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1. Resumen 

En este trabajo demostramos la presencia y distribución por grupo celular de los 

receptores de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2) en el bulbo olfatorio y en el 

hipocampo de la rata. También se estudió el efecto de la inyección de 

adiponectina sobre el contenido del receptor de la insulina en las mismas 

regiones. 

En el bulbo olfatorio, el AdipoR1 se encuentra en la capa de células 

periglomerulares y granulosas, aunque se observó inmunofluorescencia en la capa 

de células mitrales, mientras que el AdipoR2 se encontró principalmente en la 

capa de células mitrales. 

En el hipocampo, el AdipoR1 se localiza en la capa de células piramidales de las 

regiones CA1, CA2 y CA3 así como en la capa de células granulares del giro 

dentado, mientras que las células AdipoR2 se encontraron principalmente en este 

último. 

El análisis por PCR confirma que los transcritos presentes en bulbo olfatorio y el 

hipocampo corresponden a los descritos para el AdipoR1 en el músculo 

esquelético y para el AdipoR2 en el hígado. Mediante los ensayos de Western Blot 

se pudieron corroborar estos resultados.  

Con respecto al contenido del receptor de insulina, después de los tratamientos 

con adiponectina, no se observaron cambios significativos sobre la cantidad del 

receptor de insulina en el bulbo olfatorio ni en el hipocampo cuando la 

adiponectina se inyectó en el propio bulbo olfatorio. Por otro lado, cuando la 

adiponectina se inyectó en el hipocampo se observó un aumento significativo del 

contenido del receptor de insulina dentro del bulbo olfatorio, en comparación con 
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el de los animales control, mientras que en el contenido del receptor de insulina 

del propio hipocampo se pudo ver solo un ligero aumento. Estos datos apuntan a 

una posible función moduladora de la adiponectina sobre el contenido del receptor 

de insulina en bulbo olfatorio e hipocampo de la rata, regiones cerebrales que 

están relacionados con funciones olfatorias y de memoria. 
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2. Abstract 

In this work we demonstrate the presence and distribution by cell group of 

adiponectin receptors (AdipoR1 and AdipoR2) in the olfactory bulb and 

hippocampus of the rat. The effect of adiponectin injection on the content of the 

insulin receptor in the same regions was also studied. 

In the olfactory bulb, AdipoR1 is found in the periglomerular and granular cell layer, 

although immunofluorescence was observed in the mitral cell layer, whereas 

AdipoR2 was found mainly in the mitral cell layer. 

In the hippocampus, AdipoR1 is located in the pyramidal cell layer of the CA1, CA2 

and CA3 regions as well as in the granular cell layer of the dentate gyrus, while 

AdipoR2 cells were found mainly in the latter. 

The PCR analysis confirms that the transcripts present in the olfactory bulb and the 

hippocampus correspond to those described for AdipoR1 in skeletal muscle and for 

AdipoR2 in the liver. By means of the Western Blot assays, these results could be 

corroborated. 

With respect to the content of the insulin receptor, after the adiponectin treatments, 

no significant changes were observed in the amount of the insulin receptor in the 

olfactory bulb or in the hippocampus when the adiponectin was injected into the 

olfactory bulb itself. On the other hand, when the adiponectin was injected into the 

hippocampus, a significant increase in the content of the insulin receptor was 

observed within the olfactory bulb, in comparison with that of the control animals, 

while in the content of the insulin receptor of the hippocampus itself it was possible 

to see only a slight increase. These data point to a possible modulating function of 

adiponectin on the content of the insulin receptor in the olfactory bulb and 
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hippocampus of the rat, brain regions that are related to olfactory and memory 

functions.  
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3. Introducción 

    3. 1 Adiponectina 

        3.1.1 Características de la adiponectina 

La adiponectina es una citocina que fue identificada de forma independiente por 

cuatro grupos diferentes de investigación (Scherer et al., 1995; Maeda et al., 1996; 

Hu et al., 1996; Nakano et al., 1996). Inicialmente se reportó que la adiponectina 

era producida exclusivamente por el tejido adiposo, por lo que fue agrupada dentro 

de las adipocinas, sin embargo, se ha demostrado que se sintetiza en otros 

tejidos, como los osteoblastos humanos y murinos, células hepáticas, miocitos, 

células epiteliales y tejido placentario (Thundyil et al., 2012). La adiponectina es 

una proteína cuyo monómero es de aproximadamente 30kDa (Elissondo et al., 

2008), está compuesta de 247 aminoácidos y consta de cuatro dominios 

estructurales: un dominio secuencia amino terminal, una región variable, un 

dominio colágeno y un domino globular carboxilo terminal (Chandran et al., 2003) 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

	

	 Dominio 
Globular 

	

	

	

	

Dominio 
Colágeno 

Dominio sin 
Homología 

Secuencia 
señal 

Fig. 1. Representación esquemática de un monómero de adiponectina. 
Tiene un dominio globular en el extremo C-terminal, un dominio colágeno, 
un dominio sin homología y el péptido señal en el extremo N-terminal. 
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Después de ser sintetizada, la adiponectina es sometida a una serie de 

hidroxilaciones y glicosilaciones que son esenciales para su actividad biológica 

(Palomer et al., 2005). La unidad funcional básica de la adiponectina está formada 

por asociación de tres monómeros. Los monómeros solo se limitan al adipocito y 

no se han visto circulando en plasma (Chandran et al., 2003). Además de los 

trímeros, existen en circulación agregados de seis, doce y dieciocho unidades 

denominados de bajo peso molecular (LMW), de peso molecular medio (MMW) y 

de alto peso molecular (HMW) respectivamente. Se han detectado trímeros 

circulantes compuestos únicamente por el dominio globular, producto de la 

proteólisis de los trímeros de forma completa (Figura 2). Estos trímeros presentan 

actividad biológica tan eficiente como los trímeros completos para disminuir el 

nivel sérico de glucosa y ácidos grasos (Elissondo et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
	

	
	

	
	 	

	

	

	

	

	

	

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	 	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Trímero del dominio globular 

Monómero y trímero de la forma completa (LMW) 

Oligómeros de 12 y 18 unidades (HMW) Oligómero de 6 unidades (MMW) 

Fig. 2. Representación esquemática de diferentes formas de oligomerización de la 
adiponectina. 
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La regulación de la expresión y secreción de adiponectina hacia la circulación no 

está bien entendida. Las mujeres tienen niveles más altos de adiponectina que los 

hombres; además, las cantidades de adiponectina circulante son modificadas por 

factores hormonales, nutricionales, farmacológicos, citocinas circulantes, 

condiciones inflamatorias y estados patológicos; también influyen el ritmo 

circadiano, los estados de alimentación, los niveles de ácidos grasos libres, la 

cantidad de insulina circulante, el ejercicio y la edad de los individuos (Thundyil et 

al., 2012). 

 

        3.1.2 Receptores de adiponectina: AdipoR´s 

La actividad de la adiponectina tiene lugar después de la unión de la molécula a 

sus receptores (AdipoR1-AdipoR2), que son proteínas de siete dominios 

transmembranales (Kadowaki y Yamauchi, 2005). Se sabe que el AdipoR1 es 

abundante en el músculo esquelético mientras que el AdipoR2 lo es en el hígado y 

son considerados como los principales órganos diana de la adiponectina en la 

periferia; se ha descrito que ambos receptores se encuentran en el corazón, tejido 

adiposo, osteoblastos, páncreas, leucocitos y el cerebro de humanos, roedores y 

otros mamíferos (Figura 3) (Thundyil et al., 2012). 

Se sabe que la T-cadherina es una proteína que tiene la capacidad de unirse a las 

formas hexaméricas y de alto peso molecular de la adiponectina y está presente 

en corazón, músculo esquelético y en los endotelios (Hug et al., 2004). Como la T-

cadherina carece de dominios citoplasmáticos, no funciona como un receptor 

clásico que se une a su ligando e inicia una cascada de señalización intracelular. 

Al parecer, la función de la T-cadherina en los tejidos donde se encuentra, es 
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unirse a las formas de alto peso molecular de la adiponectina y favorecer la unión 

de ésta con sus receptores. Esta función adquiere relevancia al verse que en 

ratones deficientes de T-cadherina la adiponectina se acumula en el plasma por 

arriba de cuatro veces el nivel normal fisiológico (Parker-Duffen et al., 2013). 

La expresión y síntesis de los AdipoR´s dependen de los mismos factores que 

influyen en la expresión de la adiponectina. Se ha visto que la expresión de éstos 

receptores se incrementa por la activación del receptor X del hígado (LXR), los 

receptores alfa activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR-α) y por 

tratamientos con metformina y fibratos (Thundyil et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de los receptores de adiponectina AdipoR1 y AdipoR2, entre ellos presentan 
un 66,7% de identidad en los aminoácidos. Contienen 7 dominios transmembranales. La 
afinidad de la adiponectina por sus receptores y la T-cadherina depende de las formas en las 
que se encuentran organizados los oligómeros.  

(Kadowaki, 2006) 
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        3.1.3 Actividad periférica de la adiponectina 

          3.1.3.1 Actividad hipoglucemiante de la adiponectina 

La adiponectina provoca diferentes respuestas celulares a través de la proteína 

adaptadora-fosfotirosina que interactúa con el dominio PH-cremallera de leucina 1 

(APPL1) que es mediadora de las vías de señalización entre adiponectina e 

insulina, uniéndose directamente con los sustratos del receptor de insulina (IRSs). 

Tras la activación, los IRSs sirven como plataforma de acoplamiento para la 

activación de la vía PI3K-Akt y la señalización hacia el interior de la célula (Achari, 

2017)(Figura 3). 

La adiponectina aumenta la captación de glucosa de una forma eficiente en el 

músculo esquelético. Se ha observado que a través de la APPL1 activa a la 

p38MAPK y la Rab5, derivando en una mayor translocación del transportador 4 de 

glucosa (GLUT4) hacia la membrana celular, favoreciendo la captación de glucosa 

y la reducción de sus niveles circulantes (Berg et al., 2001; Chandran et al., 

2003)(Figura 3). 

Por el contrario, la disminución plasmática de adiponectina está relacionada con 

una menor fosforilación del receptor de insulina (InsR) en músculo esquelético 

(Stefan et al., 2002), lo que se asocia con estados de resistencia a insulina e 

hiperinsulinemia y, como consecuencia, un incremento de la glucosa plasmática. 

Se ha visto que la adiponectina también participa en el control glicémico 

disminuyendo en el hígado la expresión de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa 

(PEPCK) y de la glucosa-6-fosfatasa (G6Pase), enzimas que participan en la 
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gluconeogénesis y tienen un papel fundamental en el incremento de los niveles de 

glucosa en la sangre en estados de ayuno (Combs et al., 2001). 

 

Figura 4. Representación de los mecanismos celulares que se activan por acción de la 
adiponectina en músculo esquelético e hígado. La APPL1 interactúa con los ISRs activando la vía 
de PI3K/Akt, lo que resulta en un aumento de la síntesis de proteínas, la captación y utilización de 
la glucosa, la síntesis de glucógeno y la reducción de la lipólisis y la gluconeogénesis. Mediante la 
activación de la p38MAPK y Rab5 hay un incremento en la captación de glucosa circulante. APPL1 
activa los PPAR-α que tienen un papel importante en el metabolismo de lípidos. En conjunto, 
forman parte del mecanismo por el cual la adiponectina sensibiliza la acción de la insulina. 
Esquema tomado de Achari, 2017. 
 

La adiponectina aumenta la expresión y la actividad de los receptores alfa 

activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR-α) los cuales son factores de 

transcripción clave en la regulación metabólica, y a su vez favorecen la expresión 

de la acetil CoA oxidasa (ACO) y las proteínas desacoplantes (UCPs) 

promoviendo la oxidación de ácidos grasos y el gasto energético (Yamauchi et al., 

2003; Minatoya et al., 2013).  

La inyección sistémica de adiponectina a ratones lipoatróficos permitió observar 

elevada oxidación de ácidos grasos (Tishinsky et al., 2012). Debido a que la 
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acumulación intracelular de ácidos grasos y/o sus metabolitos como la acil 

coenzima A (acil-CoA), el diacilglicerol (DAG) o las ceramidas desempeñan un 

papel crítico en la resistencia a la insulina (Lowell y Shulman, 2005), al promover 

la β -oxidación, la adiponectina genera de forma indirecta una mejora en la 

señalización muscular de la insulina lo que favorece la captación de glucosa en 

tejidos periféricos (Tishinsky et al., 2012). En estudios de personas con sobrepeso, 

obesidad y un alto índice de masa corporal (IMC) se ha mostrado correlación 

negativa entre los niveles de adiponectina plasmática con el área de grasa visceral 

(Zoico et al., 2004). 

En modelos animales, los ratones KO para adiponectina no presentan diferencias 

en la tasa de crecimiento e ingesta de alimentos y tienen buena tolerancia a la 

glucosa e insulina al ser comparados con ratones normales, además de que son 

animales viables y fértiles normales (Maeda et al., 2002). Cuando éstos ratones 

son alimentados con dietas altas en calorías, presentan un incremento en los 

niveles de glucosa e insulina circulantes y al ser tratados con adiponectina se 

revierten estos valores y se favorece la oxidación muscular de ácidos grasos 

(Fruebis et al., 2001; Nawrocki et al., 2006).  

En ratones KO para los AdipoR´s existen alteraciones en la función hepática. Los 

ratones AdipoR1-/- tienen disminuida la vía de señalización de AMPK, además de 

que presentan incremento en el tejido adiposo y muestran hiperglicemia e 

hiperinsulinemia, disminución en la actividad física y en el gasto energético; 

mientras que, por el contrario, los ratones AdipoR2-/- presentan mitocondrias de 

mayor tamaño en los adipocitos comparadas con los ratones normales y ratones 

AdipoR1-/-; y éstos mismos ratones AdipoR2-/- no desarrollan obesidad si son 



	

12 
	

alimentados con dieta alta en grasas y no presentan estados de hiperglicemia, 

observándose también que tienen un incremento en la actividad física, mayor 

gasto de energía y bajos niveles de colesterol (Bjursell et al., 2007). 

 

            3.1.3.2 Inflamación 

A diferencia de muchas citocinas pro-inflamatorias que son secretadas en el 

síndrome metabólico, la actividad de la adiponectina es anti-inflamatoria debido a 

que inhibe la liberación de citocinas pro-inflamatorias tales como factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 6 (IL-6) de los adipocitos y las células del 

estroma (Yokota et al., 2000). El tratamiento con adiponectina disminuye la 

liberación de citocinas pro-inflamatorias inducidas por lipopolisacáridos impidiendo 

la activación del factor nuclear kappa B (NFκB) (Ajuwon y Spurlock, 2005). Por 

otro lado, la adiponectina también promueve la liberación de citocinas anti-

inflamatorias, tales como IL-10 (Kumada et al., 2004). La adiponectina reduce la 

infiltración de macrófagos hacia el tejido adiposo (Kim et al., 2007), inhibe el 

crecimiento y la diferenciación de los progenitores de linfocitos B de la médula 

ósea y regula la respuesta inflamatoria en los macrófagos (Yokota et al., 2000).  

