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Resumen

La obesidad y el sobrepeso son considerados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), como una de las grandes pandemias que afectan a la humanidad en
este siglo. Se calcula que, en 2016, el 39% de las personas mayores de 18
presentaban sobrepeso y el 13% eran obesas. En Panama, segun la Encuesta
Nacional de Salud de 2019, un 35.3% de los panamefios mayores de 18 afos
padecen de obesidad y un 36.4% padece de sobrepeso, haciendo un total de 71.9%
de panamefos que sufren de exceso de peso. Esto conlleva, ademas, un aumento
de las enfermedades relacionadas a la obesidad, como lo son las enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2, entre otras. La obesidad esta directamente
relacionada con la ingesta de comida chatarra, alimentos fritos, bebidas y jugos

azucarados, dulces biscochos, entre otros.

Por tal razon, este estudio se enfocd en evaluar el efecto de la dieta panamefia
sobre la obesidad y el sistema de saciedad basado en leptina. Para ello, se aplico
una “dieta panamefia” a ratones macho y hembras de la cepa C57BL/6. Esta dieta
de cafeteria (CAF) consistia en presentar alimentos altamente palatables, altos en
azucares y en grasas, de acuerdo con el consumo reportado en Panama de estos,
y en adicion a la dieta estandar. Al grupo control se aliment6 con la dieta estandar
(CHOW). Esta dieta se presenté por 10 semanas, durante las cuales se midio el
peso corporal, glucosa, leptina, y medidas de punto final fisiol6gicas. En la semana
10 de la fase de experimentacion, se les realizé la prueba de tolerancia de la glucosa

(GTT), seguido de colectas de muestras de sangre para inmunoabsorbancia



colorimétrica (ELISA) para la leptina y tejidos adiposos subabdominal y perigenital
para evaluaciones ex vivo. Encontramos que los ratones macho, poseian mayores
depdsitos de masa grasa, y mostraron niveles elevados de leptina a las 10 semanas.
Las hembras CAF aumentaron de peso en comparacion con las hembras control,
significativamente, pero al comparar con los machos CAF, la diferencia en los pesos
es mucho mayor, especulamos que este efecto se debe a la proteccién que genera
el estrégeno. Nuestros resultados son consistentes con otros estudios que han
evaluado dietas y resaltan la importancia de modificar los habitos de la dieta de
cafeteria panamefia. Es importante también destacar que, aunque en nuestro
estudio las hembras no desarrollaron cambios fisiologicos significativos, futuros
estudios pudiesen elucidar el efecto de estas dietas por periodos prolongados o bien
evaluar la contribucion del ciclo estral en este efecto. En conclusion, el consumo de

la dieta CAF provoca obesidad y cambios metabdlicos.



Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2018, define obesidad y sobrepeso
como una acumulacién excesiva o anormal de grasa que puede ser poco
beneficiosa para la salud. Una de las causas fundamentales de la obesidad y del
sobrepeso es el desequilibrio energético entre calorias consumidas y gastadas, que
puede deberse a factores como un aumento en el consumo de alimentos con alto
contenido caldrico, una disminucion de la actividad fisica, estilos de vida cada vez
mas sedentarios, entre otros (OMS, 2018).

La obesidad aumenta el riesgo de morbilidad y mortalidad, ya que se asocia a
enfermedades cardiovasculares (hipertension arterial, ateromas, eventos
cerebrovasculares), diabetes mellitus tipo 2, algunos tipos de cancer, apnea del
suefio, osteoartritis, dislipidemias, colelitiasis, enfermedad del higado y de la
vesicula, entre otros (Flores, 2013).

