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RESUMEN

El hipocampo es una de las estructuras componentes del sistema limbico, entre sus
funciones se encuentran: la regulacién de las emociones, el comportamiento y la
memoria; en esta estructura del sistema nervioso se ha demostrado la existencia
de receptores de leptina. La leptina es una proteina sintetizada principalmente por
adipocitos y se encuentra circulando en el plasma en cantidades proporcionales al
contenido de grasa en el cuerpo. Sus funciones son la regulacion central del
equilibrio de energia, decremento en la alimentacion e incremento en el gasto de
energia. Otra molécula a la que se le relaciona con la alimentacion, es la
serotonina, un neurotransmisor que ademas interviene en el estado de animo, entre
otras funciones fisiolégicas. En el presente trabajo se pretende ver el efecto que
tiene la leptina y la serotonina en el receptor de leptina. EI modelo utilizado fue
ratas Sprague Dawley que se sometieron a diferentes tratamientos: leptina,
serotonina o leptina-serotonina. Los cambios en el receptor de leptina se
compararon con la distribuciébn del receptor en ratas control mediante
inmunohistoquimica, para la cual una hora después de aplicado el tratamiento se
obtuvo el encéfalo de las ratas. Posteriormente se aplicaron anticuerpos para
identificar el receptor a leptina, ademas de usar como marcadores secundarios,
anticuerpos secundarios biotinilados y el complejo estreptavidina-biotina, donde
éste Ultimo, permite la amplificacion de la sefal obtenida. En los resultados se
observd que la inmunotincién de los receptores de leptina en el hipocampo se
incremento respecto a las ratas control en los tres tratamientos aplicados. Lo
anterior se debe a que la leptina estimula la expresion de sus receptores y la
serotonina incrementa el nivel de leptina, incrementando de manera indirecta la
expresion de los receptores Ob-R.



I.INTRODUCCION

La obesidad es un problema de salud publica, observandose en la
actualidad un elevado porcentaje de poblacion con sobrepeso y obesidad en
México, ademas de un incremento notable de obesidad en la poblacion infantil.
Entre las causas se encuentran el cambio de vida que ha tenido la sociedad tanto
en sus habitos alimenticios, como de actividad fisica. Se ha propuesto que existe
una relacion entre la leptina y la obesidad. La leptina es una proteina que interviene
en la regulacién central del equilibrio de energia, decremento en la alimentacién e
incremento en el gasto de energia. Predomina una alta distribucién de receptores
de leptina en el nucleo arqueado, en el ndcleo hipotaldmico ventromedial, y el
nacleo hipotaldmico dorsomedial. Dentro del sistema limbico, al igual que los
nacleos hipotaldmicos, se encuentra el hipocampo, en donde se han encontrado
receptores para leptina y al cual se le atribuyen como funciénes principales el
aprendizaje y la memoria, participa en convertir la memoria a corto plazo en

memoria a largo plazo.

Se ha relacionado la alimentacion con el proceso emocional, afirmando
qgue las emociones influyen en la alimentacion. Considerando que el proceso
emocional sea uno de los factores que intervienen en la prevalencia de la obesidad,
y que la serotonina participa en las funciones del cerebro tales como el estado
emocional, se pretende estudiar la influencia que tiene dicho neurotransmisor sobre
la distribucion de los receptores de leptina, debido a que la serotonina entre otros
neurotransmisores, regula la frecuencia, duracion, tamafio y calidad de las
comidas. Defectos en la neurotransmision dependientes de la serotonina provocan
trastornos en el &nimo y una apetencia exagerada en el consumo de comidas ricas

en carbohidratos.



IILANTECEDENTES

[1.1. Encéfalo

El hipocampo forma parte del encéfalo, siendo éste ultimo, el centro donde
se registran las sensaciones, se correlacionan unas con otras y se toman
decisiones para emprender acciones. Asi mismo, es el centro del intelecto, las
emociones, la conducta y la memoria. El encéfalo consta de cuatro partes
principales:

= El tallo encefélico es una continuacion de la médula espinal y esta formado
por la médula oblongada, el puente de Varolio y el mesencéfalo.

= El cerebelo se encuentra en posicién posterior a la médula oblongada.

= Arriba del tallo cerebral se encuentra el diencéfalo, formado principalmente
por talamo, hipotdlamo e incluye el epitdlamo y subtalamo.

= El cerebro se extiende sobre el diencéfalo como el sombrerete de un hongo

y ocupa casi todo el craneo.

En el encéfalo se encuentra el sistema limbico formado por el I6bulo limbico
del telencéfalo, asi como del hipotalamo y varios nucleos talamicos mesencefalicos.
Los componentes limbicos del telencéfalo comprenden las circunvoluciones
cingular, parahipocadmpica y subcallosa, asi como la formacién del hipocampo y los
nucleos amigdalinos. Las funciones principales del hipocampo son el aprendizaje y

la memoria.

Otra estructura que interviene en la regulacién de la alimentacion, ademas
del hipocampo, es el hipotalamo cuyas funciones son la regulacion del sistema
nervioso autonomo, regulacion de la hipofisis, de las emociones y el
comportamiento, regulacién de la ingestion de bebidas y alimentos, regulacién de la
temperatura corporal y regulacion de los ritmos circadianos. En la Figura 1 se

puede observar que el hipotalamo se compone de una docena o0 mas de nucleos:



»= La region mamilar, es la mas posterior al hipotdlamo. Incluye los cuerpos
mamilares y el ndcleo hipotalamico posterior.

= La region tuberosa, la mas amplia del hipotdlamo, comprende los nucleos
dorsomedial, ventromedial y arqueado, asi como el infundibulo.

= La region supraoptica, es el punto de cruzamiento de los nervios Opticos y
contiene los nucleos supraoptico, hipotalamico anterior, paraventricular y

supraquiasmatico (Tortora y Reynolds, 2006).
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Figura 1. Ndcleos hipotalamicos. El hipotdlamo esta formado por mas de 12 nudcleos, entre
los cuales se encuentran: el nicleo hipotalamico posterior, dorsomedial, ventromedial,
arqueado, supradptico, hipotalamico anterior y paraventricular (Modificado de Bonet, 2008).