 

            3.1.3.3 Aterosclerosis 

Se ha reportado que la adiponectina tiene efectos anti-ateroscleróticos directos 

inhibiendo fuertemente la expresión de moléculas de adhesión, como la molécula 

de adhesión intracelular 1 (ICAM-1), molécula de adhesión celular vascular 1 

(VCAM-1) y la E-selectina (Ouchi et al., 1999). Además, en células endoteliales 
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bloquea la fosforilación del factor NF-κB evitando los procesos inflamatorios que 

favorecen la expresión y síntesis de estas moléculas (Golstein y Scalia, 2007). 

 

3.1.3.4 Apoptosis 

LA AMPK activada por adiponectina inhibe la apoptosis desencadenada por IKK/ 

NFκB/PTEN (Achari, 2017)(Figura 3). Estudios recientes muestran que la 

adiponectina mejora la actividad de las ceramidasas, reduciendo los niveles 

intracelulares de ceramidas, incrementando la sensibilidad de la insulina de forma 

independiente a la señalización de AMPK y protegiendo a las células de apoptosis 

inducida por lípidos (Holland et al., 2011). 
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        3.1.4 La adiponectina en el Sistema Nervioso Central 

            3.1.4.1 Adiponectina en el cerebro 

En la última década se ha obtenido evidencia de que la adiponectina está presente 

en varias regiones cerebrales y en líquido cefalorraquídeo (LCR) de ratón (Kubota 

et al., 2007), de rata (Neumeier et al., 2007) y de humano (Neumeier et al., 2007; 

Une et al., 2009). En el LCR se han detectado únicamente trímeros y hexámeros 

(Qi et al., 2004; Kos et al., 2007) y no se han visto multímeros de alto peso 

molecular (Kubota et al., 2007). 

Aunque se ha reportado la presencia del mRNA de la adiponectina en la hipófisis 

de humano y de la rata (Rodríguez-Pacheco et al., 2007) no existe evidencia de su 

síntesis en tejido cerebral, esto indicaría que la adiponectina que se encuentra en 

el sistema nervioso central (SNC) se sintetiza en tejidos periféricos (Takeuchi et 

al., 2013). 

Qi y sus colaboradores (2004) observaron un aumento en la cantidad de 

adiponectina en LCR después de inyectarla de forma intravenosa (IV) en ratones 

obesos, lo que indica que existe un mecanismo de transporte a través de la 

barrera hematoencefálica y que es unidireccional. 

Se ha documentado la expresión del mRNA del AdipoR1 y AdipoR2 en células del 

plexo coroideo, una región cerebral relevante para la entrada controlada de 

moléculas que no permean a través de la barrera hematoencefálica, desde donde 

la adiponectina podría ser transportada hacia el LCR en un mecanismo de 

transporte mediado por los AdipoR´s; en éstas células también se han identificado 

receptores funcionales de insulina y leptina (Kos et al., 2007). 
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            3.1.4.2 AdipoR´s en el cerebro 

Los AdipoR´s están presentes en el cerebro de roedores y de humanos, lo que 

indica que hay actividad de la adiponectina dentro del SNC (Kadowaki y 

Yamauchi, 2005; Ahima et al., 2005; Thundyil et al., 2012). Estos receptores han 

sido descritos en hipotálamo (Qi et al., 2004; Kubota et al., 2007; Psilopanagioti et 

al., 2009), hipófisis (Psilopanagioti et al., 2009), hipocampo (Jeon et al., 2009; Qiu 

et al., 2011), corteza (Thundyil et al., 2010) y tallo cerebral (Thundyil et al., 2012).  

Se ha reportado la presencia de los AdipoR´s en células progenitoras neurales 

(hNSCs) en el hipocampo de la rata (Zhang et al., 2011). 

También se ha visto que únicamente el AdipoR1 se expresa en las neuronas 

sensoriales maduras del epitelio olfatorio de ratones (Hass et al., 2008) y 

recientemente se ha descrito la presencia de ambos AdipoR´s en astrocitos 

humanos, aunque aún falta conocer sus efectos puntuales sobre las células de la 

glía (Wan et al., 2014). 

 

            3.1.4.3 La adiponectina regula la ingesta de alimento 

La adiponectina tiene importante participación en la activación de la AMPK a 

través del AdipoR1 en el hipotálamo, promoviendo una mayor ingesta de 

alimentos y la disminución en el gasto energético; por el contrario, ratones 

deficientes en adiponectina mostraron disminución de la fosforilación de AMPK en 

el hipotálamo, disminución en la ingesta de alimentos y mayor gasto de energía 

(Kubota et al., 2007).  

Este mecanismo ocurre en los mamíferos después de ingerir alimento, donde 

disminuyen los niveles de adiponectina, se incrementan los niveles de leptina y 
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disminuye la actividad de la AMPK hipotalámica (Kola, 2008). De esta forma, se 

propone que las señales provenientes de adiponectina-leptina pueden representar 

una vía fisiológica de regulación para la actividad de la AMPK en el hipotálamo,  y 

que funciona como un mecanismo de control para la ingesta de alimentos y de 

gasto energético (Kubota et al., 2007; Kola, 2008). 

También, se ha visto en modelos animales que la adiponectina puede modular la 

actividad metabólica periférica iniciando cascadas de señalización sobre el 

hipotálamo; después de la inyección intracerebroventricular (ICV) de adiponectina 

en ratones se produce una disminución en los niveles de glucosa y lípidos 

plasmáticos y se estimula la expresión del mRNA de la proteína desacoplante 1 

(UCP-1) que participa en la termogénesis y está presente en mitocondrias del 

tejido adiposo (Qi et al., 2004). 

 

            3.1.4.4 Respuesta olfatoria 

El descubrimiento de que neuronas del epitelio olfatorio de ratón expresan el 

AdipoR1, permitió considerar que la adiponectina, puede modular la respuesta del 

olfato (Hass et al., 2008). Loch y colaboradores (2013) demostraron que las 

neuronas del epitelio olfatorio son más sensibles a ciertos olores y la actividad 

eléctrica que generan es más fuerte si han sido tratadas con adiponectina, aunado 

a esto, se activan un mayor número de células granulosas. Esto podría indicar que 

la adiponectina favorece que el olfato sea más sensible a los olores, estimulando 

la conducta para la búsqueda de alimentos después de periodos de ayuno. 
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            3.1.4.5 Proliferación celular 

Se demostró que la adiponectina aumenta la proliferación de las hNSCs de rata 

activando las vías de señalización de AMPK y la proteína cinasa activada por 

mitógenos p38 (p38MAPK). Los resultados indican que la adiponectina estimula la 

fosforilación de la glucógeno sintasa cinasa 3 beta (GSK-3β) con la consecuente 

acumulación de β -catenina, una proteína que al acumularse interactúa con 

factores de transcripción que promueven la proliferación celular tanto de neuronas 

como de astrocitos (Zhang et al., 2011). 

 

            3.1.4.6 Neuroprotección 

Se ha probado la actividad neuroprotectora de la adiponectina en modelos 

celulares de toxicidad inducidos por ácido kaínico (KA). En cultivos celulares 

tratados con adiponectina, se ven reducidos los niveles intracelulares de especies 

reactivas de oxígeno, menor activación de la caspasa-3 y de apoptosis. El 

mecanismo de neuroprotección de la adiponectina implica la activación de la 

señalización de la AMPK (Qiu et al. 2011).  

Jeon y colaboradores (2009) con ratones que recibieron un pretratamiento de 

adiponectina demostraron menor muerte celular en el hipocampo después de la 

administración de KA, aunado a que se encontró reducción del factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF), la óxico nitrico sintasa endotelial (eNOS) y 

el factor de transcripción NF-κB. Estos datos indican que la adiponectina evita la 

angiogénesis, disminuye la infiltración en la barrera hematoencefálica e inhibe 

actividad proinflamatoria después del tratamiento con KA, favoreciendo a la 

sobrevida neuronal. 



	

18 
	

En un modelo de isquemia-reperfusión en rata, la adiponectina disminuye el 

contenido de las citocinas proinflamatorias IL-1β, IL-8 y TNF-α, el factor NF-κB, así 

como la metaloproteasa 9 (MMP9), la mieloperoxidasa (MPO) y la 

inmunoglobulina G (IgG) que son marcadores de infiltración de la barrera 

hematoencefálica (Chen et al., 2009), mostrando la capacidad de la adiponectina 

para mantener la integridad de los endotelios cerebrales. 

En otro estudio, se descubrió que ratones KO para adiponectina sufrían crisis 

convulsivas de mayor severidad y duración, ocasionadas por tratamiento con KA, 

en comparación con ratones wild type (Lee et al., 2011). Aunque este efecto 

parece ser el resultado de los cambios metabólicos que acompañan a la ausencia 

de adiponectina, los datos obtenidos proporcionan una referencia de la relación 

entre la hipoadiponectinemia  y las convulsiones. 

 

            3.1.4.7 Enfermedad Tipo Alzheimer 

Se ha reportado que la cantidad de adiponectina en LCR en adultos mayores con 

deterioro cognitivo es elevada, comparada con individuos sanos y de la misma 

edad. En estudios con pacientes, se pudo corroborar que hay una correlación 

positiva entre la cantidad de adiponectina en LCR y deterioro cognitivo leve. 

Aunque esto no es indicativo de deterioro neuronal, podría estar relacionado con 

manifestaciones clínicas, como pérdida de peso, disminución de grasa corporal y 

del apetito que están presentes en pacientes que cursan estadíos tempranos de la 

enfermedad tipo Alzheimer (EA) (Une et al., 2009). 

En un modelo de células de neuroblastoma humano transfectadas con la Swedish 

APP mutation (Sw-APP), responsable de la mayoría de los casos de la EA familiar,  
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al sobreexpresar el péptido beta amiloide (βA), característico de la EA, aumentó la 

producción celular de especies reactivas de oxígeno. Para probar la capacidad 

protectora de la adiponectina se pretrataron algunos cultivos, y observaron que se 

protege a las células que sobreexpresan la Sw-APP del estrés oxidativo inducido 

por H2O2 y este efecto protector depende de la activación de la AMPK mediada 

por la proteína adaptadora APPL1 (Chan et al., 2012). 

El estrés oxidativo, en estadíos tempranos de la EA, causa alteraciones en 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, así como activación de genes de moléculas 

proinflamatorias como IL-6 e interferón gamma (IFN-γ) (Jones et al., 2009), 

provocando disfunción celular, degeneración neuronal y muerte (Moreira et al., 

2009). 

 

            3.1.4.8 Apoptosis 

Jung y colaboradores (2006) observaron que la adiponectina favorece la sobrevida 

celular en un modelo de neuroblastoma, usando la línea SH-SY5Y y tratamiento 

con 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), inhibidor del complejo mitocondrial 1. El 

tratamiento con adiponectina provoca un aumento del mRNA de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2, una baja en la expresión de la proteínas proapoptóticas Bax y 

caspasa-3, así como una menor liberación de citocromo C. 

Analizando muestras de pacientes con glioblastoma, se describió por primera vez, 

la presencia de los AdipoR´s en astrocitos humanos (Porcile et al., 2014). En el 

mismo estudio, en las cepas U251 y la U87-MG de glioblastoma humano, después 

de tratamientos con adiponectina mostraron in vitro la disminución de la 

proliferación celular, que correlaciona con una menor replicación de DNA y una 
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activación moderada de las vías proliferativas de las cinasas reguladas por 

señales extracelulares 1/2 (ERK 1/2) y de la proteína cinasa b (Akt). En conjunto, 

estos datos sugieren que la adiponectina inhibe el crecimiento y proliferación en 

cultivos celulares de glioblastoma (Porcile et al., 2014). 

 

3.1.4.9 Actividad proinflamatoria y proapoptótica de la adiponectina en SNC 

En sentido contrario a la actividad protectora que ofrece la adiponectina al tejido 

cerebral, Thundyil y colaboradores (2010) encontraron un incremento de muerte 

celular en un modelo de cultivos corticales primarios de ratón, los cuales tuvieron 

condiciones isquémicas; en este estudio, las neuronas incrementan la expresión y 

síntesis del AdipoR1 y un aumento en la activación de la caspasa-3, este efecto es 

aún mayor si los cultivos son tratados con adiponectina. Este estudio revela que la 

adiponectina exacerba actividad apoptótica en células con un daño tipo isquémico, 

y esta respuesta no había sido descrita en tejidos periféricos ni en SNC. 

Wan y colaboradores (2014) demostraron que cultivos de glioblastoma humano de 

la línea celular U373 tratados con trímeros de adiponectina globular generan una 

respuesta proinflamatoria; obtuvieron un aumento en la expresión de la proteína 

quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) y en IL-6, IL-1β e IL-8. Estos datos 

proporcionan evidencia de que los trímeros globulares de adiponectina pueden 

inducir actividad proinflamatoria en los astrocitos humanos, aunque no está clara 

su participación en el desarrollo de enfermedades dentro del SNC. 

  



	

21 
	

    3.2 Insulina 

        3.2.1 Generalidades de la insulina 

La insulina es una hormona peptídica que tradicionalmente se ha asociado al 

control y metabolismo de glucosa. Actualmente se sabe que genera múltiples 

respuestas que son órgano-específicas. Tiene acción a diferentes niveles, tanto en 

órganos y sistemas periféricos como en SNC.			

La insulina está formada por dos cadenas peptídicas unidas por puentes disulfuro. 

La síntesis y secreción de la insulina en el páncreas es mayormente regulada por 

la glucosa, la cual actúa como una señal del estado de energía que guarda el 

organismo (Wang et al., 1997). La glucosa tiene acción a diferentes niveles para 

aumentar la síntesis de la insulina, alargar la estabilidad del mRNA disminuyendo 

su degradación y acrecentar la traducción y el procesamiento de proinsulina a 

insulina (Oliart et al., 1998). Aunque la glucosa es el mayor estímulo para la 

liberación de insulina, también se ha demostrado que otros estímulos como las 

sulfonilureas favorecen esta secreción (Ghasemi et al., 2012). 

 

        3.2.2 El receptor de insulina 

El receptor de insulina (InsR) se sintetiza como un pre-proreceptor, del cual se 

escinde un péptido señal de 30 aminoácidos. Este pro-receptor es sometido a 

glicosilación, plegamiento y dimerización. En el aparato de Golgi, las cadenas 

dimerizadas son proteolizadas para formar las subunidades alfa y beta. Estos 

péptidos son unidos a través de enlaces disulfuro para formar un heteroreceptor 

tetramérico (Youngren, 2007). Las subunidades alfa son extracelulares y se 

acomodan para formar el centro de unión para una única molécula de insulina. Las 
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subunidades beta tienen diferentes regiones: extracelular, transmembranal, 

yuxtamembranal, y dominio de tirosina cinasa, que tienen la particularidad de 

transfosforilarse (Stryer, 2007). 

La unión de insulina a las subunidades alfa resulta en un cambio conformacional 

que induce la transfosforilación de distintos residuos de tirosina en las 

subunidades beta. Después de la fosforilación, ocurre un cambio conformacional 

que activa la actividad de tirosina cinasa (Voet, 2006). A pesar de que la 

transfosforilación y la actividad de tirosina cinasa están vinculadas, son aspectos 

separados de la función del receptor de insulina que pueden ser desacoplados y 

están sujetos a diferentes mecanismos de regulación (Youngren, 2007). 

