios en péptidos asociados al peso corporal

La técnica de inmunohistoquimica nos permitié apreciar fibras y cuerpos celulares de los
diferentes péptidos propuestos. Su localizacion correspondio con reportes previos (Hahn,
Breininger, Baskin, Schwartz, 1998; Brischoux, Fellmann, Risold, 2001; Nambu, Sakurai,
Mizukami, Hosoya, Yanagisawa, et al,1999).
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Las diferencias entre los grupos de crias pesadas y ligeras se encontraron Unica-
mente en la poblacién celular MCH del area dorsal del hipotdlamo, no asi en las otras po-
blaciones de MCH, ni en las de los otros péptidos. Hasta donde conocemos, no existen
otros trabajos en los que se hayan analizado estas poblaciones en crias de ratas con las

caracteristicas establecidas en el presente trabajo.

Se ha reportado que en hipotalamos de crias pequefias provenientes de camadas
grandes (20 individuos,por camada) y que por lo tanto crecen poco, comparados con hipo-
talamos de crias provenientes de camadas chicas (10 individuos) y que crecen Optima-
mente es mayor la expresion de ARNm para CART en el ARC a la edad de 25 dias, mien-
tras que la expresion de ARNm para NPY, MCH, POMC y Orexina no difiere entre ambos
grupos (Remmers, Verhagen, Adan, Delemarre-van de Waal, 2008). A la edad de 380
dias se encontrd que las crias provenientes de camadas pequefias presentaban en el
ARC una mayor expresion de ARNm para POMC y para CART, mientras que en el resto
de los péptidos evaluados no se encontraron diferencias. Estos hallazgos se pueden cir-
cunscribir a la perspectiva de la Programacion metabdlica, en la que circunstancias ali-
menticias adversas en periodos criticos de desarrollo tendrian efectos a largo plazo en los
sistemas de regulacion de la conducta alimenticia (McMillen, Adam, Muhlh&ausler, 2005).
En el presente estudio, en cambio, se buscé que las condiciones alimenticias de los suje-
tos fuesen no solo homogéneas sino también lo menos restrictivas posibles, de ahi el es-

tablecimiento de camadas de 8 individuos.

Otro estudio evalu6 la expresion de NPY y de Orexina A en hipotalamos de ratas
carentes del receptor a leptina, a diferentes edades: 14, 28 y 70 dias. Dichas ratas fueron
separadas en dos grupos de acuerdo con su peso corporal, obesas o delgadas. A la edad
de 28 dias se encontré que las ratas delgadas presentaban una expresion de NPY reduci-
da respecto a sus contrapartes obesas, y dicha diferencia se acentuaba a la edad de 70
dias. La diferencia de peso corporal entre ambos grupos se consideré como una conse-
cuencia de la expresion diferencial de NPY, aunque no se discutié cual seria la causa de
tal (Park, Seong, Yiu, Kim, Lee, Lee, et al, 2005). La diferencia en la expresion de NPY a

los 28 dias contrasta con datos en este estudio, en el que no encontramos diferencias en-
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tre individuos grandes y chicos. Esto podria estar relacionado con el genotipo de los suje-
tos. Hay que recordar que las ratas Zucker muestran un incremento en la expresion de
ARNmM para NPY a edades tan tempranas como el dia 2 postnatal, respecto a sus contra-
partes normales (Kowalski, Houpt, Jahng, Okada, Liu, et al, 1999).

El hecho de que en los estudios de Park y de Remmers se encontraron diferencias
en las edades adultas puede sugerir que es posible encontrar diferencias en alguno de los
péptidos evaluados en este trabajo, en los sujetos adultos pesados y ligeros. Las diferen-
cias en el peso corporal en estos sujetos, que se acentian conforme la edad avanza, po-
drian estar acompafiadas de tales diferencias, a semejanza de los estudios citados. Por
ejemplo, al inducirse obesidad por dieta hipercaldrica en ratones normales, no se encuen-
tran diferencias en la expresion de ARNm para POMC, cuando los pesos corporales no di-
fieren significativamente, sino hasta una etapa tardia de la induccion (19 semanas), en la
cual la obesidad de los ratones es manifiesta y los niveles de leptina circulante son de ca-
si 6 veces los de los ratones normales (Lin, Storlien, Huang, 2000).

La comparacion entre ratas propensas a la obesidad contra ratas resistentes que
permanecen delgadas ha aportado mayor conocimiento sobre la posible participacion del
hipotalamo en el balance energético y el peso corporal. Las ratas propensas a la obesidad
inducida por dieta presentan un decremento del nimero de células tanto CART como a-
MSH en el nacleo arqueado (Tian, Li, Shi, Wan, Wang, et al, 2004), que son poblaciones
anorexigénicas. Igualmente ratones propensos a la obesidad inducida por dieta presentan
niveles reducidos en la expresion de ARNm para POMC en el nucleo arqueado del hipota-

lamo (respecto a sus contrapartes resistentes (Huang, Han, South, Storlien, 2003).