La regulacién hipotalamica del apetito depende principalmente de la
interaccion de dos éareas: un centro de alimentacion lateral en el ndcleo del
fasciculo medial del prosencéfalo y un centro de saciedad en el ndcleo
ventromedial (Ganong, 2006). El centro de la alimentacién es el origen de la
sensacion del hambre; cuando se han ingerido alimentos suficientes, ocurre la
estimulacién al centro de la saciedad que inhibe el centro de la alimentacion

(Tortora y Reynolds, 2006). Cuando se estimula eléctricamente el nucleo



ventromedial, un animal que esté comiendo se detiene repentinamente y muestra
absoluta indiferencia hacia la comida. Por otra parte, si se destruye esta area
bilateralmente, el animal se muestra insaciable, los centros hipotalamicos del
hambre se tornan hiperactivos y el apetito voraz causa, en Ultima instancia, una
obesidad enorme (Guyton, 2001). La destruccion del centro del hambre en ratas
con lesiones en el centro de la saciedad causa anorexia, lo cual indica que el centro
de saciedad funciona mediante la inhibicion del centro del hambre. Al parecer el
centro del hambre mantiene una actividad crénica, la cual se inhibe en forma
transitoria por la actividad del centro de saciedad, después de la ingesta de
alimento (Ganong, 2006).

[I.2. Sistema Limbico e Hipocampo.

Una de las regiones componentes del sistema limbico, indicadas
anteriormente, es el hipocampo. El hipocampo es la parte alargada de la corteza
cerebral, que se pliega hacia dentro para formar la superficie ventral de casi todo el
interior del ventriculo lateral, como lo muestra la Figura 2. Un extremo del
hipocampo desemboca en los nlcleos amigdalinos y se fusiona a lo largo de uno
de sus bordes con la circunvolucién parahipocampica, que es la corteza de la cara

ventromedial externa del I6bulo temporal (Guyton, 2001).

Casi cualquier tipo de experiencia sensitiva activa por lo menos parte del
hipocampo, y a su vez el hipocampo distribuye muchas sefiales eferentes al tAlamo
anterior, al hipotalamo y a otras partes del sistema limbico, en especial a través del
trigono, una importante via de comunicacién. Por lo tanto, el hipocampo es un
canal adicional a través del cual las sefiales sensitivas aferentes inician reacciones
conductuales apropiadas pero con propositos distintos. Como ocurre con otras
estructuras limbicas, la estimulacién de diferentes areas del hipocampo puede
causar casi cualquier patron de conducta, como placer, rabia, pasividad o impulso
sexual excesivo. Otra caracteristica del hipocampo es su hiperexcitabilidad

habitual. Probablemente una de las razones de la hiperexcitabilidad del hipocampo,

4



es que su corteza difiere de la del resto del cerebro, ya que sélo posee tres capas

de células nerviosas en algunas partes, en vez de las seis capas de otras zonas.

Hipacampo Via de fibras

Células
CA3

Via colaterat K Via perforante

Giro centado

Figura 2. Hipocampo. El hipocampo es la parte alargada de la corteza cerebral, tiene el
tamafio de un dedo pulgar de nifio, y se encuentra localizado en la profundidad de la
porcion media del I6bulo temporal (Yuste, 2009).

Debido a que el hipocampo se origina como parte de la corteza olfativa, en
los animales muy inferiores contribuye de manera esencial para determinar si debe
comerse un alimento, si el olor de un objeto dado sugiere peligro o si el olor
corporal induce excitacion sexual, es decir, toma decisiones de importancia vital
(Guyton, 2001).


http://www.peatom.info/salud/117230/papel-de-los-receptores-metabotropicos-en-la-formacion-de-la-memoria/

[1.3. El receptor de leptina y su sefalizacion.

En el hipocampo se ha demostrado la existencia de receptores de leptina,
denominandose Ob-R, de los cuales se conocen seis isoformas, generadas por
corte y empalme del gen db. Estas isoformas, designadas Ob-Ra a Ob-Rf, como se
muestra en la Figura 3, tienen idénticos dominios extracelulares N-Terminal
comprendidos por 800 aminoacidos, donde se encuentra el sitio de union con la
leptina, pero tienen distintas regiones intracelulares C-terminal. Ob-Re es una
forma distinta de las otras isoformas y es el predominante sitio de union de leptina
en el plasma (Harvey, 2007), ademas funciona como un regulador de la

concentracion de hormona libre (Sanchez, 2005).

ObRa ObRb ObRc ObRd ObRe ObRf

B .

896

894

=]
¥a)
[S¥]
-~
—

=
1162

D Segmentos extracelulares [|I|] Segmentos transmembrana

Figura 3. Representacion esquematica de las seis isoformas del receptor de leptina. Estos
receptores muestran dominios extracelulares N-Terminal idénticos, lugar de unién de la
leptina, pero distintas regiones intracelulares C-terminal (Sanchez, 2005).

Las isoformas del receptor de leptina caen dentro de tres clases: secretada,
corta y larga. Las formas secretadas son productos de corte y empalme, o

productos de hendidura proteolitica de formas Ob-R de la membrana plasmatica:
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estas contienen sélo dominios extracelulares de union a leptina y complejos con
leptina en circulacion, tal vez regulando concentraciones libres de leptina. Los
receptores de forma pequefia (Ob-Ra) y larga (Ob-Rb) contienen dominios
extracelulares y transmembranales iguales, también como los mismos primeros 29
aminoacidos intracelulares y discrepan en la secuencia secundaria a corte y
empalme de exones 3" (Myers, 2004). Los receptores de leptina en el hipotalamo
juegan un papel importante en el control de la termogénesis, funcion

neuroendocrina y formacion del hueso (O'Malley, 2007).

El receptor de leptina muestra homologia a los receptores de citocina de
clase I, los cuales son caracterizados por motivos extracelulares de cuatro residuos
de cisteina y un numero de regiones de fibronectina tipo Ill. El receptor de leptina
se activa por cambios conformacionales que ocurren seguidos de la unién del

ligando al receptor (Harvey, 2007).

Las JAK (Janus Kinasas) son una familia de tirosincinasas intracelulares que
autofosforilan en numerosos residuos de tirosina asi como también fosforilan
residuos de tirosina en Ob-Rb durante la estimulacion de leptina (Leshan y col.,
2006).Como se observa en la Figura 4, Ob-Rb activa de manera preferencial a
JAK2, lo que induce la autofosforilacion del complejo Ob-Rb-JAK2. A su vez, JAK2
fosforila a las proteinas con dominios SH2 (Sanchez, 2005; Myers, 2004), como lo
son las familias de las STAT 3y STAT 5 (proteinas transductor de sefial y activador
de transcripcion 3 y 5 respectivamente), asi como las proteinas IRS (sustrato del
receptor de insulina). Previo a la activacion se las STAT 3 y 5, JAK2 fosforila los
residuos de tirosina Tyrl077 y Tyr1138 generando sitios de unidn para las STATS,
una vez que éstas ultimas son fosforiladas, se translocan al nucleo donde
funcionan como reguladoras transcripcionales de POMC (propiomelanocortina),
AgRP (proteina relacionaa con Agut)) y SOCS3 (proteina supresora de la
sefalizacion por citosinas 3), (Fruhbeck, 2006; Vazquez, 2006). La expresion
endogena de SOCS3 inhibe la fosforilacidn de residuos de tirosina de Ob-R por lo

gue induce un mecanismo de retroalimentacion negativa para la sefializacion del

7



receptor (Fruhbeck, 2006). Las proteinas IRS estan relacionadas con la activacion
de la fosfatidilinositol 3 cinasa, cuya funcion principal es convertir el fosfatidilinositol
bifosfato en fosfatidilinositol trifosfato, conocido mediador de la liberacién de calcio

a partir de los depdsitos intracelulares.