 

        3.2.3 Señalización de la insulina 

En la señalización de la insulina, existen dos mecanismos principales para la 

transducción de señales, uno de ellos a través de la Shc-2 (Sarcome Homology 2-

containing domain) la cual es una proteína adaptadora que inicia la vía de 

señalización hacia las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK´s) 

(White, 1998) que median una amplia variedad de actividades celulares como la 

expresión génica, la maquinaria del ciclo celular, metabolismo celular, motilidad, 

supervivencia, apoptosis, y diferenciación (Krishna y Narang 2008).  

Por otro lado, la vía de señalización de los sustratos del receptor de insulina 

(IRS´s), que son proteínas de andamiaje específicas del receptor de insulina y del 

receptor del factor de crecimiento tipo insulínico tipo 1 (IGF-1R) (Siddle, 2011), 

lleva a la activación de la cinasa de fosfatidilinositol-3 (PI3K). PI3K activada, puede 

mediar funciones celulares a través de las vías de señalización específicas, como 
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la proteína cinasa Akt. Proteínas intracelulares que son objetivos de Akt incluyen 

la GSK3, miembros de la familia de factores de transcripción Forkhead box O 

(FoxO), y el objetivo de la rapamicina en mamíferos (mTOR). Estas enzimas y 

factores de transcripción intracelulares regulan funciones metabólicas tales como 

el metabolismo de glúcidos, síntesis de proteínas y sobrevivencia celular (Acosta-

Martínez, 2011) (Figura 5).  

Figura 5. La unión de la insulina a su receptor estimula la autofosforilación de éste, permitiendo el 
reclutamiento de diferentes proteínas que sirven de andamiaje para el inicio de cascadas de 
señalización. Los sustratos activados median en tejidos periféricos diversas respuestas como 
metabolismo de glúcidos, lípidos, síntesis de proteínas y proliferación celular (Kim, 2012) 

 

        3.2.4 Actividad de la insulina en tejidos periféricos 

Debido a que la insulina es una hormona pleiotrópica, las respuestas celulares en 

las que participa dependen del tejido en el cual se une a su receptor (Mournier y 

Posner, 2006); a través de éste, tiene diferentes efectos: es esencial en el 

mantenimiento del nivel de glucosa en sangre por que favorece la absorción de 
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glucosa de la circulación al inducir la translocación de transportadores	de glucosa 

del citoplasma hacia la membrana plasmática en músculo esquelético (Voet, 

2006); aumenta la velocidad de la glucólisis por la estimulación de la actividad de 

la hexocinasa y de la 6-fosfofructocinasa promueve la síntesis de glucógeno tanto 

en hígado como en músculo (Dimitriadis et al., 2011).  

También, estimula la síntesis de ácidos grasos y triglicéridos, y disminuye la 

velocidad de la lipólisis en el tejido adiposo. Aumenta la velocidad de formación de 

lipoproteínas de baja densidad en el hígado, así como la absorción de los 

triglicéridos de la sangre hacia tejido adiposo y músculo. Reduce la tasa de 

oxidación de los ácidos grasos en el músculo e hígado, así como, aumenta la 

velocidad de síntesis de colesterol. Tiene participación en el metabolismo de 

proteínas al aumentar la velocidad de transporte de algunos aminoácidos hacia los 

tejidos. Favorece la velocidad de síntesis de proteínas en músculo, tejido adiposo 

e hígado. Disminuye la tasa de degradación de proteínas en el músculo y otros 

tejidos. Por éstas respuestas, la insulina se considera una hormona anabólica al 

estimular la síntesis de carbohidratos, lípidos y proteínas a nivel periférico 

(Dimitriadis et al., 2011). 

Además de su participación en vías de señalización celular de procesos 

metabólicos, la insulina puede modular la transcripción de genes. Se han 

identificado, en hígado, algunos elementos de respuesta a insulina (IREs), tal es el 

caso de los Elementos de Respuesta a Esteroles (SRE) que se unen a factores de 

transcripción de la familia de proteínas de unión a los SRE (SREBP), algunos de 

los cuales están asociados al metabolismo de lípidos (Mournier y Posner, 2006). 

También, las proteínas FoxO tienen un papel importante como factores de 
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transcripción en la mediación de los efectos de la insulina sobre diversas 

funciones fisiológicas, incluyendo proliferación celular, apoptosis y metabolismo 

(Barthel et al., 2005). Se ha descrito que estos efectos pueden ser directos sobre 

secuencias de respuesta a insulina, reclutando otros factores de transcripción 

hacia sus sitios de unión y en el sentido contrario, “secuestrando” factores de 

transcripción o coactivadores impidiendo que se unan a sus sitios de acción, 

regulando a la baja procesos de expresión génica (Barthel et al., 2005). 

El síndrome metabólico (SM) es un grupo de desórdenes metabólicos como la 

obesidad abdominal, dislipidemia aterogénica, hipertensión arterial, resistencia a la 

insulina (RI) con o sin estados de hiperglicemia, estado proinflamatorio y 

protrombótico, los cuales se encuentran relacionados con el riesgo de padecer 

enfermedades cardiovasculares y como un factor muy importante para desarrollar 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Kim, 2012). La RI se define como un estado de 

sensibilidad reducida de los tejidos, con un incremento en los niveles normales de 

insulina circulante. (Kim, 2012). 

La DM2 es una enfermedad caracterizada por un estado de hiperglicemia crónico, 

alteraciones metabólicas en diversos órganos y deterioro en la síntesis, liberación 

o actividad de la insulina (Han y Li 2010). 
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        3.2.5 Actividad de la insulina en Sistema Nervioso Central 

            3.2.5.1 Control de homeostasis de energía 

Una respuesta ampliamente estudiada por el estímulo de insulina es la captación 

de glucosa, la cual ocurre a través de la translocación hacia la membrana de los 

transportadores de glucosa (GLUT´s). Anteriormente, se consideraba al cerebro 

como un órgano donde la insulina no participaba en la captación de glucosa. 

Hasta la fecha, 14 GLUT´s han sido identificados, de los cuales 7 se expresan en 

el cerebro. De estos 7 transportadores GLUT1 y GLUT3 son los principales 

responsables de la absorción de glucosa en neuronas y células gliales. GLUT1 se 

encuentra en células del endotelio cerebral y facilita el transporte de glucosa 

desde la sangre a través de la barrera hematoencefálica; también se expresa en 

astrocitos. Por el contrario, GLUT3 se expresa mayormente en las neuronas y es 

responsable de la entrada de glucosa a las neuronas (Koekkoek, 2017). 

El hipotálamo es la región cerebral fundamental para la integración de señales 

relacionadas con el hambre y la saciedad procedentes de la periferia. El 

hipotálamo contiene muchos receptores de insulina. La función de la insulina en 

hipotálamo es aumentar la actividad de las células que liberan hormonas 

anorexigénicas, como la hormona estimulante de los melanocitos (MSH), la 

procedente de la pro-opiomelanocortina (POMC) y el transcrito relacionado con 

cocaína y anfetamina (CART); además de inhibir la actividad de las neuronas que 

producen hormonas orexigénicas como el neuropéptido Y (NPY) y el péptido 

relacionado con Agouti (AgRP)(Mendieta-Zerón et.,  2007). A la vez, la regulación 

neuronal está relacionada con mecanismos de control periféricos, donde, al existir 

estímulo de insulina sobre el hipotálamo, se produce respuesta hepática, 



	

27 
	

reduciendo la producción de glucosa a partir de glucógeno (Girard, 2006). La 

insulina se comporta como una hormona con una fuerte actividad anabólica en 

tejidos periféricos, mientras que su acción dentro del hipotálamo es de un factor 

catabólico (Escrivá, 2010).  

 

            3.2.5.2 Aprendizaje y memoria 

El hipocampo, es una de las áreas más estudiadas del SNC en mamíferos. Gran 

parte de lo que se sabe acerca de la plasticidad y transmisión sináptica proviene 

del trabajo con esta estructura. El hipocampo está implicado en mecanismos de 

aprendizaje y procesos de memoria (Witter, 2001). 

En estudios de comportamiento Zhao y colaboradores en 1999, demostraron que 

los niveles del mRNA del InsR en las regiones CA1 y giro dentado del hipocampo 

aumentan en ratas que han sido entrenadas en pruebas de laberinto de agua. De 

manera interesante, Dou y colaboradores (2005) mostraron que los niveles de 

expresión del receptor de insulina cambian de forma región específica después de 

entrenamiento en el laberinto de agua; el mRNA del InsR aumentó en CA1 

mientras que en CA3 disminuyó. Se ha sugerido de forma importante que la vía 

señalización de la insulina tiene un papel modulador en los procesos de 

aprendizaje y memoria (Banks et al., 2012), aunque es posible que ante el 

deterioro en la señalización de la insulina, existan otros mecanismos celulares que 

traten de compensar esta función (Dou et al., 2005). 

La presencia de los InsR en las espinas dendríticas sugiere que la insulina está 

relacionada con procesos sinápticos (Banks et al., 2012). Se relaciona a estas 

respuestas neuronales con la actividad de cinasa del InsR (Park, 2001). La 
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insulina puede aumentar la fosforilación de las subunidades NR2A and NR2B de 

los receptores NMDA (Christie et al., 1999). Otros trabajos incluyen que la 

modulación de canales de K+, la activación de receptores de GABA así como la 

regulación del flujo de Na+ y Ca2+ mediado por glutamato, son modulados por la 

insulina. Estos resultados soportan el papel de la insulina en el reclutamiento de la 

maquinaria necesaria para la neurotransmisión excitatoria e inhibitoria (Park et al., 

2000; Banks et al., 2012) (Figura 6). 

Figura 6.  La insulina modula la transmisión sináptica a través de interacción con los receptores 
AMPA y NMDA de glutamato en procesos excitatorios; también en procesos inhibitorios 
promoviendo la exposición membranal de los receptores de GABA. A través de las MAPK´s y de la 
fosfolipasa C, involucra genes que favorecen la consolidación de la memoria (Zhao, et al 2004).	

Los mecanismos antes descritos, son procesos en los cuales se justifica la 

memoria: potenciación a largo plazo (LTP) y depresión a largo plazo (LTD). La 

LTP se produce cuando una neurona presináptica excita a la postsináptica de 
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manera prolongada y repetida, y el estado de despolarización queda reforzado. 

Esto implica una entrada de Ca2+ de modo tal, que las vías de señalización 

dependientes de éste se prolongan. Dentro de la LTP también existe una 

remodelación del citoesqueleto, incluyendo a las espinas dendríticas, para facilitar 

las conexiones. La LTD es un mecanismo compensatorio, donde la neurona que 

fue sometida a la LTP, tiene una disminución en la transmisión sináptica y de este 

modo queda preparada para almacenar nueva información (Escrivá, 2010). 

Experimentos con ratas que recibieron entrenamiento e inyecciones de insulina 

directamente en el cerebro mostraron mayor rendimiento en tareas de memoria en 

comparación con animales que tuvieron adiestramiento previo y no recibieron 

insulina (Park et al., 2000). Zhao y colaboradores (2004), postularon que la 

actividad neuromoduladora de la insulina proviene de la expresión de genes y 

síntesis que proteínas que influyen en la actividad sináptica y respuestas 

postsinápticas y no a través del metabolismo de glucosa. 

 

            3.2.5.3 Sobrevivencia neuronal 

La evidencia de que la señalización de la insulina participa en sobrevivencia 

neuronal se ha demostrado tanto in vitro como in vivo, mediante el uso de ratones 

knockout del InsR neuronal (NIRKO). Cultivos neuronales de ratones NIRKO 

muestran una baja fosforilación de PI3K y Akt en respuesta a insulina y también 

exhiben una protección disminuida contra un estímulo de KCl, cuando esta vía de 

señalización está regulada a la baja, se abate la capacidad antiapoptótica de la 

insulina. En contraparte, la inhibición de la vía de señalización de las MAPK´s no 

produce este efecto; esto sugiere que la vía de acción de la insulina para la 
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sobrevivencia neuronal es a través de PI3K (Schubert et al., 2004). 

Akt protege a las células frente a estímulos apoptóticos mediante la inactivación 

de proteínas proapoptóticas, tales como los miembros la familia Bad y Bax, la 

caspasa 9, y factores de transcripción, incluyendo los FoxO, CREB, e IkB cinasa 

(IKK), un regulador de NF-kB (Rodgers y Theibert 2002).  

De manera contraria a lo que ocurre en los cultivos neuronales de ratones NIRKO, 

los cerebros de estos animales no manifiestan alteraciones morfológicas ni hay 

evidencia de un incremento en la apoptosis. Esto lleva a pensar que en ausencia 

de InsR en las neuronas, otros factores neurotróficos pueden compensar el 

desarrollo de los ratones NIRKO (Van der Heide et al., 2006). 

 

3.2.5.4 Relación entre la insulina, su receptor y las enfermedades 

neurodegenerativas: enfermedad Tipo Alzheimer 

El cerebro de los mamíferos requiere un suministro constante de energía, la cual 

se obtiene de la glucosa, y en consecuencia, existe una alta tasa de oxidación. A 

diferencia de lo que ocurre en tejidos periféricos, en el cerebro, la insulina no es el 

principal regulador en la captación de glucosa (Vannucci et. Al.,  1998). 

Hay evidencia que sustenta una asociación entre alteraciones metabólicas y 

enfermedades neurodegenerativas. Se han reportado casos de hiperinsulinemia 

sin niveles elevados de glucosa, como un factor de riesgo para una disminución 

cognitiva (Luchsinger et al., 2004). También, las elevaciones en niveles de glucosa 

circulante, al igual que en tejidos periféricos, pueden afectar a las células del SNC; 

un estado crónico de hiperglicemia genera daño celular por glucotoxicidad 

(Tomlinson y Gardiner 2008). 
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En sentido contrario a lo que ocurre con infusiones agudas de insulina, donde se 

ha visto que mejora la memoria en pacientes diagnosticados con EA (Craft et al., 

1999), un estado de hiperinsulinemia crónico afecta la función y sobrevivencia de 

las neuronas (Schäfer y Erdö 1991). 

La asociación entre la DM2 y las enfermedades neurodegenerativas está en la 

disminución del contenido del InsR neuronal, como es el caso de la EA y la de 

Parkinson (Plum et al., 2005). Aunque las causas que desencadenan estos 

padecimientos neuronales no están totalmente claras, la evidencia experimental 

muestra, además de RI, la disminución en el metabolismo de glucosa, así como la 

disfunción mitocondrial, estrés oxidativo y niveles elevados de citocinas asociados 

a procesos inflamatorios (Kaidanovich-Beilin et al.,2012). 

La EA es un padecimiento neurodegenerativo, lento, progresivo y que es 

asintomático durante varios años. Hasta hoy, las causas de la EA y un diagnóstico 

temprano son difíciles de establecer. Las características neuropatológicas de la 

EA incluyen a depósitos extracelulares del βA así como de marañas neurofibrilares 

(NFT) compuestas por la proteína Tau hiperfosforilada, lo que conlleva a la muerte 

neuronal (Candeias et al., 2012). 