Entre de los factores que producen el sobrepeso y la obesidad estan la ingesta de
nutrientes con alto contenido en grasa; el sedentarismo, que conlleva a una
disminucién del gasto energético favoreciendo, asimismo, a la obesidad. La
inestabilidad emocional, factor que se asocia al desarrollo de la obesidad, ya que
conlleva una falta de autoestima lo que comporta: aislamiento, sedentarismo e
incremento de la ingesta (Aragonés et at., 2010). Muchos alimentos con alto
contenido caldrico, como carbohidratos refinados (harina blanca, arroz, dulces,
algunos lacteos, bebidas azucaradas, entre otros), grasas saturadas (comida
chatarra, carne de pollo, cerdo y vaca, chocolate, entre otros), acidos grasos trans,

entre otros, pueden producir sobrepeso y obesidad (Argallo et al., 2012).



La obesidad esté relacionada a los adipocitos; las funciones del tejido adiposo se
van modificando a medida que los adipocitos incrementan su tamafo, dependiendo
del grado de obesidad que presente el sujeto (Bays et al., 2008). Hay dos tipos de
tejido adiposo, blanco y pardo; el tejido adiposo blanco es responsable de la
secrecion de varios tipos de moléculas llamadas adipocinas, que son de importancia
en el equilibrio de diversos procesos fisiologicos (Almanza-Pérez et al., 2008). La
hormona leptina es una de las adipocinas que son sintetizadas y secretadas casi
exclusivamente por el tejido adiposo blanco y la produccion de esta es directamente
proporcional con la cantidad de tejido adiposo. La leptina es también producida por
algunas células inmunocompetentes y endoteliales, las cuales también segregan

esta hormona, pero en menor cantidad (Carlo et al., 2007; Wang et al., 2007).

La funcién primordial de la leptina es actuar a nivel de los receptores especificos,
sobre todo en el hipotdlamo, provocando una inhibiciéon de la ingesta por pérdida
del apetito (Banks et al., 2002). Desde un punto de vista anatomico, los receptores
de leptina se localizan en los nucleos arcuato, paraventricular, y en las areas
hipotalamicas ventromedial, lateral y dorsomedial (Gonzalez et al., 2010). La
obesidad se caracteriza por los niveles elevados de leptina, o hiperleptinemia. La
descripcion de este fenOmeno en una investigacion temprana con leptina, en
personas obesas, mostré una sobre expresion del gen ob en el tejido adiposo (Farr
et al., 2015).

En personas con esta condicion, los niveles de leptina aumentan, esto se debe a

que el transportador de la leptina esta cada vez mas saturado y bloquea el acceso



de esta hormona (Li & Li, 2016). Adicional a la regulacion de los niveles de leptina
por los adipocitos y la obesidad, varian segun el estado de alimentacién. En
periodos de ayuno, ocurre una reduccién en los niveles séricos de leptina,
provocando respuesta compensatoria en el balance energético (Palou, et al., 2001).
La secrecion de leptina varia de acuerdo con el ritmo circadiano.

La proteina es secretada en forma de pulsos, con una frecuencia aproximada de 45
minutos cada una. Este ritmo depende de factores como la alimentacion, de tal
forma que los niveles séricos de leptina aumentan en las primeras horas después
de ingesta y continlan su ascenso en el caso de sobrealimentacién (Licinio et al.,
1997).

En conjunto, estos antecedentes nos llevan a proponer que una dieta panameiia,
caracterizada por consumo altamente calorico, alto en grasa y azucares refinadas,
contribuira a obesidad en ratones C57BI/6 e incrementara los niveles de leptina
Sericos.

Este estudio se realiz6 debido a que en Panama existe un problema creciente por
la obesidad, cuya prevalencia en las sociedades occidentales es elevada y ha
aumentado en los ultimos afios. (Cortada & Coca, 2006). Segun la Organizacion
Mundial de la Salud 2018, desde 1975 la obesidad se ha triplicado en todo el mundo;
para el 2016, mas de 1900 millones de personas mayores de 18 afios, tenian
sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones eran obesos. La obesidad se asocia
con una serie de desajustes metabdlicos como son hipertrigliceridemia, dislipidemia,
hipertension, resistencia a la insulina, estado inflamatorio. En conjunto, este grupo

de alteraciones se denomina Sindrome Metabolico (SM) (Contreras et al., 2011).