membrane

cytosol

st B[ STAT-5
TAT

P €——> p-p

r— z
&Y v

Figura 4. Activacion del receptor de leptina. La union de leptina a su receptor induce la
activacion intracelular de JAK2 y la posterior fosforilacion de las proteinas IRS (sustrato del
receptor de insulina), STAT3 y STAT5 (proteinas transductor de sefal y activador de
transcripcién 3 y 5 respectivamente). Las STATs son traslocadas al nucleo para estimular
la expresiéon de SOCS3 (proteina supresora de la sefializacion por citosinas 3) y POMC
(propiomelanocortina) asi como para suprimir la expresion de AgRP (proteina relacionada
con Aguti), (Fruhbeck, 2006).

Las neuronas del hipocampo expresan niveles altos de IRS-1, Pl 3-cinasa 'y
MAPK, éste ultimo ha sido implicado también como un intermediario de la
sefalizacion para leptina (Shanley y col., 2002). La falta de sefializacion de leptina
en ratones y humanos genéticamente nula para leptina o receptor de leptina resulta
en obesidad secundaria a incremento de alimentacion y decremento de utilizacion

de energia (Myers, 2004).



11.3.1 Mutacion en el gen receptor de leptina

Una de las causas que originan la falla en la sefalizacion de los receptores
de leptina puede estar suscitada por una mutacion en el gen de receptor de leptina,
resultando en la unidon anormal de leptina-receptor o generando un receptor de
leptina mutado que carece de dominios transmembranales y/o dominios
intracelulares. El receptor mutado circula a concentraciones elevadas, la leptina se
une y resulta un elevado nivel de leptina en suero (Sadaf y col.,, 2007). En un
estudio realizado mediante ontologia génica se encontré que la interaccién leptina-
receptor de leptina realiza la misma funcién y el mismo proceso biolégico que el
receptor de leptina. Mientras que la funcion molecular y el proceso bioldgico de la
leptina y el receptor de leptina son similares (Cuadro 1). Ademas, que el receptor
de leptina ejerce un importante efecto supresor sobre la expresion de leptina
(Wiwanitkit, 2007).

La falla de las sefiales de la leptina causadas por la mutacién de leptina o
del receptor de leptina resulta en un incremento en la alimentacion en combinacion
con un fenotipo de gasto de energia reducido recordativo de la respuesta
neuroendocrina del hambre (Leshan y col., 2006).

I1.4. La leptina y el gen ob.

La sefalizacion de los receptores Ob-R, se inicia tras la union de leptina, que
es una proteina altamente conservada de 167 aminoacidos, y codificada por el gen
obeso (ob), (Harvey, 2007; Smolinska, 2007; Lu, 2005). Esta es predominante,
aunque no exclusivamente sintetizada por adipocitos y circula en el plasma en
cantidades proporcionales al contenido de grasa en el cuerpo (Harvey, 2007;
Myers, 2004), unida con varias proteinas plasmaticas como la albumina (Sanchez,
2005).



Cuadro 1.- Funcion molecular y proceso biologico de la leptina, su receptor y el
complejo leptina-receptor (Wiwanitkit, 2007).

Funcién molecular Proceso bioldgico
1. Unidn a proteinas 1. Transduccion de sefial
Leptina 2. Actividad hormonal 2. Sefializacion célula-
célula

3. Metabolismo de energia

de reserva

1. Actividad del receptor | 1. Transduccién de sefial

de Oncostatina M 2. Respuesta inmune
Receptor de | 2. Actividad del receptor | 3. Desarrollo
leptina interleucina-6 4. Metabolismo de energia

3. Actividad del receptor | de reserva
transmembrana 5. Regulacion de via de

4. Unién a proteinas sefalizacion N

1. Actividad del receptor | 1. Transduccion de sefial
de Oncostatina M 2. Respuesta inmune
Leptina-receptor | 2. Actividad del receptor | 3. Desarrollo

de leptina interleucina-6 4. Metabolismo de energia
3. Actividad del receptor | de reserva
transmembrana 5. Regulaciéon de via de

4. Union a proteinas sefalizacion N

En ratas se sabe que la leptina presente en la leche materna puede ser
absorbida por el estbmago inmaduro de ratas amamantadas y transferida a la
circulacién de la rata bebé. La leptina proporcionada de leche materna es la
principal fuente de leptina en el estbmago durante la primera mitad del periodo
lactante, considerando que la produccion enddgena de leptina por la mucosa

gastrica incrementa en el fin del periodo de lactancia y con el cambio de dieta a
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comida solida. La administracion oral de leptina, con dosis cercanas a la
concentracion fisiolégica presente en leche, puede reducir el consumo de comida
en ratas lactantes. De esta manera, la leptina exdgena suplida por leche materna
puede regular periodos cortos de alimentacion en neonatos y ejerce otros efectos
biolégicos, a un tiempo en el cual el tejido adiposo y el sistema de regulacion de
apetito son inmaduros. En humanos, el papel de leptina en la leche, en infantes
lactantes no es conocido. No se sabe si la cantidad de leptina contenida con leche
materna o la falla de esta proteina cuando se usan férmulas para bebé puedan
tener efectos significantes en bebés en desarrollo y si esta pueda tener
implicaciones mas adelante en la prevencion o ser propenso a obesidad en edad
adulta (Miralles y col., 2006).

I1.4.1. Via orexigénica y anorexigénica de la leptina.

Se ha encontrado que el hipotalamo es el érgano blanco involucrado en la
regulacion del peso corporal por la leptina. Entre los sitios de expresion elevada del
Ob-R son el nucleo arqueado, el nucleo hipotalamico ventromedial, y el nucleo
hipotalamico dorsomedial (Bingham, y col., 2008; Myers, 2004), todos implicados
en la regulacion del comportamiento alimentario y del balance energético (Sanchez,
2005). Dentro de los nucleos hipotalamicos mencionados anteriormente, el ndcleo
arqueado comprende dos poblaciones de neuronas blanco de la leptina, como se
observa en la Figura 5: la primera forma parte de la via orexigenica (inductora del
apetito), la cual esta constituida por neuronas que liberan neuropéptido Y, y por
neuronas productoras de proteina relacionada con agouti. La segunda, forma parte
de la via anorexigénica (inductora de saciedad), y comprende neuronas secretoras
de POMC (propiomelanocortina) y de su subproducto hormona a-melanocito
estimulante, asi como por neuronas que liberan transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (Sanchez, 2005; Myers, 2004; Wang y Chehab, 2006).