Se ha demostrado la existencia de anormalidades en la señalización de la insulina 

en cerebros de pacientes con EA. Estas anomalías fueron asociadas con niveles 

reducidos del mRNA del IRS1 y la disminución de la actividad del complejo PI3K-

Akt, generando un trastorno de señalización neuronal que se asemeja a la DM2. 

Además, el complejo PI3K-Akt-GSK3β es responsable de fosforilar a la proteína 

Tau, la cual tiene la función de estabilizar los microtúbulos axonales a través de la 

interacción con la tubulina (Moreira et al., 2007). 
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Las vías de señalización de la insulina en las neuronas pueden promover la 

generación del péptido βA, mediante la modulación de la proteólisis de la proteína 

precursora de amiloide (APP), la cual genera péptidos de 40 o 42 aminoácidos (β 

A40 y βA42) que forman los depósitos extracelulares (Neumann et al., 2008). 

Se ha visto que la enzima degradadora de insulina (IDE) también es capaz de 

proteolizar fragmentos de βA, pero no de remover agregados. La formación de 

depósitos amiloidogénicos puede estar aumentada por la competencia de la 

insulina por su enzima de degradación (Qiu et al., 1998). 

El cerebro utiliza la glucosa como fuente primaria de energía. La síntesis del 

neurotransmisor acetilcolina, es dependiente de la acetil coenzima A (A-CoA). 

Alteraciones en la captación o metabolismo de la glucosa afectan la síntesis de 

acetil-CoA (Bigl et al., 1987). La acumulación del péptido βA alrededor de las 

neuronas, también participa en la disminución de la captación de glucosa. La 

deficiencia en la actividad del sistema colinérgico es una característica más de la 

EA (Zhu et al., 2005). 
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    3.3 Bulbos olfatorios 

Los bulbos olfatorios son estructuras pareadas que se encuentran en la base del 

cerebro directamente sobre la lámina cribosa (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquemas que muestran la ubicación de los bulbos olfatorios en el cerebro del humano 
(A) y de la rata (B). Microfotografía donde se observan las capas de células periglomerulares 
(azul), mitrales (rojo) y granulosas (verde) en un corte coronal de bulbo olfatorio de rata (C). 
Imágenes tomadas de prairiemary.blogspot (A) Bear, 2008 (B), wikipedia (C). 
 

En los bulbos se establecen redes neuronales complejas y realiza procesamientos 

de información antes que ésta sea enviada a la corteza cerebral (Kay y Sherman, 

2007). Actualmente se propone que en los bulbos olfatorios puedan ser 

detectados padecimientos neurodegenerativos en etapas tempranas (Cleland y 

Linster, 2005). 

La ingesta de alimentos se basa en la interacción entre la percepción de olores y 

la regulación energética. Al ser el olfato una de las principales vías de percepción 

sensorial, contribuye a la evaluación de olores de los alimentos para su posible 

elección y consumo (Palouzier-Paulignan et al., 2012). 
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El ayuno o la saciedad influyen en la detección de olores por los individuos. En 

ayunas hay mayor capacidad para detectar olores, mientras que la saciedad 

reduce la capacidad de detectarlos, especialmente los que están asociados con 

los alimentos (O'Doherty et al., 2000; Mulligan et al., 2002).  

Los estímulos aromáticos son captados por el epitelio olfatorio y transducen las 

señales a través de los nervios olfatorios que ingresan selectivamente y se 

ramifican en la capa de células periglomerulares, que es la capa celular más 

externa del bulbo olfatorio, donde cada glomérulo es una unidad funcional 

(Mombaerts et al., 1996).  

Las dendritas de las principales neuronas del bulbo, las células mitrales, hacen 

sinapsis con las dendritas de los nervios olfatorios dentro de los glomérulos. Cada 

célula mitral extiende dendritas secundarias para hacer sinapsis con las 

interneuronas locales y las células granulosas. Las células granulosas son las más 

numerosas en el bulbo olfatorio, y dan lugar a la capa más profunda del bulbo 

olfatorio, la capa de células granulosas. El 80% de los contactos sinápticos con 

células granulares son recíprocos. La conexión mitral-granulosa es excitatoria y la 

granulosa-mitral inhibitoria. (Shepherd et al., 2004). 

Dentro del bulbo olfatorio actúan hormonas metabólicas que regulan procesos 

celulares del hambre y la saciedad; son clasificados como factores orexigénicos o 

anorexígenos, dependiendo de su papel estimulador o inhibidor en la ingesta de 

alimentos, respectivamente. Desde hace años se han estudiado los receptores 

para las hormonas metabólicas y se sabe que se expresan en áreas cerebrales 

relacionadas con el olfato, siendo el epitelio y el bulbo olfatorio muy importantes 

para esta actividad (Tabla 1) (Palouzier-Paulignan et al., 2011). 
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Tabla 1. Comparativo de señales orexigénicas, anorexigénicas y sus receptores en estructuras 
olfatorias y el hipotálamo  
+ = presente; - = ausente; nd = no determinado 
Modificado de Palouzier-Paulignan (2011). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Mucosa'olfatoria Bulbo'olfatorio Hipotálamo Mucosa'olfatoria Bulbo'olfatorio Hipotálamo

Molécula'(Péptido) nd + + Molécula'(Péptido) + + +
Molécula'(mRNA) nd = + Molécula'(mRNA) + + +
Receptor'(Péptido) nd + + Receptor'(Péptido) + + +
Receptor'(mRNA) nd + + Receptor'(mRNA) + + +
Molécula'(Péptido) + + + Molécula'(Péptido) + + +
Molécula'(mRNA) + + + Molécula'(mRNA) + + +
Receptor'(Péptido) + + + Receptor'(Péptido) + + +
Receptor'(mRNA) + + + Receptor'(mRNA) + + +
Molécula'(Péptido) + + + Molécula'(Péptido) + + +
Molécula'(mRNA) + + + Molécula'(mRNA) + = =
Receptor'(Péptido) + + + Receptor'(Péptido) + + +
Receptor'(mRNA) + + + Receptor'(mRNA) + + +
Molécula'(Péptido) nd nd + Molécula'(Péptido) nd + +
Molécula'(mRNA) nd nd + Molécula'(mRNA) nd + +
Receptor'(Péptido) nd + + Receptor'(Péptido) nd = +
Receptor'(mRNA) nd + + Receptor'(mRNA) nd = +
Molécula'(Péptido) + nd + Molécula'(Péptido) + + +
Molécula'(mRNA) + nd + Molécula'(mRNA) + + +
Receptor'(Péptido) + + + Receptor'(Péptido) + + +
Receptor'(mRNA) nd + + Receptor'(mRNA) + + +
Molécula'(Péptido) nd + + Molécula' + + +
Molécula'(mRNA) nd nd + Transportador'(Péptido) + + +
Receptor'(Péptido) + + + Transportador'(mRNA) + + +
Receptor'(mRNA) + + + Amino'ácidos nd nd +
Molécula'(Péptido) nd + + Sensor nd nd +
Molécula'(mRNA) nd nd +
Receptor'1'(Péptido) + nd +
Receptor'1'(mRNA) + nd +
Receptor'2'(Péptido) nd nd +
Receptor'2'(mRNA) nd nd +

Endocanabinoides

Adiponectina

Glucosa

Amino2ácidos

Señales2anorexigénicas

NPY'='Neuropéptido'Y;'MCH'='hormona'concentradora'de'melanina;'CCK'='colescistocinina;'CRF='
factor'liberador'de'corticotropinas

Opiodes

MCH

Insulina

Leptina

CCK

Bombesinas

CRF

Señales2orexigénicas

Grelina

NPY
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    3.4 Hipocampo 

En el cerebro de los mamíferos, la formación hipocampal es una región importante 

del sistema límbico y se conforma propiamente por el hipocampo, el giro dentado, 

el complejo subicular y la corteza entorrinal (Schultz y Engelhardt, 2014), aunque 

de forma convencional, el término hipocampo se utiliza para designar a la 

formación hipocampal (Figura 8). 

 

Figura 8. Esquemas que muestran la ubicación del hipocampo en el cerebro del humano (A) y de la 
rata (B). Microfotografía donde se observan las regiones del Cuerno de Amón y Giro dentado en un 
corte coronal de hipocampo de rata. Imágenes tomadas de (A) sciencedaily.com (B) disqus.com 
(C)	sysy.com. 
 
El interés para el estudio del hipocampo se debe a que funcionalmente es la 

región en donde se lleva a cabo el mecanismo neuronal del aprendizaje y la 

memoria, así como a su organización estructural, a la gran cantidad de conexiones 
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sinápticas (Reznikov, 1991) y a los procesos de proliferación en estadíos 

embrionarios y de neurogénesis en adultos (Urbán y Guillemot, 2014). Esto hace 

del hipocampo el modelo experimental más empleado para el estudio de circuitos 

neuronales y la plasticidad neuronal del SNC.  

El hipocampo está delimitado en tres regiones bien definidas denominadas cornu 

Ammonis (CA): CA1, CA2 y CA3. En esta región las células piramidales son las 

más numerosas. En el giro dentado, las células granulares son el principal grupo 

celular. En ambos grupos, el flujo de la información sigue una vía excitatoria 

unidireccional. Alrededor de estas células se han descrito diferentes grupos de 

células inhibitorias, clasificadas por su localización, forma y distribución axonal, 

entre las que se encuentran las células de canasta y las células musgosas, entre 

otras (Traub y Miles, 1991). 

Algunas de las vías de neurotransmisión dentro del hipocampo son: la vía 

perforante, que se origina en la corteza entorrinal; las fibras musgosas, que 

conectan células granulares del giro dentado con células piramidales de CA3; las 

conexiones colaterales de Schaffer donde hacen sinapsis células de CA3 con 

células de CA1; las conexiones comisurales; las conexiones excitatorias 

recurrentes entre las células piramidales de CA3 y entre células de CA1; el circuito 

inhibitorio, donde las células inhibitorias son excitadas por células piramidales 

locales, por células aferentes o por ambas (Traub y Miles, 1991).  

En el hipocampo se encuentran expresados receptores de diferentes moléculas 

relacionadas con el metabolismo energético como grelina (Diano et al., 2006), 

neuropéptido Y (Ledri et al., 2015), orexinas (Trivedi et al., 1998), hormona 

concentradora de melanina (Varas et al., 2002), insulina (Zhao et al., 1999), leptina 
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Péptido Ingesta de  
alimentos Neurogénesis LTP Reconocimiento de 

objetos nuevos
Laberinto de agua 

de Morris

Grelina + + + + +

Neuropéptido Y + + - nd + / -

Galanina + + - nd -

BDNF - + + + +

Obestatina 0 nd nd + nd

Neuropéptido S - nd nd + +

Nociceptina - + - - -

CART - + nd nd +

Orexina + + + / - nd -

Adiponectina nd nd nd nd nd

LTP = Potenciación a largo plazo. BDNF = factor neurotrófico derivado de cerebro. CART = transcrito relacionado con cocaína y 
anfetamina.  nd = no definido.  0 = sin efecto.

(Harvey y Ashford, 2003), colecistocinina (Beinfeld et al., 1981) y los 

transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3 (Vanucci et al., 1994). 

 

Tabla 2. Efecto sobre la conducta alimentaria, neurogénesis y funciones cognitivas de algunos 
péptidos que actúan en el hipocampo. (Beck y Pourié, 2013) 

 
Hay un número amplio de péptidos vinculados a la memoria dentro del hipocampo, 

esto ilustra la complejidad de los mecanismos que conducen a la creación de las 

funciones cognitivas; aunque es notorio que el aprendizaje y la memoria cursan a 

través de las vías celulares comunes (ERK 1/2, PI3K, CREB), siempre con efectos 

muy particulares (Tabla 2) (Beck y Pourié, 2013). Esta complejidad es aún mayor 

debido a la distribución y la localización de los receptores en las diferentes 

regiones del hipocampo. Cada zona y grupo celular puede ser un sitio de 

regulación precisa (Aradillas et al., 2011). 

Hay que enfatizar que la memoria no está directamente vinculada a las acciones 

de diversos péptidos sobre la neurogénesis. Con el aprendizaje aumenta la 
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supervivencia celular y hay mayor integración en las redes neuronales del 

hipocampo. Sin embargo, la neurogénesis y la memoria no siempre están 

relacionados (Leuner et al., 2006). 

Los efectos estimulantes o inhibitorios de diversos péptidos sobre la conducta 

alimentaria generalmente no están asociados a la formación de la memoria, 

debido principalmente a que son diferentes los sitios de acción en el cerebro. Sin 

embargo, las acciones de los péptidos no son completamente independientes, 

debido a que el hipotálamo y el hipocampo están interconectados (Risold y 

Swanson, 1996). 
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4. Planteamiento del problema 

La adiponectina tiene un papel crucial en la señalización de la insulina en tejidos 

periféricos. A pesar de los efectos benéficos que genera la adiponectina en tejidos 

periféricos, es poco lo que se sabe acerca de los procesos que regula en el SNC 

así como las interacciones neuroendócrinas con otras moléculas, y de forma 

específica, con la insulina. 

El deterioro de la señalización de la insulina en el cerebro está descrito como una 

importante causa para el déficit de cognición y memoria. Por ello, es importante el 

estudio de factores que favorezcan la actividad de la insulina en SNC; la 

adiponectina, con su probada actividad periférica, podría generar este efecto en el 

cerebro. 

Para lograr este objetivo, se utilizó un modelo animal donde se administró 

adiponectina exógena a diferentes regiones del SNC con la consecuente 

evaluación del contenido del InsR. Este trabajo permitió comprender mecanismos 

celulares de la interacción entre adiponectina e insulina en SNC. 

Medir el contenido plasmático de adiponectina empieza a ser considerado un 

marcador para evaluar disfunciones metabólicas. Es posible que los niveles de 

adiponectina en LCR brinden información acerca del estado fisiológico del SNC. 

  



	

41 
	

5. Hipótesis 

Si la adiponectina actúa como hormona reguladora del InsR en órganos 

periféricos, entonces la inyección de esta hormona en bulbo olfatorio o hipocampo 

influirá en el contenido del InsR en estas estructuras cerebrales. 

 

6. Objetivos 

    6.1 Objetivo general 

Evaluar si la inyección de adiponectina en el hipocampo o bulbo olfatorio de la 

rata, tiene efecto sobre el contenido del InsR en estas regiones cerebrales. 

 

    6.2 Objetivos particulares 

1. Estudiar la presencia de los receptores AdipoR1 y AdipoR2 en bulbo olfatorio e 

hipocampo de la rata. 

2. Evaluar el efecto de la inyección de 1µg de adiponectina en bulbo olfatorio o 

hipocampo sobre el contenido del InsR en estas regiones cerebrales. 

3. Analizar los posibles cambios en la distribución del InsR en bulbo olfatorio e 

hipocampo después del tratamiento con adiponectina. 
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7. Metodología 

    7.1 Animales 

Este estudio se realizó con los requisitos de la Declaración de la Asociación 

Médica Mundial de Helsinki, bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 

"Especificaciones Técnicas de Reproducción Animal, Cuidado y Manejo de 

laboratorio" para minimizar el sufrimiento animal. Se utilizaron ratas macho adultas 

de la cepa Wistar (250-300 g) que estuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 

hrs (luces encendidas a las 07:00 am), a las cuales se les proporcionó agua y 

comida ad libitum. 