En los roedores propensos a la obesidad y los resistentes también se han evaluado
otras variables metabdlicas como la eficiencia energética, que refleja la cantidad de ener-
gia almacenada en el cuerpo; y el coeficiente de respiracion, un indice de oxidacion que
indica la naturaleza de las moléculas, grasas o carbohidratos, usadas para producir ener-
gia. En ratas propensas a la obesidad se encontré una eficiencia para acumulacién ener-

gética incrementada respecto a las ratas resistentes, asi como un coeficiente de respira-
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cion mas bajo, lo cual es indicativo de un uso de grasas como sustrato energético (Chang,
Graham, Yakubu, Lin, Peters, et al , 1990). Otra variable que ha mostrado ser distinta en-
tre ambos grupos es la actividad del sistema nervioso autonomo. Por ejemplo, se ha ob-
servado que las ratas propensas muestran una actividad simpatica decrementada, al en-
contrarse que sus niveles de insulina en plasma son menores que los de las ratas resis-
tentes, en conjunto con una menor liberacion de norepinefrina al pancreas y al corazén
(Levin, Triscari, Hogan, Sullivan, 1987). Sin embargo, otros trabajos presentan datos dis-
tintos; por ejemplo, las ratas propensas a la obesidad muestran un incremento en los nive-
les de norepiniefrina ante un evento estresante (frio), pero un decremento en los niveles
de epinefrina ante otro evento estresante (inmovilizacion), comparados con sujetos no
obesos alimentados con dieta normal. Sin embargo, en condiciones basales muestran ni-
veles de liberacion de norepinefrina menores que los controles, en corazon y aorta, pan-
creas Yy tejido graso pardo (Levin, Triscari, Sullivan, 1983). Es importante resaltar que la
actividad simpatica basal determina la utilizacién de la energia. De forma similar, las ratas
propensas muestran niveles mayores de norepinefrina circulante que las ratas resistentes,
ante la induccién de actividad simpatica por la administracion de un bolo de glucosa (Le-
vin, Triscari, 1987). Asi mismo, cepas de raton propensas a la obesidad muestran una ex-
presion incrementada de proteina desacoplada 1 (un indicador de termogénesis) en el te-
jido graso pardo, respecto a cepas resistentes (Surwit, Wang, Petro, Sanchis, Raimbault,
et al,1998).

Hay que tomar en cuenta que estas observaciones fueron realizadas después de
haberse establecido la obesidad inducida por dieta, y las respuestas observadas podrian
ser un mecanismo compensatorio ante la ingestion calorica excesiva. Asi, seria factible
esperar que las ratas que se mantuvieron con un peso menor, aun bajo el régimen de die-
ta hipercaldrica, presentaran un uso mas eficiente de las grasas como sustrato energético
gue las ratas pesadas. Esto ha sido observado en un estudio en el que se evaluo el meta-
bolismo de las grasas, y se encontrd que las ratas propensas presentaron indicios de una
menor oxidacion de la grasa en el tejido muscular respecto a las resistentes, a los 35 dias
de edad, una edad en la que la obesidad no se habia presentado aun (Leibowitz, Chang,
Pamy, Hill, Gayles, et al, 2007).
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Propension a la obesidad y MCH

La MCH ha sido relacionada con el peso corporal y el gasto energético. Los ratones Ko de
MCH son mas pequefios que los normales, su peso se encuentra reducido desde un edad
temprana, y la proporcion de grasa corporal también se encuentra reducida. Estos ratones
nulos de MCH presentan una reduccién en la ingestiéon de alimento y al explorarse para-
metros de la tasa metabdlica, se encontré un consumo de oxigeno incrementado. (Shima-
da, Tritos, Lowell, Flier, Marathos-Flier, 1998). Se evalué el papel de la MCH al crearse un
ratén doble ko, que carecia tanto del gen ob (se vuelve obeso) como del gen para MCH.
Los ratones doble ko presentaron un fenotipo obeso atenuado, en conjunto con una dismi-
nucién en el tejido graso comparado con el raton ob/ob y su ingestion de alimento no difi-
rio de la de los ratones ob; mientras que su actividad locomotora fue mucho mayor. El
consumo de oxigeno también se present6 incrementado, incluso cuando el animal se en-
contraba en reposo. Ante la exposicion al frio, el doble ko presenta una caida mas lenta y
menos drastica; y una expresion incrementada de proteina desacoplada 1(UCP1). Es po-
sible que los incrementos en el consumo de oxigeno y en la expresion de proteina desa-
coplada 1 del tejido graso pardo, resulten en un gasto energético incrementado (Segal-
Lieberman, Bradley, Kokkotou, Carlson, Trombly, et al, 2003).