La leptina actua via Ob-Rb para inhibir las neuronas neuropéptido Y/Proteina

relacionada con aguti, y para suprimir la expresion de estos neuropéptidos. De esta
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manera la sefial de Ob-Rb estimula la produccién de neuropéptidos anorexigénicos
y reprimir los niveles de péptidos orexigénicos (Myers, 2004; Sanchez, 2005). A la
inversa, cuando la accion de la leptina disminuye o es deficiente, el apetito es
estimulado via supresion de neuropéptidos anorexigénicos y por incremento de la
expresion de péptidos orexigénicos (Myers, 2004). La leptina es una hormona
anorexigénica que juega un papel importante en la regulacion central del equilibrio
de energia, decremento en la alimentacion e incremento en el gasto de energia
(Miralles y col., 2006; Myers, 2004). Los individuos obesos tienen niveles elevados
de leptina en la circulacion pero esta abundancia de leptina falla a medida que se
pierde peso, sugiriendo que la mayoria de los humanos obesos representan una

forma de resistencia a la leptina (Myers, 2004).

Ritmo circadiano

: 1

Anorexiantes <:uu ' ?»5\2 3 uu:"> Orexigénicos
I~ g

Hipotalamo
(Centro regulador ingesta)

Leptina

Figura 5. Via orexigénica y anorexigénica. El nucleo dorsomedial involucra tanto la
estimulacion como la inhibicion de la alimentacion a través de la via orexigénica y la via
anorexigénica respectivamente, y depende, de manera especifica, de la leptina (Barreto y
col., 2001).

Las neuronas sensibles a leptina del nucleo hipotalamico ventromedial son
responsables, al menos en parte, de la iniciacibn de estas repuestas
anorexigénicas para el consumo alto de calorias (Bingham y col., 2008). Los

niveles de leptina adecuados sirven para comunicar la saciedad de la energia del
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cuerpo al sistema nervioso central para suprimir el consumo de alimentos y permitir

el gasto de energia (Leshan y col., 2006; Miralles y col., 2006; Smolinska, 2007).

11.4.2. Gen ob

El gen responsable de codificar la leptina, es el gen ob que esta localizado
en el cromosoma 7 del ser humano y en el cromosoma 6 del raton. Cuando se
producen mutaciones en ob, los animales de experimentacion desarrollan el
fenotipo tipico ob/ob. El gen posee 650 kilobases, 3 exones y 2 intrones, mientras
gue su ARNm posee 4.5 kilobases. Las mutaciones de ob son muy raras en los
seres humanos. Los individuos afectados desarrollan un cuadro de hiperfagia,

obesidad mérbida e hipogonadismo hipotalamico (Sanchez, 2005).

[1.5. Regulacion de la sintesis y liberacién de leptina.

La leptina es producida principalmente en los adipocitos, pero también se
sintetiza en otros drganos y tejidos, tales como hipotadlamo, hipdfisis, placenta,
musculo esquelético, mucosa gastrica y epitelio mamario aungue en menor
cantidad. No se ha demostrado la existencia de depdsitos intracelulares de esta
hormona, lo que sugiere que hay estimulos que actian sobre la sintesis, mas no
sobre la secrecién de la molécula (Sanchez, 2005; Miralles y col., 2006). Los
adipocitos de mayor tamafio producen mas leptina, mientras que los adipocitos
epiploicos secretan menos que los subcutaneos. La cantidad de triglicéridos
almacenados en el adipocito es también proporcional a la cantidad de leptina
producida por cada adipocito. La secrecion de leptina varia de acuerdo al ritmo
circadiano. La proteina es secretada en forma de pulsos, con una frecuencia
aproximada de un pulso cada 45 minutos. Su concentracion aumenta
paulatinamente durante el dia y alcanza un pico alrededor de la medianoche, para
decrecer hasta el inicio de un nuevo ciclo, que comenzaria con la aparicién de la
luz solar (Sanchez, 2005).
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Los glucocorticoides estimulan la sintesis de leptina en adipocitos cultivados
(Sanchez, 2005; Myers, 2004), aunque los niveles plasméticos de cortisol y de
leptina conservan una relacion inversa a lo largo del tiempo. Los procesos
infecciosos, asi como algunas citocinas relacionadas (factor de necrosis tumoral e
interleucina 1) estimulan la sintesis de leptina, lo que puede conducir a anorexia 'y a
pérdida del apetito en estados patolégicos como el cancer y las infecciones. Las
catecolaminas disminuyen la expresion de la leptina, efecto mediado a través de la

activacion de receptores B-adrenérgicos (Sanchez, 2005).

La insulina estimula la expresion de la leptina en adipocitos y por tanto eleva
su nivel circulante (Sanchez, 2005). Esta regulacion de produccion de leptina por
insulina y resistencia de la regulacion hormonal sugieren que la leptina pueda servir
como un indicador de equilibrio de energia, es decir, el aumento de energia
almacenada origina aumento de los niveles de leptina. La alimentacion provoca un
incremento de insulina lo que conlleva un incremento de leptina, mientras que el
ayuno induce un incremento de resistencia de regulacion hormonal, por lo tanto se
origina la disminucién de leptina. Verdaderamente, los niveles de leptina en la
circulacién totalmente correlacionan con adipocitos del cuerpo y cambios en la

condicion de alimentacion aguda (Myers, 2004).

I1.6. Efecto de la leptina en la secrecion de insulina.

La insulina es una hormona estimuladora de la produccion de leptina, no
obstante, en condiciones de sobrenutricion este efecto se invierte. La leptina e
insulina son ambas secretadas en proporcion de la energia disponible, mientras
gue la secreciéon de leptina es indicativa de masa de adipocitos y entonces es de
naturaleza cronica, la secrecion de insulina refleja una condicién nutricional aguda y
cronica. La insulina es potencialmente lipogénica y funciona en el SNC para reducir
el consumo de nutrientes al igual que la leptina, pero ésta Ultima actda

directamente en células animales para inhibir la secrecién de insulina. Como el
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peso del cuerpo aumenta, la sefalizacion de la leptina protege a la célula de los
efectos adversos de la sobrenutricion. Entonces la glucosa y la homeostasis
energética podrian ser consideradas que simultdneamente toman en cuenta los
efectos de la glucosa, insulina y leptina en multiples tejidos (Niswender y
Magnuson, 2007).