 

    7.2 Determinación de la dosis para los tratamientos con adiponectina 

Se hicieron ensayos dosis-respuesta para determinar mediante Western blot cuál 

es la dosis a la que se obtenía la mayor cantidad del InsR. Este fue evaluado solo 

en hipocampo después de la inyección de adiponectina sobre el mismo hipocampo 

de las ratas. Las cantidades utilizadas fueron 0.5µg, 1µg y 2µg, y se evaluó el 

contenido del InsR 72 hrs después de los tratamientos comparados con animales 

control que recibieron solución salina isotónica (SS). Este ensayo se hizo por 

triplicado. 

 

    7.3 Inyecciones de adiponectina en bulbo olfatorio e hipocampo 

Cuatro grupos de animales (n=6) fueron anestesiados con ketamina-xilazina 

(1mL/kg) y se colocaron en un aparato estereotáxico (KOPF Mod 5000, Tujunga 

CA. EE.UU.) recibiendo una sola inyección de SS (1µL) o adiponectina (1µg/µL), 

(R&D 1065-AP-050), usando una jeringa Hamilton de 5µL directamente al bulbo 
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olfatorio (+7,1 mm anteroposterior, ± 1,5 mm lateral desde el punto Bregma, -

4.0mm dorsoventral desde la superficie del cráneo), o a la región CA1 del 

hipocampo (-3,6 mm anteroposterior, ± 2,0 mm lateral desde Bregma, -2,8 mm 

dorsoventral desde la superficie del cráneo), según el Atlas de Paxinos y Watson 

(1998). 

 

    7.4 Inmunofluorescencia para AdipoR1, AdipoR2 e InsR 

Los animales (n=6/grupo) fueron anestesiados bajo sobredosis de pentobarbital 

sódico (100 mg/kg IP) y luego perfundidos transcardialmente con 200 mL de 

solución salina tamponada con fosfatos (PBS) (pH=7.4, 4°C) seguido de 250 mL 

de paraformaldehído al 4% en PBS 0,1M para fijación. Los cerebros fueron 

retirados y almacenados durante toda la noche en la misma solución de fijación 

usada para la perfusión (4°C), deshidratados y embebidos en parafina. Secciones 

coronales (5µm) tanto de bulbo olfatorio como de hipocampo se obtuvieron con 

micrótomo (Leica RM2235) y fueron montados en portaobjetos de vidrio. La 

parafina fue removida de los cortes y se recuperaron los antígenos con solución 

de citratos en una cámara eléctrica (Biocare Medical, Concord, CA, EE.UU.) 

durante 5 min.  

Se usaron los anticuerpos anti-AdipoR1 (Santa Cruz sc-46748), anti-AdipoR2 

(Santa Cruz sc-99187) y anti-receptor de insulina subunidad β (β-InsR) (Millipore 

05-1104). La unión de los anticuerpos se visualizó usando reactivos secundarios 

de detección Alexa Fluor (Life Technologies). Los cortes fueron examinados bajo 

microscopio (Leica DM1000) a un objetivo 40x. La detección de 

inmunofluorescencia en el bulbo olfatorio se hizo en las capas de células 
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periglomerulares, mitrales y granulosas, en el hipocampo en las regiones CA1, 

CA3 y giro dentado. 

 

    7.5 Extracción de proteínas y Western blot 

Los ensayos de Western blot del AdipoR1, AdipoR2 o InsR se llevaron a cabo con 

tejido fresco de bulbo olfatorio e hipocampo; las muestras se homogeneizaron en 

tampón de lisis RIPA modificado complementado con inhibidores de proteasas 

(Roche 11697498001) y fosfatasas (Roche 04906845001). Las proteínas se 

obtuvieron por centrifugación durante 15 min a 15 000 rpm 4°C y se cuantificaron 

con el Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce 23235). 60µg de proteínas totales se 

separaron por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 10%. Los geles se 

transfirieron a membranas de PVDF (Millipore Merck ISEQ00010) a 20V a 

temperatura ambiente durante 60 min. Las membranas se bloquearon con leche 

descremada en polvo al 5% diluida en una solución salina tamponada con Tris y 

0,01% de Tween-20 (TBST); se incubaron a 4ºC durante la noche con el 

anticuerpo anti-InsR-β diluido 1:1000 (Millipore 05-1104) o anti-actina policlonal de 

cabra diluido 1: 10000 (Santa Cruz sc-1616) como control de carga. Después de la 

incubación con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron con TBST y se 

incubaron con los anticuerpos secundarios anti-ratón para el InsR-β (Santa Cruz 

sc-2005) o anti-cabra para la actina (Santa Cruz sc-2768) conjugados con 

peroxidasa de rábano diluidos 1:10000.  

Para la detección del AdipoR1 y AdipoR2 en bulbo olfatorio de ratas intactas (n=6) 

se usaron los anticuerpos descritos anteriormente siguiendo el protocolo de 
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Western blot. Se utilizó el anticuerpo anti-GAPDH (Sigma G8795) como control de 

carga. 

Las bandas inmunorreactivas en las membranas se detectaron mediante reactivo 

de quimioluminiscencia (Millipore WBLUF0500) en película de alta sensibilidad 

(Amersham 28-9068-39). Las bandas se analizaron con el programa de análisis 

MCID Software (Interfocus, Imaging LTD). La densidad óptica relativa de cada 

banda de diferentes anticuerpos primarios se normalizó contra su control de carga. 

Los valores de la densidad óptica relativa están en unidades arbitrarias. 

Se analizaron de forma separada los valores obtenidos de los bulbos olfatorios del 

lado izquierdo (LOB), del derecho (ROB), de los hipocampos izquierdos (LHIPP) y 

derechos (RHIPP); al no existir diferencias en el contenido del InsR como efecto 

de la lateralización de los tratamientos, se incluyeron las estructuras por 

tratamiento y se analizaron en forma grupal. 

 

    7.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El RNA total fue extraído de los bulbos olfatorios e hipocampos de ratas intactas 

(n=6) utilizando Trizol (Invitrogen 15596-018) y siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Un fragmento tanto de músculo gastrocnemio como de hígado se  

utilizaron como controles positivos para el mRNA del AdipoR1 y AdipoR2 

respectivamente. La integridad del RNA se comprobó con una electroforesis en gel 

de agarosa al 1% teñido con colorante GelRed (Biotium 41003); la concentración y 

pureza se valoraron espectrofotométricamente en una relación a 260 y 280 nm. 

Todas las muestras de RNA fueron tratadas con el kit DNA-free (Ambion AM1906) 

para evitar la contaminación con DNA genómico. 5µg de RNA fueron retro-
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transcritos mediante el uso de cebadores oligo-hexámeros en un volumen final de 

20µl utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific 

K1622) de acuerdo con la instrucción del fabricante. El cDNA resultante de la 

retrotranscripción se amplificó mediante PCR (Thermo Scientific K0251) utilizando 

500ng de muestra tanto de bulbo olfatorio como de hipocampo con los siguientes 

cebadores específicos durante 40 ciclos:  

AdipoR1 5'CCACCATGCACTTTACTATC3'forward y 

5'TACTCTGACCTTGGTATACAG3´reverse;  

AdipoR2 5'TGACATCTGGTTTCACTTTC3´forward y 

5'AGTACTTTGCTTTAAGGACG3´reverse.  

Cada muestra se corrió por duplicado. Los productos de PCR se separaron y 

visualizaron en un gel de agarosa al 2%  con tinción de RedGel. 

 

    7.7 Análisis estadístico 

Los valores obtenidos están expresados como la media ± error estándar (SEM). 

Se realizó una prueba estadística t-Student para comparar el contenido del 

AdipoR1 vs AdipoR2 tanto en bulbo olfatorio como en hipocampo. Se hizo una 

prueba Mann-Whitney de dos colas para comparar el contenido del InsR entre los 

grupos control vs los grupos que recibieron adiponectina. Los datos fueron 

analizados utilizando el Software de Estadística Prism versión 5.01 (GraphPad, 

San Diego, CA). El valor p ≤ 0,05 fue considerado como significativo en todos los 

casos. 
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8. Resultados 

    8.1 AdipoR1 y AdipoR2 se expresan en el bulbo olfatorio de la rata 

Por medio de inmunofluorescencia se muestra la presencia del AdipoR1 y 

AdipoR2 en el bulbo olfatorio. AdipoR1 se encuentra en la capa de células 

periglomerulares, mitrales y granulosas; existe un patrón diferencial de tinción, las 

células periglomerulares y las granulosas presentan una intensa marca, mientras 

que no ocurre de esa forma en la capa de células mitrales (Figura 9). 

Figura 9. Microfotografía de bulbo olfatorio que muestra inmunofluorescencia para el AdipoR1. Los 
punteros indican la marca sobre la capa de células periglomerulares (PGC), mitrales (MC) y 
granulosas (GC). La barra de calibración es de 50µm. 
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También, el AdipoR2 está presente en las capas de células periglomerulares, 

mitrales y granulosas. A diferencia con lo que ocurre con el AdipoR1, este receptor 

tiene intensa marca en la capa de células mitrales, mientras que para capas de 

células periglomerulares y granulosas, la tinción es menos intensa (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Microfotografía de bulbo olfatorio que muestra inmunofluorescencia para el AdipoR2. 
Los punteros indican la marca sobre la capa de células periglomerulares (PGC), mitrales (MC) y 
granulosas (GC). La barra de calibración es de 50µm. 
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Mediante PCR se comprobó que los transcritos del mRNA presentes en bulbo 

olfatorio corresponden a los que se encuentran en el músculo esquelético para el 

AdipoR1 e hígado para el AdipoR2 (Figura 11A). La expresión proteica de ambos 

AdipoR´s en bulbo olfatorio fue evaluado mediante Western blot (Figura 11B), 

donde se encontraron diferencias significativas entre el contenido del AdipoR1 vs 

AdipoR2 en bulbo olfatorio, p=0,001 (Figura 11C) 

 

 

 

Figura 11. Imagen representativa de PCR mostrando que el mRNA del AdipoR1 presente bulbo 
olfatorio es el mismo que se encuentra en músculo esquelético; el mRNA del AdipoR2 existente en 
bulbo olfatorio corresponde al que se encuentra en hígado (A). Imagen de Western blot (B) y 
gráfico (C) que muestran el contenido del AdipoR1 (blanco) vs el AdipoR2 (negro) en bulbo 
olfatorio de la rata. Se utilizó GAPDH como control de carga. p=0,001 
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8.2 AdipoR1 y AdipoR2 se expresan en el hipocampo de la rata 

Del mismo modo, la inmunofluorescencia reveló tinción para los AdipoR´s en el 

hipocampo de la rata. El AdipoR1 es abundante en el hipocampo. En detalle, se 

observa su presencia en las células piramidales de CA1 y CA3, así como en 

células granulares de giro dentado. La tinción se presenta tanto en la membrana 

celular como en el citoplasma (Figura 12).  

 

Figura 12. Microfotografía coronal del hipocampo que muestra inmunofluorescencia para el 
AdipoR1. Los punteros indican la marca sobre las células piramidales de CA1 y CA3, así como de 
las células granulares de giro dentado. La barra de calibración es de 50µm. 
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Por otro lado, el AdipoR2 se encuentra localizado únicamente en las membranas 

de las células piramidales de CA1 y CA3 pero existe fuerte tinción membranal y 

citoplasmática en las células granulares de giro dentado (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Microfotografía coronal del hipocampo que muestra inmunofluorescencia para el 
AdipoR2. Los punteros indican la marca sobre las células piramidales de CA1 y CA3, así como de 
las células granulares de giro dentado. La barra de calibración es de 50µm. 

 

El mRNA del AdipoR1 y AdipoR2 que se encuentra en el hipocampo corresponde 

al que está presente en músculo esquelético e hígado, respectivamente. Mediante 

Western blot se pudo observar la tendencia de un mayor contenido del AdipoR1 
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en comparación al AdipoR2, al hacer el análisis estadístico no se observaron 

diferencias significativas en el contenido entre ambos receptores (Figura 14). 

 

Figura 14. Imagen representativa de PCR mostrando que el mRNA del AdipoR1 presente en el 
hipocampo es el mismo que se encuentra en músculo esquelético; el mRNA del AdipoR2 
corresponde al que se encuentra en hígado (A). Imagen de Western blot (B) y gráfico (C) que 
muestran el contenido del AdipoR1 (blanco) vs el AdipoR2 (negro) en el hipocampo de la rata. Se 
utilizó GAPDH como control de carga. 
 

Para las imágenes de inmunofluorescencia se utilizaron cortes de hipotálamo 

como controles positivos para el AdipoR1 y AdipoR2, mientras que los controles 

negativos no revelaron tinción (Figura 15). 

 

Figura 15. Microfotografías del hipotálamo que muestran las marcas para el AdipoR1 y el AdipoR2 
respectivamente; estos cortes se utilizaron como controles positivos. 
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Figura 17. Corte sagital de bulbo 
olfatorio indicando el sitio donde se 
administraron los tratamientos de 
adiponectina. La barra de 
calibración es de 500 µm. 

8.3 Determinación de la dosis para los tratamientos con adiponectina 

Mediante Western blot se evaluó el mayor contenido del InsR en el hipocampo 

como respuesta a dosis de adiponectina de 0.5µg, 1.0µg y 2.0 µg comparados con 

SS. Los hipocampos fueron obtenidos 72 hrs después de la administración de los 

tratamientos. La cantidad de adiponectina que presentó mejor respuesta fue 1µg. 

(Figura 16). 

 
Figura 16. Imagen representativa de Western blot y el gráfico que muestra los valores del 
contenido del InsR después de la inyección de diferentes dosis de adiponectina en hipocampo. Los 
tejidos se obtuvieron 72 hrs después de la administración de los tratamientos. Se utilizó actina 
como control de carga. 

 

    8.4 Efecto de la inyección de adiponectina en el bulbo olfatorio sobre el 

contenido del InsR en bulbo olfatorio e hipocampo 

Se analizó el efecto de la inyección de adiponectina dirigida a bulbo olfatorio sobre 

la expresión de InsR en el mismo bulbo olfatorio y en el hipocampo. La figura 17 

muestra la trayectoria de la inyección de los tratamientos hacia el bulbo olfatorio.  
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Se evaluó por separado el contenido de InsR presente en el bulbo olfatorio 

izquierdo (LOB) y derecho (ROB) así como del hipocampo izquierdo (LHIPP) y 

derecho (RHIPP). Se analizaron los datos de 6 animales por grupo (Figura 18). 

No se observaron diferencias significativas en el contenido del InsR como 

consecuencia de la lateralización de los tratamientos, por lo que fueron agrupados 

para considerar ratas control vs ratas tratadas con adiponectina.  Se observó una 

tendencia de disminución en el contenido de InsR en el bulbo olfatorio de las ratas 

inyectadas con adiponectina en comparación con los animales controles. Por otra 

parte, observamos una tendencia de aumento en la cantidad de InsR en el 

hipocampo de ratas inyectadas con adiponectina en bulbo olfatorio (Figura 18). En 

ambos casos no existen diferencias estadísticamente significativas entre los dos 

grupos. 