El diagnéstico de este sindrome puede hacerse por la apariciéon de 3 0 mas de los
siguientes factores de riesgo: obesidad abdominal, triglicéridos altos, colesterol de
las lipoproteinas de alta densidad (cHDL) bajo, hipertensién e hiperglucemia en
ayunas (Amaya et al., 2007). En 2016, el 39% de las personas adultas de 18 o mas
presentaban sobrepeso, y el 13% eran obesas (OMS, 2018). En Panama, segun la
encuesta con representatividad nacional méas reciente (ERV, 2008), el 56.4% de los
adultos panamefos presenta sobrepeso y el 21%, obesidad. Al comparar entre
sexos, se reporta que el sobrepeso alcanza al 59.4% vy la obesidad 23.8% en las
mujeres; el sobrepeso y la obesidad en los hombres representa, 54.0% y 16.9%
respectivamente (ERV, 2008).

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) de la Contraloria
General de la Republica, las enfermedades cronicas no transmisibles relacionadas
con la nutricion ocupan las primeras causas de muerte en el pais entre 2012 y 2014;
enfermedades isquémicas del corazon, cerebrovasculares, diabetes mellitus y las
enfermedades hipertensivas.

El Plan Nacional de Seguridad Alimentaria y Nutricional de Panama 2017-2021,
muestra que los habitantes, entre 2007 y 2011, han incrementado el consumo de
alimentos que conllevan a sobrepeso y obesidad; por ejemplo, el consumo de
azucar de cafia aumento 4%, la carne de res 15%, la carne de cerdo 9%, la carne
de gallina 16%, el arroz 1%; en cambio, alimentos que son beneficiosos para la
salud disminuyeron, como por ejemplo: frutas como la naranja, importante por su
valor vitaminico, disminuy6 un 14%, la banana 35%, el platano 21%; alimentos como

el pescado fresco 65% y el pescado y mariscos 23%, estos ultimos son importantes



por el omega-3, el cual favorece al sistema cardiovascular, al cerebro y brinda
proteccion a la vista.

Por estas razones, fue necesario la realizacion de este estudio para comprender los
mecanismos de control de la ingesta. Con este proyecto se busca la descripcion
del efecto de una dieta local en pardmetros de salud de los animales de la colonia
de INDICASAT AIP y se definid su contribucion a la sefalizacion de saciedad
mediante la neurohormona leptina de manera sistémica. Este estudio contribuy6 a

entender la obesidad desde sus mecanismos celulares.

Revision bibliogréafica

La evolucién humana y la evidencia de los primeros hominidos, o sea, animales con
una capacidad mental suficientemente especializada, que se puede decir que son
ancestros de los humanos modernos y no de otros primates, proviene de Africa
(Bernard Wood Summary, n.d.). Los estudios fosiles han permitido restructurar con
precision los antepasados de los humanos modernos; hace 4.5 millones de afios
aparecieron los primeros bipedos, los Australopithecus; entre 1.6 y dos millones de
afos aparecieron los primeros miembros del género Homo ( Homo habilis y Homo
erectus), posteriormente hace 400 000 afios aparecié el primer Homo sapiens
arcaico; sucedido por el Homo sapiens neanderthalensis que aparecio hace 80 000
afos y, por ultimo, el Homo sapiens sapiens, primer hombre realmente moderno,
aparecio hace solo 40 000 afios (Arroyo, 2008).