La célula B censa la disponibilidad de nutrientes, incluyendo glucosa,
aminoacidos y &cidos grasos, por el metabolismo de estas moléculas. Un
incremento en la razon de ATP/ADP estimula el cierre del canal Karp, l0 cual causa
despolarizacién de la membrana, la activacion del canal de calcio dependiente de
voltaje y exocitosis de insulina. En el contexto de sobrenutricién, la leptina atenta la
secrecion de insulina por las células B manteniendo la permeabilidad del canal de
Katp, de esta manera, se hiperpolarizan células . Esto podria ocurrir por aumento
de la actividad del canal o haciendo al canal menos sensible a cambios en la razén
ATP/ADP. Dafiada la sefalizacion de leptina en células B podria dirigir a una
susceptibilidad aumentada para el efecto negativo de sobrenutricién, con lo cual

causa un deterioro en la secrecion de insulina (Niswender y Magnuson, 2007).

La presencia de hiperglicemia e hiperfagia en individuos obesos, aun con la
presencia de niveles elevados de insulina y leptina en la circulacién, sugiere que
estos individuos son resistentes a la accion de ambas hormonas. En estudios in
vitro se han mostrado efectos inhibitorios de leptina en la expresion del gen de
insulina y secrecion de insulina, ademas de que el tratamiento con leptina en raton

ob/ob invierte la hiperinsulinemia (Morioka y col., 2007).

I1.7. La leptina en la obesidad y en el proceso emocional.

Como se ha mencionado anteriormente la leptina regula el consumo de
comida, no obstante, los niveles de leptina no cambian con una sobrecarga de

glucosa ni con comidas mixtas. Es tan sélo a partir de 6 horas y mas claramente
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tras 12 horas de ayuno o sobrealimentacién cuando se ven cambios. Parece ser,
por tanto, que los niveles de leptina se relacionan mas con los cambios a largo
plazo. Tanto el exceso de ingesta a largo plazo, como el ayuno prolongado, son
capaces de variar los niveles de leptina mas alla de lo esperado desde el punto de
vista del indice de masa corporal. El descubrimiento de la leptina y el hecho de que
su administracion a ratones ob/ob evitara la obesidad, sentd la esperanza de la
posible solucién de la obesidad humana si es que ésta es ocasionada por un déficit
de leptina. Sin embargo, hay muy pocos casos de déficit congénito de leptina, por
el contrario, la obesidad humana parece un estado de resistencia a leptina en la
mayoria de los casos (Botella y col., 2001).

La leptina fue originalmente descubierta para regular el peso del cuerpo, sin
embargo la localizacién de receptores de leptina en estructuras limbicas sugiere un
papel potencial para leptina en procesos emocionales. Las ratas expuestas a estrés
impredecible crénico y rechazo crénico social exhiben bajos niveles de leptina en
plasma. Los efectos conductuales de la leptina son acompafiados por incremento
de activacion neuronal en estructuras limbicas, particularmente en el hipocampo.
La infusién intrahipocampo de leptina produce un efecto similar propio de
antidepresivo, como su administracion sistémica. Por el contrario, la infusion de
leptina en el hipotdlamo disminuye el peso del cuerpo pero no tienen efecto en la
conducta. Estos hallazgos sugieren que: (i) la incapacidad de produccion y
secrecion de leptina puede contribuir a fenotipos de tipo estrés cronico y depresion
inducida (ii) el hipocampo es una region del cerebro que media la actividad del tipo
antidepresiva de la leptina, y (iii) la sefalizacion de leptina elevada en el cerebro
puede representar un aporte nuevo para el tratamiento de desérdenes depresivos
(Luy col., 2005).

[1.8. Intervencion de la serotonina en la regulacién de la alimentacién.

En adicion a la leptina, la serotonina (5-hidroxtriptamina, 5-HT) también

participa en el proceso emocional. La serotonina es un neurotransmisor que
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participa en las funciones del cerebro, tales como el proceso emocional y el
conocimiento, por modulacion de plasticidad sindptica y recientemente descubierto,
neurogénesis. La serotonina una vez unida a su receptor, se ha reportado que
participa en la regulacion de funciones basicas fisioldgicas, tales como la secrecion
de hormonas, ciclo del suefio, control motor, funcion del sistema inmune,
alimentacion y balance de energia. Las neuronas serotoninérgicas del sistema
nervioso central estan localizadas en grupos en el nudcleo rafé, gris central y

formacion reticular (Ciranna, 2006).

Uno de los muchos neurotransmisores que pueden tener influencia en la
actividad neuronal del nacleo hipotalamico, es la serotonina. El nacleo dorsomedial
envia una aportacion serotoninérgica muy grande al nucleo hipotalamico en
roedores y primates. Previos estudios neurofisiolégicos han reportado efectos
significantes de serotonina sobre la tasa de disparo de neuronas del nucleo
hipotalamico. Se ha encontrado que la serotonina incrementa el indice de
activacion espontanea en 84% de neuronas del nucleo hipotaldmico en cortes de
cerebro de rata y que ésta accién es mediada por receptores 5HT2c y 5HT4 que
provocan una reduccion en la conductancia del potasio. En contraste se han
encontrado efectos excitatorios e inhibitorios de la serotonina en indices de
activacion espontanea de neuronas del nucleo hipotalamico registradas con
electrodos extracelulares en cortes de cerebro de raton. Estos reportes sugieren
gue la serotonina puede tener multiples acciones en el nucleo hipotalamico (Shen 'y
col., 2007).

La serotonina entre otros neurotransmisores regulan la frecuencia, duracion,
tamafo y calidad de las comidas (Albala y col., 2000). Respecto a la seleccion de
macronutrientes, se ha postulado que defectos en la neurotransmision
dependientes de serotonina, provocan trastornos en el &nimo y una apetencia
exagerada en el consumo de comidas ricas en carbohidratos; ello ha dado lugar a
la descripcion de un sindrome denominado “adiccion a los carbohidratos”, que se

caracteriza por signos de depresion atipica acompafiados de urgencia de consumir
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alimentos ricos en carbohidratos y obesidad consecuente. EI consumo de
carbohidratos aumenta la sintesis de serotonina a través de una via mediada por
insulina y aminoacidos (Albala y col.,, 2000). Mientras la serotonina ha sido
implicada en el control del comportamiento de alimentacion y peso corporal, las
neuronas serotoninérgicas en el nacleo rafe del tallo cerebral contienen receptores
de leptina mRNA y puede ser blanco para la accién de leptina (Wang y Chehab,
2006).
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.HIPOTESIS

La serotonina induce cambios en la marca inmunoreactiva del receptor de

leptina en el hipocampo de rata.
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IV.OBJETIVOS
IV.I General
Conocer los cambios en la marca inmunoreactiva del receptor de leptina en
el hipocampo de rata inducidos por la administracion intraperitoneal de serotonina y

leptina.