En dos cepas de ratones, una propensa a la obesidad inducida por dieta y otra re-
sistente, a las que se les elimind el gen para MCH; ambos fueron relativamente delgados,
y tal delgadez fue resultado de un incremento en el gasto energético mas que de hipofa-
gia. Los ratones de la cepa resistente ko también presentaron un incremento en la activi-
dad locomotora. Al ser retados con dieta alta en grasa, ambos tipos de ratén carente de
MCH permanecieron delgados, al parecer como resultado de un incremento en la activi-
dad locomotora y en la tasa metabdlica (Kokkotou, Jeon, Wang, Marino, Carlson, et al,
2005). Ratones que sobreexpresan el MCH, al ser retados con una dieta alta en grasas,
tienen una propension a la obesidad incrementada con respecto a ratones normales con
la misma dieta. Estos ratones también presentan hiperinsulinemia e hipertrofia de células
beta (Ludwig, Tritos, Mataitis, Kulkarni, Kokkotou, et al, 2001).
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En conclusion estas observaciones indican que la MCH desempefia una funcion inhibitoria
sobre el gasto energético de manera que la sobreexpresion de MCH lleva a una
susceptibilidad a la obesidad. La actividad del grupo neuronal MCH llevaria a un estado

anabalico, o de balance energético positivo.

En el presente estudio se encontro que la poblacién neuronal MCH del hipotalamo
dorsal es mas numerosa en las ratas que son mas pesadas desde el nacimiento y perma-
necen siéndolo hasta el destete. Este hallazgo est4 en concordancia con las observacio-
nes descritas sobre el papel fisiolégico de este péptido, aunque aun no estan bien esta-
blecidas las rutas exactas y los mecanismos por los cuales la MCH ejerceria su accién, o
el nivel exacto de participacidon para la expresion de un fenotipo particular. Es claro que al-
teraciones en este sistema tienen repercusiones en el peso corporal y el gasto energético.
Se ha propuesto que la MCH influye sobre la actividad del sistema nervioso autbnomo, ya
gue la infusién intracerebroventricular de MCH levé a ratas a una reduccién de la frecuen-
cia cardiaca, y una reduccion en la presion arterial (Messina, Overton, 2007). La inyeccion
de MCH al Nucleo del Tracto Solitario (NTS) del tallo cerebral también provoca una dismi-
nucién de la presion arterial, y una disminucion de la frecuencia cardiaca en ratas. Ante
una vagotomia, los efectos de MCH sobre la frecuencia cardiaca se redujeron (Brown,
Chitravanshi, Kawabe, Sapru, 2007). Esta observacion pone de relieve que la MCH puede
estar modulando el funcionamiento del sistema nervioso autébnomo. Se ha establecido
también que muchas de las neuronas premotoras presimpéticas se localizan en el hipota-
lamo dorsomedial y lateral, y muchas de ellas expresan MCH (Kerman, Bernard, Rosen-
thal, Beals, Akil, et al, 2007). Por tanto es posible que la expresion diferencial en el peso
corporal de las ratas usadas en el presente estudio esté influenciada por diferencias en la
actividad del sistema nervioso autbnomo, y en consecuencia de un gasto energético dife-

renciado.

La localizacion anatomica de la poblacion de células MCH en la que se encontraron
las diferencias corresponde al hipotalamo dorsomedial, que comprende NDM, y se extien-
de también a areas adyacentes, particularmente el area dorsal (DiMicco, Zaretsky, 2007).

El hipotalamo dorsal forma parte de la zona hipotaldmica medial que consiste en una serie
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de grupos celulares bien definidos, y se piensa que desempefia un papel importante en la
iniciacion de conductas motivadas especificas. La zona hipotalamica medial muestra pro-
yecciones directas hacia el NMD, el cual a su vez, envia densas proyecciones hacia el
NPV). En el NPV, se han descrito tres zonas que envian proyecciones al sistema auténo-
mo: neuronas en la parte dorsal proyectan hacia neuronas preganglionares de la médula
espinal, y neuronas en las partes ventral y lateral parvocelulares proyectan hacia el com-
plejo vagal dorsal. EI DMH pertenece a un sistema hipotalamico de generacion de patro-
nes visceromotores, incluye nucleos del hipotalamo anterior: Nucleo Preoptico Anteroven-
tral, Nucleo Predptico Anterodorsal, Nucleo Parastrial, Nucleo Mediano Predptico, y NU-
cleo Periventricular Anteroventral (Thompson, Swanson, 2003). Estas consideraciones
son importantes porque permiten ubicar al sistema de MCH en un macrosistema de regu-
lacion de las respuestas autbnomas y su consecuente regulacion del equilibrio y gasto

energético y el peso corporal.
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CONCLUSIONES

Este estudio confirm6 que en una misma camada de ratas nacen crias grandes pesadas y

crias de pequefas y de bajo peso.

La relacion de peso alto y bajo se mantiene en la mayoria de las crias hasta la
edad adulta.

Se encontré que las células MCH del hipotalamo son las Unicas que difieren en nua-
mero entre estos dos grupos, correspondiendo a un mayor niumero de células MCH en las
ratas grandes pesadas.

Datos de la literatura proponen el efecto del sistema MCH sobre el peso corporal

puede estar mediado por el sistema nervioso autbnomo.

Nuestros datos sugieren que la diferencia en el nimero de células MCH podria ser
la causa de la diferencia de peso entre ambos grupos.
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