 

 

      

ß-InsR			96KDa	→ 

Actin			43KDa→ 

LOB																																			ROB	

		SS														APN													SS												APN 
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Figura 18. Imágenes representativas de Western blot del InsR en bulbo olfatorio (A) e hipocampo (B) 
después de la inyección de adiponectina en el bulbo olfatorio. También se evaluó el efecto de la 
lateralización de los tratamientos comparando bulbos izquierdos (LOB) contra bulbos derechos (ROB) así 
como hipocampos izquierdos (LHIPP) contra hipocampos derechos (RHIPP) Las barras blancas 
corresponden a los animales control, las barras negras corresponden a los animales que recibieron  APN. 
Se utilizó actina como control de carga. 
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8.5. Efecto de la inyección de adiponectina en el hipocampo sobre el contenido del 

InsR de bulbo olfatorio  

También, se evaluó el contenido del InsR en el bulbo olfatorio e hipocampo 

después de la inyección de adiponectina en la región hipocampal. La figura 19 

muestra la trayectoria de las inyecciones dirigidas a la región CA1 de hipocampo. 

 

 

 

 

No se aprecian diferencias significativas en el contenido del InsR como resultado 

de la lateralización de los tratamientos; en consecuencia, los datos fueron 

agrupados y se procesaron como grupos controles vs adiponectina. 

En el análisis del contenido del InsR en bulbo olfatorio después de la inyección de 

adiponectina en el hipocampo, se puede observar un mayor contenido del InsR en 

el grupo tratado con adiponectina comparado con el grupo de los animales control 

(p= 0.04) (Figura 20). 

Observando el incremento del InsR en el bulbo olfatorio, nuestro interés fue 

analizar la distribución de InsR en diferentes grupos celulares de bulbo olfatorio 

después de los tratamientos de adiponectina en el hipocampo. El análisis 

histológico de bulbo olfatorio nos muestra que en la capa de células 

periglomerulares hay más células InsR positivas en las ratas tratadas con 

adiponectina en comparación con las ratas control (Figura 21, arriba). 

Figura 19. Corte sagital de 
hipocampo mostrando el sitio 
donde se administraron los 
tratamientos de adiponectina. La 
barra de calibración corresponde a  
500 µm. 
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Figura 20. Imagen representativa de Western blot del InsR en bulbo olfatorio después de la 
inyección de adiponectina en el hipocampo. No se aprecian cambios como efecto de la 
lateralización de los tratamientos comparando bulbos izquierdos (LOB) contra bulbos derechos 
(ROB). Existe un mayor contenido del InsR en los animales tratados con adiponectina comparados 
con los animales control. p=0.04. La barra blanca corresponde a los animales control, la barra 
negra corresponde a los animales que recibieron APN. Se utilizó actina como control de carga. 

 

La capa de células mitrales en las ratas tratadas con adiponectina mostraron más 

células positivas al InsR con intensa inmunofluorescencia en el citoplasma 

mientras que la capa de células mitrales de los animales control muestran un 

menor número de células marcadas y tinción basal en la membrana celular (Figura 

21 medio). Asimismo, en la capa de células granulosas podemos ver que hay una 

marca más fuerte de las membranas celulares y la presencia de marca 

citoplasmática en animales que recibieron inyección de adiponectina en 

comparación con los controles (Figura 21 abajo). 
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Figura 21. Inmunofluorescencia del InsR en bulbo olfatorio. Se aprecia mayor reactividad en las capas de 
células periglomerulares (PGC), mitrales (MC) y granulosas (GC) de los animales tratados con adiponectina 
comparados con los controles. La barra de escala corresponde a 50µm. 
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8.6 Efecto de la inyección de adiponectina en el hipocampo sobre el contenido del 

InsR de hipocampo 

Se analizó la cantidad del InsR en el hipocampo, mismo donde se inyectaron los 

tratamientos. Se observa una tendencia de incremento en el contenido del InsR 

sin presentar diferencias estadísticamente significativas entre los grupos control y 

con adiponectina (Figura 22).  

 

Figura 22. Imagen representativa de Western blot del InsR en hipocampo después de la inyección 
de adiponectina en el hipocampo. No se aprecian cambios como efecto de la lateralización de los 
tratamientos comparando hipocampos izquierdos (LHIPP) contra hipocampos derechos (RHIPP), ni 
como efecto de los tratamientos. La barra blanca corresponde a los animales control, la barra 
negra corresponde a los animales que recibieron APN. Se utilizó actina como control de carga. 

 

Las imágenes de inmunofluorescencia del hipocampo muestran mayor reactividad 

en las células piramidales de la región CA1 de las ratas con adiponectina vs  

animales control (Figura 23 arriba). Del mismo modo, la región CA3 muestra un 

mayor número de células positivas al InsR, después de la inyección adiponectina 

(Figura 23 medio). Finalmente, en el giro dentado, las células granulares de los 

animales de control sólo muestran tinción en la membrana celular, en contraste, 

las ratas tratadas con adiponectina presentan intensa marca citoplasmática 

(Figura 23 abajo). 
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Figura 23. Inmunofluorescencia del InsR en hipocampo. Se aprecia mayor reactividad en las 
células piramidales de CA1 (arriba) y CA3 (medio) y granulosas (GC) de los animales tratados con 
adiponectina comparados con los controles. Los punteros señalan la fluorescencia. La barra de 
escala corresponde a 50µm. 
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9. Discusión 

En nuestro conocimiento, ésta es la primera descripción del patrón de distribución 

regional de AdipoR1 y AdipoR2 en el bulbo olfatorio e hipocampo del cerebro de 

rata Wistar.  

Los datos obtenidos muestran la presencia del AdipoR1 y AdipoR2 en las tres 

capas principales del bulbo olfatorio: periglomerular, mitral y granulosa, y en las 

regiones CA1, CA2, CA3 y giro dentado del hipocampo; en éstas estructuras 

cerebrales también se ha reportado abundante presencia de los InsR (Baskin et 

al., 1983; Hill et al, 1986; Werther et al., 1987; Marks et al. 1990; Matsumoto y 

Rhoads, 1990; Gupta et al., 1992). La presencia del InsR y los AdipoR’s en las 

mismas regiones del SNC sugiere interacción entre las vías de señalización de la 

adiponectina y la insulina en el cerebro de forma similar a lo que ocurre en tejidos 

periféricos. 

Se pudo observar que existe una distribución particular de los AdipoR´s dentro del 

bulbo olfatorio, mientras que el AdipoR1 está localizado en las capas 

periglomerular y granulosa, el AdipoR2 tiene expresión en la capa de células 

mitrales. En el hipocampo pudimos observar que se expresan ambos AdipoR’s de 

manera diferencial: las células piramidales de CA1, CA3 y las células granulares 

del giro dentado tienen fuerte tinción para el AdipoR1, mientras el AdipoR2 se 

localiza principalmente en las células granulares de giro dentado.  

Tanto en bulbo olfatorio como en hipocampo encontramos un mayor contenido del 

AdipoR1 respecto al AdipoR2. Este dato sugiere que la actividad que la 

adiponectina genera en bulbo olfatorio e hipocampo cursa en su mayoría por el 
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AdipoR1, y que la señalización de la adiponectina a través del AdipoR2 es puntual 

en las células mitrales del bulbo olfatorio y granulares del giro dentado. 

 

La presencia de AdipoR1 fue descrita en el epitelio olfatorio de los ratones, 

sugiriendo una posible actividad moduladora de la adiponectina sobre el sistema 

olfatorio en relación a la adquisición de alimento y al balance de energía (Haas et 

al., 2008). Se ha demostrado que pre-tratamientos con adiponectina generan una 

mayor respuesta eléctrica en células del epitelio olfatorio tras la estimulación a un 

olor determinado y una actividad superior de las células periglomerulares, aunque 

no se ha definido si esta última corresponde a mayor actividad del epitelio olfatorio 

o es como respuesta a la actividad directa de la adiponectina (Loch et al., 2013). 

No se encontraron a los AdipoR´s en las neuronas del órgano vomeronasal, que 

se especializa en la detección de feromonas y está implicado en la mediación de 

conductas sociales, lo que centra aún más el posible papel de la adiponectina en 

conductas alimentarias (Loch et al., 2013).  

Guthoff y colaboradores (2011) encontraron una variación genética en la región 

promotora para la expresión del AdipoR1 asociado con una disminución de 

reconocimiento olfatorio en sujetos humanos sanos. Estas alteraciones se 

evaluaron considerando que los niveles plasmáticos de adiponectina no tuvieran 

variaciones importantes entre los sujetos de estudio e influyeran en el 

reconocimiento de olores.  

El sistema olfatorio está estrechamente vinculado con el sistema endócrino; en 

esencia, el sistema olfatorio puede servir como sensor interno del estado químico 

o nutricional de los individuos (Palouzier-Paulignan et al, 2012). Cuando los 
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animales detectan el olor del alimento, se ha observado un aumento de la 

actividad eléctrica de las células mitrales (Pager et al., 1972). Se sabe que cuando 

los animales están en ayuno, se incrementan los niveles circulantes de 

adiponectina y esto podría modular la información olfatoria para que llegue a 

estructuras cerebrales centrales como el hipotálamo, donde se localizan grupos 

neuronales que regulan el hambre y la saciedad, y que también contienen a los 

AdipoR´s (Hoyda y Ferguson, 2010). Es conocido que la adiponectina participa en 

vías de señalización neuronales que controlan la homeostasis de la energía de 

activación hipotálamo (Qi et al., 2004), como una hormona orexigénica, 

estimulando la ingesta de alimentos, suprimiendo el gasto de energía y 

promoviendo el almacenamiento de grasa (Kubota et al., 2007). 

El hecho de encontrar una expresión diferencial del AdipoR1 y AdipoR2 en las tres 

capas celulares principales del bulbo olfatorio podría estar relacionado con el 

papel que estos tipos de células desempeñan en el sistema olfatorio en el 

comportamiento alimentario. Shepherd et al. en 2004 describieron que el 80% de 

los contactos sinápticos con las células granulares son bidireccionales, las 

conexiones mitrales-granulosas son excitatorias y las granulosas-mitrales son 

inhibitorias; en ese sentido, aún es desconocido si la actividad de la adiponectina 

tiene que ver con los procesos sinápticos que ocurren en el bulbo olfatorio o su 

participación se centra en los procesos de olfación, ingesta de alimento y 

regulación de energía que han sido descritos. 

 

Por otro lado, hay reportes de la expresión del AdipoR1 y AdipoR2 en las células 

endoteliales del hipocampo (Jeon et al., 2009) y cultivos celulares primarios de 
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hipocampo (Qui et al.; Zhang et al., 2011). Se ha demostrado que la adiponectina 

tiene funciones de protección del hipocampo: tiene efectos anti-angiogénicos 

(Jeon et al., 2009); disminuye procesos proinflamatorios (Chen et al., 2009), 

confiere protección celular contra las convulsiones inducidas por ácido kaínico 

(Lee et al., 2011) y también, de forma similar a los efectos que genera la insulina, 

la adiponectina tiene actividad neurotrófica y antiapoptótica (Zhang et al., 2011; 

Jung et al., 2006). 

A la fecha, no existe una relación directa entre la adiponectina y las funciones de 

memoria y cognición, pero se ha propuesto que alteraciones en los niveles de 

adiponectina circulante podrían considerarse como un marcador metabólico de 

deterioro cognitivo que puede contribuir al desarrollo de trastornos 

neurodegenerativos incluyendo la EA (Une et al., 2011; Teixeira et al., 2012; 

Khemka et al., 2014). Sobre este punto, existen discrepancias acerca de la 

concentración de adiponectina sérica en la EA, mientras que algunos autores 

proponen que hay disminución otros mencionan un incremento, y estos valores 

parecen estar más asociados al estado metabólico de los participantes que al 

deterioro cognitivo. 

 

Es ampliamente conocido que la insulina tiene un papel muy importante en la 

homeostasis de la glucosa periférica; aunque su señalización en el cerebro aún no 

está del todo aclarada. La captación de glucosa en el cerebro no está relacionada, 

en su mayoría con la acción de la insulina, pero se tiene que considerar al cerebro 

como un órgano sensible a su actividad porque puede modular diferentes y 

variados procesos celulares dentro del SNC. (Ghasemi et al., 2012). A la fecha, se 
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ha descrito que la insulina regula en SNC la ingesta de alimentos, tiene influencia 

en el gasto de energía y el control del peso, participa en mecanismos de 

reproducción a través del eje hipotálamo-hipófisis-gónadas. También se le 

considera como una hormona neuromoduladora y factor neurotrófico, lo que 

resulta en procesos de proliferación celular, diferenciación y el crecimiento 

neurítico; estos últimos están estrechamente relacionados con mecanismos 

moleculares de cognición y la formación de la memoria. El estudio de la 

señalización de la insulina en cerebro ha sido una importante herramienta para el 

estudio de neuroprotección contra la apoptosis, el estrés oxidativo, isquemia y 

enfermedades neurodegenerativas como la EA (Ghasemi et al., 2012). 

Se ha demostrado que la insulina es un fuerte modulador en el bulbo olfatorio 

(Fadool, et al., 2011). El incremento en los niveles de insulina debido a la ingestión 

de alimentos podría modular la acción de las células mitrales en estrecha relación 

con el estado energético, funcionando como sensor metabólico. Este vínculo entre 

el sistema olfatorio y el balance energético debe ser fuerte, dado que la 

percepción de olores lleva a la selección e ingestión de alimento (Fadool et al., 

2011).  

Se sabe que la disminución en el contenido cerebral de la insulina, el InsR o 

alteraciones en su vía de señalización están involucrados con fallas funcionales en 

las neuronas que dan lugar al deterioro cognitivo (Zhao et al., 1999) En algunas 

regiones del cerebro, el β-amiloide, un péptido distintivo de la EA, compite con la 

insulina por la enzima degradadora de insulina (IDE) (Farris et al., 2003). La IDE 

es una enzima importante en la degradación de la insulina y en el aclaramiento 
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extracelular de β -amiloide en el cerebro, evitando la acumulación y formación de 

oligómeros neurotóxicos y placas neuríticas (Reger et al., 2006).  

Se ha propuesto que los estados de hiperinsulinemia periférica resultan en 

deterioro del aclaramiento de β-amiloide cerebral, atrofia de las células piramidales 

de la región CA1 y alteraciones en las células granulares del giro dentado, 

incrementando el riesgo de EA (Blázquez et al., 2014). La reducción en el tamaño 

del hipocampo en estadíos tempranos de la EA también está asociada con la 

pérdida de la capacidad olfatoria, previa al deterioro de la memoria (Kjelvik et al., 

2014); de este modo, el deterioro en la identificación de olores podría ser un 

marcador temprano de degeneración neuronal. La disminución del olfato puede 

conducir a un deterioro significativo de la calidad de vida, incluyendo la alteración 

del gusto y pérdida del placer por comer, dando lugar a cambios en el peso, y la 

dificultad de evitar riesgos para la salud tales como situaciones de peligro o 

alimentos en mal estado (Gaines et al., 2010).  