IV. Il Especificos

Conocer la marca inmunoreactiva del receptor de leptina en ratas no

tratadas.

= Estudiar los cambios en la marca inmunoreactiva de los receptores de
leptina en las ratas tratadas con leptina.

= Explorar la marca inmunoreactiva de los receptores de leptina en el
hipocampo de ratas tratadas con serotonina.

= Conocer los cambios en la marca inmunoreactiva de los receptores de
leptina en el hipocampo de ratas tratadas con serotonina y leptina.

= Comparar las marcas inmunorreactivas de los receptores de leptina

observadas en el hipocampo de ratas tratadas con las de las ratas control.
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V.METODOLOGIA

V.l Materiales

% Quimicos
Serotonina
Leptina
Sacarosa
Camara de CO;
Nitrogeno liquido
Paraformaldehido
Tissue tek
Peroxido de hidrogeno
Leche descremada
Buffer PBT
Buffer PBS
Anticuerpo policlonal primario contra Ob-R
Anticuerpo policlonal secundario biotinilado
Avidina
Diaminobencidina

Glicerol

% Biologicos

Encéfalo de rata Sprague Dawley

% Material y Equipo
Jeringas
Tubos de plastico de 10 mL
Pipetas de plastico
Micropipetas
Portaobjetos
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Cubreobjetos

Papel aluminio

Camara humeda

Camara de revelado
Cronémetro

Estuche de diseccion
Guillotina

Criostato Leica

Balanza analitica
Microscopio de campo claro

Refrigerador a 4°C

V.1l Método

Ratas Sprague Dawley fueron sometidas a diferentes tratamientos con
leptina y serotonina bajo las mismas condiciones para obtener los encéfalos, los
cuales se sometieron al método de inmunohistoquimica, en ultimo lugar se observé

la inmunotincién de los receptores de leptina en un microscopio de campo claro.

V.11.1 Tratamiento

Se formaron cuatro grupos integrados por tres ratas adultas macho Sprague
Dawley de 150g, como se indica a continuacion:

Grupo control, no recibieron tratamiento
Grupo tratamiento con leptina

Grupo tratamiento con serotonina

* & oo o

Grupo tratamiento con leptina y serotonina
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Las ratas fueron mantenidas a 22 + 2 °C, con ciclos de luz obscuridad de 12
h por 12 h, en condiciones de humedad controladas y ausencia de ruido, de
acuerdo a lo establecido en la guia para el cuidado y uso de animales en el
laboratorio. Las ratas se sometieron a un periodo de 10 dias de adaptacion previo a
la aplicacion del tratamiento, el cual se administr6 por via intraperitoneal a la
semana 5 de edad: 500 ug/kg de peso de leptina, mientras que la dosis de
serotonina fue de 50 pg/kg de peso. Después de 1 h de la administracion del
tratamiento, las ratas se anestesiaron en una cadmara de CO,, para posteriormente
ser sacrificadas con el uso de la guillotina y obtener los encéfalos. Estos fueron
fijados con paraformalehido al 4%, a continuacién se sumergieron en sacarosa al
20% durante 20 min para crioprotegerlos y ser almacenados a -70 °C en Tissue
Tek.

V.II.2 Método inmunohistoquimico

Se realizaron cortes de 12 um de grosor del encéfalo de rata, de los
encéfalos obtenidos de cada uno de los tratamientos y de las ratas control para ser
sometidos al método inmunohistoquimico. Para cada experimento se trabajé con un
negativo, un blanco, un control (rata no tratada con los 2 anticuerpos) y los
tratamientos (leptina, serotonina y leptina-serotonina). Inicialmente se realizaron
tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno, se prepararé una solucion de
peroxido de hidrogeno, la cual se agregé a cada laminilla durante 1 h
protegiéndolas de la luz, posteriormente se realizaron 3 enjuagues con PBS y se
cubrieron las laminillas con leche durante 2 h. Al término de este tiempo se
realizaron tres lavados con PBT de 10 min cada uno, posteriormente se adiciono el
anticuerpo policlonal primario contra receptor de leptina y se dejaron incubar toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBT, y se agrego el
anticuerpo policlonal secundario biotinilado. Después de tres lavados con PBT se
adiciond la solucion de Avidina a cada laminilla por 30 min. Se efectuaron tres

lavados con PBS vy se realizé el revelado de las laminillas con la solucién formada
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por peroxido de hidrégeno, PBS y bencidina. Las laminillas se enjuagaron en una
camara con agua destilada. Finalmente, se secaron las laminillas y se agreg6 una
gota de glicerol cubriéndolas con un cubre objetos. Se realizaron 3 repeticiones de
cada experimento formado por ratas diferentes donde el negativo y el blanco se
sometieron al mismo procedimiento, exceptuado la adicion de los dos anticuerpos

(primario y secundario), asi como el anticuerpo primario, respectivamente.

V.11.3 Andlisis de la inmunotinciéon

El andlisis de las laminillas se realiz6 en un microscopio de campo claro con
los objetivos 10X y 40X. Inicialmente se analiz6 el negativo esperando que en éste
no se encontrara inmunotincidén, posteriormente se analizé el blanco para
considerar la inmunotincién inespecifica generadoa por el anticuerpo secundario y
compararla con la inmunotincién del receptor de leptina de las ratas control y la

inmunotincion de los cortes de encefalo de rata bajo los diferentes tratamientos.
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VI.RESULTADOS

El analisis de la modificacion de la inmunotincion del receptor de leptina
inducidos por efecto de la serotonina en hipocampo de rata, se obtuvo mediante la
técnica de inmunohistoquimica. Los cortes de encéfalo de rata utilizados como
negativo se trataron de igual manera que los cortes de encéfalo de las ratas que se
sometieron a tratamiento con leptina, serotonina o leptina-serotonina, excepto por
la adicidon de los anticuerpos primario o secundario. Los resultados obtenidos en el
negativo no presentaron marca inmunoreactiva en la region hipocampal,
observandose una coloracion gris en el corte de encéfalo de rata como se observa

en la Figura 6.

CA2

CAl

CA3
GD

200 um

Figura 6. Negativo. Los cortes de encéfalo de rata sin tratamiento y en ausencia de los
anticuerpos primario y secundario no presentaron inmunotincion en el hipocampo. Imagen
amplificada con el objetivo 2.5X.

Los cortes de encéfalo de rata utilizados como blanco se sometieron a la
misma metodologia que las muestras problema con la diferencia de que no se
adiciond el anticuerpo primario. Estos cortes no presentaron marca inmunoreactiva
especifica, no obstante, presentaron una ligera tonalidad café en todo el corte de

encéfalo como se observa en la Figura 7.
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o CA2

GD CA3

200 pm

Figura 7. Blanco. En los cortes de encéfalo de rata usados como blanco se observé una
ligera tonalidad café en todo el corte sin inmunotinciébn en el hipocampo. Imagen
amplificada con el objetivo 2.5X.

El andlisis de la inmunotincion de los cortes de encéfalo de las ratas sin
tratamiento, es decir, de las ratas control, presentaron una tonalidad café en todo el
corte del encéfalo, lograndose distinguir una ligera inmunoticién en las células del

hipocampo (Figura 8).

En los cortes de encéfalo de rata sometidos a tratamiento con leptina
presentaron mayor marca inmunoreactiva que los cortes de encéfalo de rata
control. El giro dentado present6é mayor marca inmunoreactiva que las demas
regiones del hipocampo. Mientras que las regiones CA1l y CA2 presentaron una
marca inmunoreactiva similar entre ellas, pero mayor a la obtenida en la regién CA3

como se observa en la Figura 9.

Los resultados obtenidos en los cortes de encéfalo de rata bajo tratamiento
con serotonina, sometidos a inmunotincion para receptores a leptina, presentaron
una disminucién en la sefal respecto a las que fueron tratadas con leptina pero
mayor a la inmunotincion observada en los cortes de encéfalo de rata control. El
giro dentado, las regiones CA1l, CA2, y CA3 mostraron la misma intensidad de

inmunotincion en las células del hipocampo (Figura 10).
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Figura 8. Inmunotincion contra receptores a leptina en hipocampo de las ratas control. Se
observa ligera inmunoticion en el hipocampo (A). Imagen amplificada con el objetivo 2.5X.
El giro dentado (B) y las regiones CA1, CA2 y CA3 (C, D y E respectivamente) presentaron
la misma marca inmunoreactiva. Imagenes amplificadas con el objetivo 40X.
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Figura 9. Inmunotincién contra receptores de leptina en hipocampo de ratas tratadas con
leptina. Se observéd una inmunotincion mayor en el hipocampo (A) a la observada en la rata
control. Imagen amplificada con el objetivo de 2.5X. El giro dentado (B) presenté mayor
marca inmunoreactiva que la region CAl, CA2 y CA3 (C, D y E respectivamente), mientras
gue en ésta ultima la marca fue menor que en las regiones CA1l y CA2. Imagenes
amplificadas con el objetivo 40X.
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Figura 10. Inmunotincién contra receptores a leptina en hipocampo de ratas tratadas con
serotonina. La inmunotincion obtenida en el hipocampo (A) fue mayor que la obtenida en la
rata control. Imagen amplificada con el objetivo 2.5X. El giro dentado, CA1, CA2 y CA3 (B,
C, Dy E respectivamente) presentaron la misma inmunotincién. Imagenes amplificadas con
el objetivo 40X.
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En los cortes de encéfalo de ratas tratadas con serotonina y leptina la
inmunotincion hipocampal fue mayor que en las ratas control y similar a las ratas
tratadas con leptina como se observa en la Figura 11. Las distintas regiones del
hipocampo analizadas mostraron la misma inmunotincion.

Figura 11. Inmunotincién contra receptores a leptina en hipocampo de ratas tratadas con
leptina-serotonina. La inmunotincion obtenida en el hipocampo (A) se incrementé con
respecto a las ratas control. Imagen amplificada con el objetivo 2.5X. El giro dentado y las
regiones CAl, CA2 y CA3 (B, C, D y E respectivamente) presentaron la misma
inmunotincién. Imagenes amplificadas con el objetivo 40X.
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VII.DISCUSION DE RESULTADOS

En el andlisis de la inmunotincién obtenida a partir del estudio de cortes de
encéfalo de rata bajo la técnica de inmunohistoquimica, para determinar la
modificacidén de receptores de leptina por efecto de la serotonina, en el negativo no
se observo inmunotincion en el hipocampo, ya que ni el anticuerpo primario ni el
secundario, contra receptores a leptina fueron agregados, estos resultados indican

gue no hay marca inespecifica por efecto de los reactivos de revelado.

En los cortes de encéfalo de rata utilizados como blanco no se observo
marca inmunoreactiva en el hipocampo debido a que no se adiciond el anticuerpo
primario, que es especifico para los receptores de leptina, esto nos muestra que el

anticuerpo secundario tampoco origin6 sefial inespecifica.

El hipocampo de los cortes de encéfalo de rata control (sin tratamiento)
mostré una ligera inmunotincion manifestando la distribucion normal de los
receptores de leptina en ausencia de los tratamientos aplicados, éstos resultados
coinciden con reportes anteriores, donde se ha detectado inmunoreactividad del
receptor Ob-Rb en el hipocampo (Ur y col. 2002; Harvey y col., 2006; Carlo y col.,
2007). La presencia de receptores de leptina en el hipocampo puede ser asociada
a que esta region del sistema limbico tiene como funciones el aprendizaje y la
memoria, y la leptina favorece la potenciacion a largo plazo (Sanchez, 2005). La
leptina fue originalmente descubierta para regular el peso del cuerpo, sin embargo,
la localizacién de receptores de leptina en estructuras limbicas sugiere un papel
potencial de la leptina en procesos emocionales. De esta manera, el hipocampo es
una region del cerebro que media la actividad del tipo antidepresiva de la leptina
(Lu y col., 2005; Jiménez y col. 2009; Sanchez, 2005). No obstante, el papel de la
leptina en la depresion esta inconcluso, ya que se han tenido reportes donde
personas con depresion mayor presentan altos niveles de leptina en suero,
mientras que en otras personas se ha observado lo contrario (Jiménez, y col.,

2009). De tal manera que, también se ha encontrado que pacientes con problemas
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depresivos muestran niveles bajos de leptina (Lu y col., 2005). Una teoria
propuesta recientemente es que los niveles insuficientes de leptina y resistencia a

la misma son asociados con desoérdenes en el humor (Jiménez y col., 2009).

La inmunotincion obenida en el hipocampo de la rata control permite
comparar la inmunotincion obtenida al aplicar tratamiento con leptina, serotonina o
leptina-serotonina a las ratas, determinando la modificacién de los receptores a

leptina.