Las alteraciones metabólicas con frecuencia complican el curso de los trastornos 

neurodegenerativos. Se ha visto una pérdida de peso y un menor índice de masa 

corporal en pacientes con EA de edad avanzada comparado con el de sujetos 

sanos de la misma edad y existe un nivel elevado de adiponectina en el mismo 

período (Une et al., 2010; Aziz et al, 2008), sustentando que la adiponectina tiene 

alta participación en la homeostasis de energía y el control del peso corporal 

actuando sobre el hipotálamo (Kubota et al., 2007). 
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Finalmente, para examinar los efectos puntuales de adiponectina en el SNC, es 

necesario llevar a cabo más estudios, porque su participación en los procesos 

cerebrales y la posible relación con la actividad neuronal aún no están claros. 
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10. Conclusiones 

En el presente estudio hemos demostrado que los receptores de adiponectina, 

AdipoR1 y AdipoR2, se expresan de forma diferencial en las capas de células 

periglomerulares, mitrales y granulosas del bulbo olfatorio, también en las regiones 

CA1, CA3 y giro dentado del hipocampo en el cerebro de la rata.  

Nuestros datos apuntan a que la adiponectina regula en forma específica el 

contenido del InsR dentro del bulbo olfatorio, y en consecuencia, estaría 

influyendo en la actividad que las células periglomerulares, mitrales y granulosas 

desempeñan en el sistema olfatorio, como regular la conducta de alimentación y 

controlando la percepción sensorial de los alimentos. 

Por otro lado, es muy posible que en el hipocampo, hormonas involucradas 

estrechamente en el metabolismo como la adiponenctina e insulina, 

desencadenen respuestas cerebrales que poco o nada tengan que ver con el 

metabolismo neuronal o glial. En ese sentido la participación de la adiponectina en 

las diferentes regiones del cerebro aún no es clara; al ser una hormona 

pleiotrópica y participando en diferentes respuestas celulares, se requieren más 

experimentos para conocer sus mecanismos de acción precisos en SNC. 
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Background. Adiponectin (APN) is an adipocyte-derived hormone that has peripheral beneficial effects. Although its re(eptorS 
AdipoRl and AdipoR2 are expressed in the brain, their function in neurons is poorly understood The aims of this work \\1ere to 
describe the distribution of APN receptors in the olfactory bulb (OB) as well as the possible effects of APN injection On the 
insulin receptor (insR) cuntent and Akt kinase. Method. We performed the double irnmunofluorescence ternnique to describe 
the distribution of AdipoRs and the cellular type they were expressing. rnRNA transcript and protein (Ontent were asses5ed by 
RT-PCR and Western blot, respectively. APN injection \VaS performed to analyze its possible effect on the insulin pathway. 
Results. We found that AdipoRs were localized in aJl cclllayers and in both neurons and astrocytes. \"fe observed the presence 
of rnRNA transcripts and irnmunoblot analysis confirmed. the protein on the intad OS; APN injection in the OB resulted in a 
slight decrease of the total lnsR and A.kt phosphorylation and a reduction of phopho-InsR contento ConclusioJls. These data 
demonstrated. that AdipoRs are expressed. in OS regions. and APN injection could act as an insulin pathway modulator in the 
OS and thus possibly contribute to olfaction physiology. 

l. Introduction 

Research efforts have demonstrated that the central neryous 
system (CNS) is tightly linked with the endocrine system to 
regulate the food intake and energy balance. Thus, a variety 
of hormones are released by the gastrointestinal ttact, associ­
ated glands, or peripheral tissues which are ca rried by the 
bloodstream to exert their functions in distant targets (1). 

Adiponectin (APN) is a honnone mainly secreted from 
adipocytes [21 that has been involved in several physiological 
functions. Specifically,APN is associated w¡th improvinginsu-
1in sensitivity, glucose uptake, and lipid metabolism [3-5); as 
modulator of the endothelial function or exerting antiathero­
gel1ic, anti-inflammatory, and cardioprotective effects [6,71 . 

lnterestingly, the low plasma level of APN contributes to the 
development of metabolic and cardiovascular diseases [8-10] 
and results in a risk factor for neurodegenerative disorders, 
ÍJlclurlingAlzheimer's disease [11-131. 

Previous studies índícate that adiponectin receptors 
1 and 2 (AdípoRl and AdipoR2) are widely expressed 
throughout the central nervous systel11 (CNS), including 
cortex, hypothalamus, and hippocampus [14J. lt is well 
known that APN acts centrally to control energy metabolism 
[l5) and also as an important neuroprotective honnone 
[16-191 because of its neurotrophic factor activity which 
benefits neural function [20) . 

On the other hand, the olfactory system is essential for 
the survlval of many animal species, providing sensorial 
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infornlation about food and envin;mment, as well as influenc­
ing social and sexual behaviors [2 1]. A physiological role of 
APN' over the olfadory system, especially olfactory bulbs 
(OB), has 110t been investigated in detail. Nevertheless, Hass 
and colleagues have shown the presence.. of AdipoRl 
transcript in the mOllse olfactory mucosa and postulated its 
possible role in the nutritíana! status of the body [221. 
Furthermore. it was recently demonstrated that APN 
increases the amplitude of response ln olfactory epithelial 
cells under orlor stimulatlon inrucating that APN acts as an 
orexigenic signa! that it can modulate the response of the 
olfactory neurons illdependently of which odorant receptors 
are being expressed [231. 

It is well known that the brain is an insulin-sensitive 
organ and the presence of illsulin and its specific receptor 
in several brain regions has been well described [241, In tbis 
regard, the insulin receptor (InsR) is highIy expressed in the 
hypothalamus. the hippocampus, and !he OB, brain-related 
structures implicated in glucoregulation, feeding regulation, 
circuit developmenl, foad intake, and cognilive processing 
[24-261. lnterestingly, APN is described to act primarily as 
an insulin-sensitizing hormone, bei.ng the Iiver and the 
skeIetal muscle its main largets; however, it is not well known 
to what levelAPN is exerting its insulin sensitivity effect [14] . 
In this regard, we hypothesize Ihat APN could be actlng as a 
modulator of InsR activily in different regions of Ihe rat's 
brain, particularly OB, similarly lo occur in peripheral 
tissues. Therefore, the aims of this study were to describe 
the punctual presence and distribution of AdipoRl and 
AdipoR2 in the OB of Wistar male rats and to investigate 
the effects of APN administration on InsR content and 
insulin signaling in this brain regíon. 

2. Materia1s and Methods 

2.1. Animals. This study was conducted in accordance with 
the guidelines :md requirements of the World Medical 
Association Decl:uation of Helsinki (1964) and approved 
by the Ethics Committee of the Medicine $chool at lhe 
Universidad Nacional Autónoma de Mexico (UNAM). 
number FlSRGG02021 and regulated by the Mexican Official 
Norm NOM -062-Z00- 1999 lo minimue animal suffering. 
Adult male Wislar rals (250- 300 g) were used and main· 
tained under a 12 h Iight-dark cyde with free access lo waler 
and standard laboratory chow (PMI Nutrition Intemalional 
Inc., Greenwood, MO). Treatments were always conducted 
in the morning (JO : 00 am) to avoid circadian effects, and 
the results show a comparison between vehicle-injected 
versus ADP-injected animals. 

2.2. 1mmunojlllorescence for AdipoRl and AdipoR2. Animals 
(n "" 6, intact animals) were deeply anesthelized under 
sodium pentobarbital overdose (100 mg/kg i.p.) and then 
transcardially perfused with 200 mI of phosphate buffered 
sali.ne (PBS) solution (pH "" 7.4, 4"C) fo llowed by4% parafor­
maldehyde in phosphate buffer (0. 1 M, pH 7.4). The OBs 
were dissected and dehydrated in alcohol solutions (100 to 
70%), xiIol solulion, and mounted in parnffill wax. Coronal 
sections of 51llD thickness of the O'B were obrained using a 
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microtome (Leica Biosystems, Germany) and mounted on 
poly-L-lysine-treated glass slides. To reduce autofluorescence 
of the OB sections, we submerge the sUdes into a Coplin glass 
filled with a saturated solution of Sudan black B (0.25%) in 
70% isopropyl alcohol fOI 90 mino 'Ihen, sUdes were rinsed 
with 70% isopropyl alcohol and distillated water and imme­
diateIy after, OB sections were rmsed with PBS for Smin 
and blocked with 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS 
solution for 90 mino Then, antibodies againsl both adiponec­
tin receptors AdipoRl (anti-goal antibody, 1: 250, Santa 
Cruz Biolemnology, sc-46748, USA); AdipoR2 (anti-rabbit 
antibody 1 : 200, Santa Cruz Biolechnology, 5c-99184, USA); 
the neuronal marker NellN (a nti-mouse antibody clone 
A60 1: 100, MillipOIe MAB377, USA) and the astrocyte 
marker GFAP (anti-mouse antibody 1: 100, Biocare, USA) 
were incubated together in blocking solution at 4"C overnight. 
Anti-mouse, anti-goat, and anli-rabbit 488 and 594 Alexa 
FIuor dye coupled secondary antibodies (1 : 500, Thermo 
Fisher Scientiflc, USA) were also incubated together in block­
ing sollltion dllring 1 h in room temperature, and then slides 
were rinsed three times with PBS (5 min each). Mounting 
mediulD with DAPI (4 ',6-diamidino-2-phenylindole) (Vecla· 
shield H-1200, USA) was used for nuclear counlerstam. 
Negative conlmls consisled of eliminaling the primary anli· 
bocHes for the procedure. The sUdes were examined under 
an epitluorescence microscope using a 20x and 40x objectives 
and photomicrographs were take.n using the Illicroscope 
imaging software (Leica Biosystems, Germany). 

2.3. APN Injections in lIJe OB. Previous repor ts had described 
thal there was an important response lo APN treatment 
wilhin 72 lo 96 h (Qi et al. [27]), aud for Ihis reason, APN 
response was measured at 72h. We aho performed dose­
dependent assays starting from 500 ng and 1 and 2 ¡'g of 
APN and evaluated hlSR protein expression at 72 h postinjec­
tion (n "" 6). As there were no changes usmg different doses of 
APN (data 110t shown), we chose l,ug of APN for subsequent 
experiments as a mean parameter for the concentration of 
adiponectin. Then, Iwo groups of animals (n "" 6, each group) 
were anesthetized with a mix of ketamine -xylazine solution 
(l ml/kg) and placed on a stereotaxic apparatus (KOPF 
Mod 5000, USA); then, stereotaxic injed ions were made by 
usi.ng a lOfll Hamilton syringe (model 70 1) coupled in 
manual microinjector with a velocity of 106 ni per revolution 
(Sutter hlstrument USA). One group of animals received l,ul 
of unilateral injection of isotonic saline solution (SS) as 
control, and !he trealed group received an injection of APN 
(1,u1 at a dase of 1 flgl,ul of APN oligomer ("'25.5kDa), R&D 
Syslems, 1065-AP-050, USA), direct1y into the 08 according 
to the following coordinates, with reference to Bregma: 
(+7.5mm anteroposteriOI, - l.Omm lateral, and -4.0mm 
dorsoventral) [28]. 

2.4. Protein Extraction and Western B/ot Ana/pis. Western 
blot analysis of the tolal InsR content, phospho-InsR, and 
phospho-Akt was conducted in the OB homogenates. Both 
vehicle and APN-inJected animals were sacrificed afler 72 
of the injection using a sodium penlobarbital overdose, and 
rapidIy, their OB were dissected and then homogenized in 
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RIPA Iysis buffer (150 mM NaCI, 1 % of sodium deoxycolate, 
0.1 % ofsodiwn dodecylsulfale, 50 mM Tris, and pH 8) supple~ 
mented with proteases (Rache, cal llllmber 11697498001, 
USA) andphosphatases inhibitors (Roche, cat number 
04906845001, USA). Proleins were quantitled using a Micro 
BCA Protein Assay Kit (Pierce, cat number 23235, USA), 
and 60,ug was separated by electrophoresis in 10% SDS­
PAGE gels. Then, proteins were lransferred. 10 PVDF 
membranes (Merck Milllpore, cat number ISEQ000 10, 
USA), blocked with 5% nonfat dry milk diluted in 0.1% 
Tween-20 Tris ·Buffered Saline (TBST) and incubated al 4' C 
overnight with rabbit polyclonal anti-p-AMPK (Thr 172) (cell 
signaling, cat nllmber 2535, USA), rabbit polydonal anti-t otal 
AMPK (Abcam, ab3760, USA), mouse mOllodonal anti­
,6·InsR (Millipore, cal number 05-1104, USA), goat polyclonal 
anti-p~insulin R{3 (Tyr 1162/1163) (Santa Cruz Biotechnol­
ogr, sc-2S103, USA), or rabbit polydonal anti-p-Akt 1/2/3 
(Ser 473) (Santa Cruz. Biotechnology, sc-798S-R, USA) anti­
bodies diluted 1: 1000. After incubalÍon with Ihe primary 
;mtibodies, membranes were inrubated with anti-mouse 
(Santa Cruz Biotechnology, sc-2005), anti-goat (Santa Cruz 
Biotechnology, sc-2768, USA) or anti-rabbit (Santa Cruz 
Biotechnology, sc-2004, USA) horseradish peroxidase­
coupled secondary antibodies diluted 1: 10,000. More­
over, goat polydonal anti-,6-actin antibody (Santa Cruz 
Biotechnology sc-1616, USA) diluted 1; 10,000 was used 
as loading control 

AdipoRl and AdipoR2 protein cont en t in the OB of 
intact rats (n == 6) was visllalized with goat polydonal an ti­
AdipoRl (1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, sc-46748, 
USA) and rabbit polydonal anti -AdipoR2 (l: iOOO, Santa 
Cruz Biotechnology, sc-99184, USA) following the same 
immunoblot protocoL Glyceraldehyde-3~phosphate dehy­
drogenase (GAPDH) (Sigma-AJdrich G879S, USA) was used 
instead of anti-{3-actin as the loading control. 

Immunoreactive bands were detected using chemillllDi· 
nescence reactive (MilIipore cat number WBLUFOSOO, 
USA) in higher performance film (Amersham cat number 
28-9068-39, USA). The bands were analyzed in hnage 
MClD Analysis Software (InterfoClls, Imaging LTD, UK). 
The relative optical density of each band óf different 
primary antibodies was normalized to its loading controL 

2.5. RT-PCR Transcript AnalysiS. The total RNA was 
extracted from intact OB tissue (n "" 5) using Trizol reagenl 
(Invitrogen 15596-018, USA) following the manufacturer's 
instructiollS. In addition, gastrocnemius muscle and liver 
total RNA samples were used as positive controls for 
AdipoRI and AdipoR2, respectively. The integrity ofthe total 
RNA was achieved by electrophoresis in 1% agarose gel pre­
staíned by GelRed dye (BiolÍum M003, USA) observing the 
well-defuled bands of 18S and 28S rRNA without smearing, 
and the concentration and purity were estimated spectropho-­
tometricaily at 206 and 280 nm ratio. 