En los cortes de encéfalo de ratas tratadas con leptina se observé un
aumento cualitativo en la inmunotincién respecto a la observada en las ratas
control. En las regiones CAl y CA2 se observé una inmunotincién similar pero
menor a la observada en el giro dentado, mientras que en la region CA3 se observo
la marca inmunoreativa menor que en las demas regiones analizadas. Los
resultados obtenidos son consistentes con lo observado por Scott y col., en el 2009,
guienes localizaron altos niveles de expresion del receptor de leptina de forma larga
en el estrato granular del giro dentado en ratas tratadas con leptina administrada
periféricamente. En dicho estudio observaron una marca substancial en las
regiones CA2 y CA3. En contraste, la expresion en CAl fue muy débil. Sin
embargo, los resultados obtenidos por Harvey y col., (2006), coinciden con los
resultados obtenidos en el presente trabajo, al encontrar que las regiones CA1/CA3
y giro dentado muestran inmunoreactividad del receptor de leptina. Se ha
encontrado que los receptores a leptina son sensibles a cambios en las
concentraciones de leptina plasmatica. Yorio y col., en el 2008 observaron que a
concentraciones bajas de leptina (0.3 ng/mL) la expresion de receptores se redujo y
a concentraciones elevadas de la hormona (30 a 300 ng/mL) se presentd un
aumento en la expresion de receptores. De tal manera que, la expresion de
receptores de leptina incrementa cuando las ratas reciben tratamiento agudo con la
hormona. Lo que sugiere que la leptina esta disponible para modular la expresion

de su propio receptor. Por lo que existe una corelacion positiva entre la expresion
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de leptina y la expresién del receptor Ob-R (Ishikawa y col., 2006, Leinninger y col.,
2009).

La inmunotincion aumentada de receptores de leptina en el hipocampo de
ratas tratadas con serotonina con respecto a las ratas control, indica que al igual
que la leptina, la serotonina incrementa la inmunotincion de los receptores Ob-R.
Esto se debe a que la serotonina se halla distribuida en regiones del encéfalo que
pueden afectar la conducta, sobre todo en el hipotalamo y el sistema limbico. Los
receptores 5HT4, 5-HT6 y 5-HT7 se encuentran en neuronas del hipocampo
acoplados a adenilato ciclasa e incrementan los niveles de adenosin monofosfato
ciclico (cAMP), (Ciranna, 2006; Bradley, 2005), el cual activa la proteina cinasa A
(Bradley, 2005; Deng y col., 2007). En 1996, Kosaki y col., observaron que las vias
de sefializacién que resultan en la activacion de la proteina cinasa A regulan la
expresion del gen de leptina en adipocitos. Considerando lo anterior se puede
proponer que la activacion de los receptores a serotonina, incrementaron la
concentracion de cAMP y este increment6 leptina y con ello la expresién del

receptor.

El aumento en la inmunotincién de los receptores de leptina por efecto de la
serotonina también podria atribuirse a que la serotonina eleva el nivel de insulina
en el suero de los ratones. Recordando que la insulina estimula la expresion de la
leptina en adipocitos y por tanto eleva su nivel circulante (Sanchez, 2005). Se ha
observado con anterioridad que la administracion periférica de serotonina
incrementa los niveles de insulina en el raton y como consecuencia de ello, hay una

elevacion en el nivel de leptina (Yamada y col., 2003).

Quiza la inmunoreactividad menor observada en el hipocampo de las ratas
tratadas con serotonina respecto a las ratas tratadas con leptina, se deba a que en
el hipocampo también se encuentran receptores 5-HT1A. Una de las funciones de
este receptor a serotonina es reducir la actividad de la adenilato ciclasa y por lo

tanto disminuir la formacién de cAMP (Bradley, 2005; Ciranna, 2006), teniendo de
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esta manera un efecto contrario al obtenido con los receptores que estimulan la

formacion de cAMP y posterior estimulacion de la expresion de leptina.

Los resultados obtenidos al aplicar tratamiento con serotonina y leptina en
conjunto, mostraron inmunotinciéon similar a la obtenida en el tratamiento con
leptina, esto se debe a lo referido anteriormente, la leptina estimula la expresion de
sus receptores (Yorio y col., 2008; Ishikawa y col., 2006, Leinninger y col., 2009) y
la serotonina incrementa los niveles de leptina mediante la via de activacién de
receptores de serotonina acoplados a adenilato ciclasa produciendo un aumento en
el cCAMP y la posterior activacién de la proteina cinasa A (Kosaki y col. 2006; Deng
y col., 2006: Ciranna, 2006; Bradley, 2005), ademas de que la serotonina eleva el

nivel de insulina y a su vez esta estimula la expresion de leptina.

Sin embargo, debido a que los tratamientos aplicados fueron de tan solo una
hora, se consideraria que el tiempo para que se dé el proceso de estimulacion del
gen de receptor de leptina, por efecto de la leptina, es corto. Por lo que se podria
atribuir el aumento en la inmunotincion de receptores de leptina en las neuronas del
hipocampo, a liberacion de receptores almacenados intracelulamente. Debido a
gue bajo condiciones normales, solo entre el 5y 25% del total de las isoformas Ob-
R son localizadas en la superficie celular, con la mayoria contenida en “pools”
intracelulares (Fruhbeck, 2006; Belouzard y col., 2004; Barr y col., 1999).

No quedaria descartada la posibilidad de estimulacion del gen que codifica el
receptor de leptina ya que, el transporte de receptores sintetizados nuevamente
alcanza la superficie celular en menos de 1 h después de su sintesis (Belouzard y
col., 2004). Quedando abierta la posibilidad del aumento de receptores en la

superficie celular como consecuencia de la estimulacion de los genes implicados.

Podria esperarse una inmunotincion mayor de los receptores Ob-R al darse
tratamiento con leptina y serotonina respecto a la inmunotincion de receptores en el

hipocampo observada en el tratamiento con leptina, ya que los resultados emitidos
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con ambos tratamientos leptina y serotonina administrados por separado, indicaron
mayor inmunotincién de receptores Ob-R en el hipocampo que la observada en la
rata control. Al no obtener tal resultado podria deberse a la existencia de receptores
Ob-R cortos (Ob-Ra, Ob-Rc, y Ob-Rd), los cuales son capaces de activar cascadas
de sefializacion, pero su funcion primordial es la internalizacion y degradacion de la
leptina (Vazquez, V. M., 2006; Sanchez, 2005). Disminuyendo de esta manera, la

cantidad de leptina disponible para inducir la expresion de su receptor.

35



VIII.CONCLUSIONES

El hipocampo de rata presenta receptores a leptina en las regiones CAl, CA2, CA3
y giro dentado.

La leptina incrementa la inmunotincion de los receptores a leptina en el hipocampo
de rata.

La serotonina incrementa la inmunotincion de los receptores a leptina en las
neuronas del hipocampo.

La administracion conjunta de leptina y serotonina incrementa la inmunotincion de

los receptores a leptina en el hipocampo de rata.
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