AlI RNA samples were treated with a DNA-free kit 
(Ambion AMI906, USA) to avoid genomic DNA contamina· 
tion. Two micrograms of total RNA was used to synthesize 
Ihe first strand of cDNA using the Rever Aid First Strand 
cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Sciemific K1622, USA? 

3 

following the manufacturer's instructions. The cDNA was 
amplified by polymerase chain reaction by using Taq DNA 
polymerase (Thenno Fisher Scientific K0251, USA), 500 ng of 
cDN A OB sample, and the following gene-specific primers over 
40 cycles in lOfll oflora.! volume: AdipoRI, S'CCACCATGC' 
ACITTACfATC3' , fOJward and S'ATGAGACfGGAACC 
ATATGTC3', reverse; AdipoR2, 5'TGACATCTGGTITCAC 

TITC3', fonvard and s'TCATGAAACGAAATTCCfGC31
, 

reverse (KiCqStar primers, Sigma·AJdrich KSPQ 1201 2, USA). 
Each sample was nm in duplica te, and Ihe PCR products 
were separated in a 2% agarose ge1s, stained with Ge1Red 
dye (BiotiuIll 41003, USA) solution and visualized in a 
UV transilluminator. 

2.6. Statistics. The values of relative optical units were 
reported in arbitrary unit~ as the mean± standard error 
(m ± SE). All dataset was examined to test Ihe norma!ity 
and then, two-tailed Student t-test was performed to com­
pare control versus APN-treated group. Statistical tests were 
analyzed using Prislll GraphPad statistics software, version 
5.01 (GraphPad Software, USA). In all cases, P'S 0.05 was 
considered statistically significan\. 

3. Results 

3.1. AdipoRl and AdipoRl Are Expressed In the OB in Rat 
Brain. To confirm the presence and distribution of AdipoRI 
and AdipoR2 in the distinct layers of the olfactory bulb 
(Figure l (a)), we performed immunofluore~ence assays. As 
we can see, AdipoR l was present in three Illain cellular 
groups of Ihe DB such as periglomerular, mitra!, and granu~ 
lar celllayers (Figures l (b)- I(d), resp. ); such immunoreac­
tivity was detected in a diffuse and punctate pattern in the 
cells (arrow). Moreover, we also performed double imllluno­
f1uorescence to characterize the cellular type that could be 
expressing the APN receptors. We observed Ihat AdipoRI 
is strongly colocalized wilh a neuronal marker (NeuN) 
(Figures l{b) and I(d)) and wilh astrocyte marker (GFAP) 
mainly in some parts of Ihe astrocyte processes and SOIlle 
cases in tbe w10le astrocyte (Figure l (e), arrowhead). Inter­
estingly, mitral cells do nol stain with NeuN marker 
(Figure l (c)). On the olher hand, slrong immunolabeling 
for AdipoRl was a!so observed in the mitra! cell layer 
(Figure 2(b)), whereas the expression was less intense in the 
periglomerular and granular layers (Figures 2(a) and 2(c)). 
Furthermore, double immunofluorescence assay showed 
colocalization with AdipoR2 and NeuN (Figures 2(a) and 
2(c)) with the exception of mitral ce1ls where there is no 
NeuN staining (Figure 2(b)) but strong colocalization within 
the whole astrocyte cells (Figure 2(d)) . Interestingly, these 
findings were similar to those of Guillod-Maximin and col­
leagues where they showed that AdipoRl is colocalized with 
NeuN marker and less extent with GFAP and AdipoRl is 
slrongIy colocalized with both neuronal and glial markers 
in hypothalamic neurons [29 ]. 

We assessed whether mRNA ofboth receptors was bein g 
expressed in DB tissue. By means of RT-PCR analysis, 
mRNA transcripts of both APN receptors were detected 
in the OB tissue and they correspond to those described 
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MitL 

GlüL 

GraL 

DAP! AR' NeuN I GFAP Merge 

(b) 

(,) 

(d) 

(,) 

FIGURE 1: Presence and distribution of AdipoRl in 08 tissuc from intae! rats. Schcmatic reprcscntation of anatomicallocalization of the main 
08 la)'crs (scncrnc modified from [28)) (a). As il is obscrvcd, AdipoRl immunorcactivity is fouml in pcriglorncrular (b), mitra! (e), and 
granular ceU laycrs (ci). Double immunostaining snows tha! AdipoRl colocalize with botn neuronal markcr (h and d, arruw) and astrocytc 
markcr (e, arrowncad). Intcrc~1ingly, mitral cdls do no! stain with NcuN marker. Nudci \Vere countcrstaincd wiln DAPI to idcntify Ihe 
¿¡frerrn! layen of 08. SeMI: bar corrcsponds to 20/lm (40X). GloL: pcriglomcrular (cU [ayer; MitL: mitra! (cU [ayer; and GraL: granular 
cdlla)'cr. 

in skeletal musde (AdipoRl) and in the liver (AdipoRl) 
(Figure 3(a)). We also performed Western blot assays to 
examine protein content of APN receptors. As we can 
observe in Figure 3(b), both AdipoRl and AdipoR2 protein 
contents are present in OB homogenates from intact rats 
and interestingly, there was a significative increase of the 
content of AdipoRl compared with the AdipoR2 content 
(Figure 3(c)). These results demonstrated that OB is able 
to express both mRNA transcripts and the protein of 
APN receptors as in other brain regions (Le., hypothalamus 
or hippocampus). 

3.2. Differential Content of Total InsR, InsR, and Akt 
PllOspllOrylation after Injection of APN in OB. In another 
series of experiments, we analyzed the possible effect of 
the injections of 1 ¡.¡g of APN in the right OB on the 
insulin signaling pathway by measuring the total content 
of InsR and InsR and Akt phosphorylation in contralateral 

OB. Figure 4(a) shows the trajectory of the syringe in the 
OB to ensure the correct injection site (Figure 4(a)). First, 
we evaluated whether the adiponectin injection can 
activate its receptors and produce the transduction of the 
signaling pathway. Seventy-two hours after APN injection 
in the ipsilateral OB, injected aninIals showed an increase 
of AMPK phosphorylated at the residue Thrl72 confirm­
ing that the APN injection produced a response activating 
its receptors (Figure 4(b)). Moreover, adiponectin injection 
produced a slight decrease in total InsR protein and a 
pronounced decrease in the phosphorylated-InsR com­
pared with that of saline-injected animals; however, it 
was not statistically significant (Figures 4(b) and 4(c)). 
Moreover, the phosphorylation Akt kinase, a downstream 
component of insulin signaling pathway, was slightly 
reduced in protein content when compared with that of 
vehide controls without being statistically significant 
(Figures 4(b) and 4(c)). 
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DAP! AR2 NeuN I GFAP M~tge 

(,) 

(b) 

(e) 

(d) 

FIGUI<.E 2: Distribution of A¿¡poR2 in OB tissue from intaet rats . A¿¡poR2 immunoreaetivity is also found in periglomerular (a), mitral (b) , 
and granular ceU layers (e); howcver, the mark of the immunoreactivi ty is less intense mmpared with AdipoRl (Figure 1). Double 
immunostaining shows that AdipoR2 colocalize with both neuronal markers (a, b , and c, arrow) and had a strong mark wi th astrocyte 
marker (d, arrowhead). Note that mitral crUs do not stain with NeuN marker. Nudci were counterstained with DAPI to idcntify the 
¿¡!ferent la)"crs of 08. Scale bar rorrcsponds to 20 ¡1m (40x). 

4. Discussion 

Recent reports have described that peripheral adipokines 
and b'llt honnones may alter the perception and pleasantness 
of specific odors, presumably directly through their recep­
tors in the olfaetory system or indirectly through central 
interfaces between the reguIation systems of olfaction, 
appetite control, memory, and motivation [30]. Moreover, 
a decreased in the sense of smell can lead to a significant 
impairment of quality of life, including taste disturbance 
and loss of pleasure from eating, which results in cha nges 
in weight and difficulty avoiding health risks, such as spoiled 
food [3 11 . 

As described in scientific literature, there is robust infor­
mation about mechanisms where adiponectin (APN) is 
involved in metabolic regulation in peripheral tissues [321 
and it has been proposed as a plasma marker of metabolic 
syndrome or type 2 diabetes mellitus [33 ]. APN exerts its 
funetion throughout the interaction with its receptors 1 and 
2 (AdipoR l and AdipoR2) which are wide1y expressed 
throughout CNS, including cortex, hypothalamus, and hippo­
campus [141. Nevertheless, there were no reports describing 
that both gene and protein expression of AdipoRl and 
AdipoR2 were present in the olfactory buIb of the rat brain 
even though the effect of APN in the responsiveness in 
olfactory system had been previollsly described [23]. In this 

regard, our results from immunoblot and immunofluores­
cence assays demonstrated the presence and a differential 
expression of AdipoRl and AdipoRl in different OB cel! 
layers. The faet that we observed the differential expression 
of AdipoRl and AdipoRZ in the periglomerular, mitra!, and 
granular cell layers couId be related with the roles that these 
three types of cells play in the olfactory system, that is, mitral 
cell process infonnation from the olfactory epithelium while 
granular cells are modulators of this activity [34]. However, 
AdipoRl expression \Vas predominant in the OB when com­
pared with AdipoR2, suggesting that APN signaling in the 
OB could be mainly mediated by AdipoRl activation. Another 
puzzle is .... nether APN receptors have difl:erential function 
according to their cellular type. As we have demonstrated, 
astrocytes and neuronal cells express both AdipoRl and Adi­
poR2 receptors in OBs which agree with previous results where 
APN receptors are expressed in astrocyte and neuronal cell 
cultures [35 ] or in neurons and astrocytes in the arcuate and 
paraventricular hypothalamic nuclei [291; however, very little 
is known about a specific Ílmetion receptor for each cell type. 

The presence of AdipoRl in the olfaetory epithelium of 
mice was attributed to a potential moduIatory role of APN 
in the olfactory system [22 ]. Pretrcatment with APN resulted 
in a higher response to an adorant stimulus in association 
with an increase in the neuronal activity of the periglomeru­
lar cells [231. Furtheml0re, Guthoff and colleagues found a 
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F1GURH 3: mRNA transcripts and protein cunten! ofbotn AdipoRl and AdipoR2 in 08 samples. RT -PCR analysis shows the presencc of the 
mRNA transcripts corresponding lo AdipoRl (I 70 bp) and AdipoR2 (104 bp) in 08 tissue. Skeletal musde and [iver wcre used as positive 
controls fUf AdipoRl and AdipoR1. rcs¡x.'Ctivcly (a). hrrthlTmorc, Wcslem blo! analys is snows protein renten! of adipollectin rcceptors in 08 
homogcnalcs fram intact mIs (h), bcing AdipoRl me receptor with major protti.n contcnt compared with AdipoRl (e). n == 6, "'p <0.001. 

genetic variation in the promoter regíon of AdipoRl that it is 
associated with decreased alfactary recognition in healthy 
huma n subjects [36 J. As soon as the animals detect a food 
odor, an increase in the electrical activity of the mitral cells 
is observed [37J. According to these findin gs, we could 
lrypothesize that whether an animal is in starvin g- state, 
APN levels will increase in the periphery and it would cross 
to the blood-brain barrier and would bind to its receptors 
in different cells of the olfactory system (Le., olfactory epithe­
liwn, and OBs) modulating the responsiveness to odors [23] 
and transmit the response to central brain structures, such as 
the hypothalamus to regulate food lntake [29]. Recen tly, it 
has been observed that APN levels are increased in serwn 
and cerebral spinal fluid (CSF) and the expression of the 
APN, and its receptor (AdipoRl and AdipoR2) genes are 
upregulated in the liver and visceral adipose tissues in 
fasting conrution [ 15, 38J. Neverthe]ess, experimental work 
is needed to prove such hypothesis. 

On the other hand, glucose brain metabolism and olfac­
tory function seem to be dosely related; thus, the presence 
of InsR and AdipoRs throughout the brain suggests an 
interaction between APN and insulin activities in the central 
nervous system (CNS), particularly in the OB [39]. Unlike 
energetic and anabolic activities that insulin regulates in 
peripheral tissues, the putative roles of insulin in the CNS are 
related with fe eding behavior regulation and energy expense, 
neurodevelopment, neuronal survival, learning, and memory 

and synaptic plasticity [26J. Even though the injection into 
the OS of recombinant APN protein had the physiological 
response when bound to its receptors (by increasing AMP 
phosphorylation), our results unexpectedIy indicated that 
APN injection to theOB had little effect on due to the fact that 
there was slight decrease in the total InsR protein content, a 
pronounced reduction the phosphorylation ofthe InsR in the 
OB, and slight decrease of phosphorylation in the insulin 
downstream effector Akt using 1 flg of APN. lt is known that 
APN exists in several forrns such as globular, trimers, hexam­
ers, and high molecular weight and the binding of these forms 
to its receptors can lead to the stimulation of severa] proteins 
such_ as AMPK, p38-MAPK, ]NK, and PPARa [141. In 
the present work, we injected commercial APN protein 
(presumably monomers). However, we cannot assume or 
discard the forrnation or trimers, hexamer, or HMW olig­
omers [lSJ to explain, in part, the poor response of the 
APN inj ection in the content of insR or its phosphoryla­
tion. Nevertheless, we believe that adiponectin injection 
does not have a role in the production or activation of 
insulin signaling pathway at least in olfactory bulb region. 
Conversely, APN injection into hippocanlpus increases 
the total content of InsR, the phosphorylation of the InsR, 
and the phosphorylation of Akt (data not shown). Accord­
ing to these findings, we hypothesize that APN could influ­
ence the InsR expression and downstream signaling in a 
tissue-specific manner in the brain depending on the dose 
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FIGURE 4: Effect of APN injection in 08 on InsR protcin content ami insulin signaling componenls in 08 homogenates. Photomicrograph 
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or the time after APN injection. In this regard, it has been 
shown that insuIin is a strong modulator in the OB and an 
increase in insuIin levels due to food intake couId moduIate 
its activity [40]. Thus, the link between the olfactory 
system and energy balance should not be unexpected given 
that the perception of odorants drives to fo od intake 
and selection [301. Moreover, APN functions as an insulin 
sensitizer and the adaptor protein of AdipoRs, the 
phospho-tyrosine interacting with PH domain and a 
leucine zipper 1 (APPLl) mediates the activation of insulin 
signa ling which could have an important role in the crosstalk 
between adiponectin/insulin signaling pathways in target 
tissues [14,4 1]. 

5. Condusions 

In summary, we demonstrated that AdipoR1 and AdipoR2 
are expressed in the main celllayers of the OB having differ­
ential distribution. Also, the close of APN used in the stereo­
taxic injection activates its receptors but it does not seem to 
play an important role in the reguIation of InsR expression, 
InsR phosphorylation, and Akt phosphorylation in the OB. 
Nevertheless, we hypothesize that APN couId moduIate the 
insuIin pathway in other brain regions, sllggesting that it is 
able to regulate a variety of cellula r processes, including 
olfactory functions at different levels. A better understanding 

of how APN is linked to insuIin signaling in the CNS is 
necessary beca use it is important to know whether this 
relationship couId serve as a possible marker of brain 
activities and reveal potential therapeutic targets. 
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