El conocimiento del surgir de cada antepasado de los seres humanos modernos nos

puede dar evidencias del tipo de alimentacién de cada uno de estos grupos y esto,



a su vez, nos ayuda a comprender por qué el humano moderno, cambi6 su manera
de alimentarse después de la industrializacion. La evidencia fésil ha permitido la
reconstruccién de la dieta consumida y de como cambio a lo largo de la evolucién
de los hominidos (Arsuaga, 2002). Los cambios en el clima provocaron que las
selvas fueran menos densas y esto, a su vez, obligd a los hominidos a cubrir mayor
territorio para buscar alimento, como la recoleccion de semillas y frutas (Leakey &
Walker, 1997).

La postura bipeda, en la cual se comenzaron a desplazar los hominidos, contribuyo
que se redujera el &rea de exposicion directa al sol y esto facilitaba que se disipara
mejor el calor debido a una mayor superficie; esto permitid resistir mejor el calor
durante el medio dia y permitié6 a los hominidos ampliar su alimentacién por la
ingestion de carrofia, cuando la mayoria de los predadores se resguardaban del
calor (Teaford & Ungar, 2000). Con la aparicion de Homo habilis, se dio la
fabricacion de herramientas de piedra; y con la especie siguiente, Homo erectus, la
cual se caracteriz6 por incorporar a su dieta cantidades significativamente mayores
de carne, segun los esqueletos, conchas y espinas encontradas cerca de sus
cuevas (Eaton & Konner, 1985).

Con la aparicion de los humanos anatdmicamente modernos, la caceria de animales
grandes aumentd gracias a la realizacion de nuevas técnicas y herramientas; se
especula que en estas épocas la carne proporcionaba el 50% de la dieta (Eaton &
Konner, 1985). Segun Eaton y Konner, teniendo como base el registro fosil,
propusieron el término dieta paleolitica, la cual estaba basada en la ingesta de
carbohidratos, grasas y proteinas. Otra investigacion, de estos mismos autores,

siguiere los porcentajes; 37% de la energia derivada de proteinas, 41% de



carbohidratos y 22% de grasas, con una relacion de grasas
poliinsaturadas/saturadas favorable (1.4) y un contenido de colesterol bajo, esto
basado en los estudios con cazadores-recolectores existentes, los cuales tenian
una dieta paleolitica.

Esta discordancia en la dieta se refiere a los cambios en la alimentacion en la
especie humana a partir del surgimiento de la agricultura, la ganaderia y sobre todo
en los ultimos 150 afios, por la revolucion industrial; ademas esta aborda situaciones
fundamentales de enfermedades, como la aterosclerosis, la cual es el fundamento
de la mayoria de las muertes por enfermedades cardiacas y accidentes
cerebrovasculares; estas afecciones eran muy raras en nuestro homélogos
cazadores-recolectores, ya poseian niveles muy bajos de colesterol (Eaton et al.,
1988).

Los estudios de sus dietas muestran que consumian niveles bajos de grasas totales
y grasas saturadas e incluso estos niveles son mas bajos que los estandares;
ademas de los altos consumo de fibras que probablemente protegieron a sus
colones de los adenomas y esto a su vez pudo provocar los bajos niveles de
colesterol (Eaton & Konner, 1985). Este mismo autor afirma que la ingesta promedio
de sal de menos de un gramo por dia, pudo protegerlos de la hipertension y sin

obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 era poco comun.

Con el establecimiento de la agricultura y de la ganaderia, la alimentacion humana
y sobre todo el estilo de vida, ha experimentado cambios grandes, especialmente
en los ultimos 150 afios por el efecto de la revolucion industrial (Arroyo, 2008). Estos

cambios se pueden describir por el aumento de la ingestion de energia y



disminucién del gasto calo6rico; aumento del consumo de grasas, acidos grasos
omega-6 y &cidos grasos trans, y una disminucion de la ingestion de acidos grasos
omega-3; y por la disminucion del consumo de carbohidratos y fibras (Simopoulos,

2010).

Estos cambios en la dieta han llevado al ser humano a una discordancia evolutiva
de la dieta, lo que quiere decir que, en términos genéticos, los seres humanos viven
en un ambiente de nutricion que discrepa de aquel para el que nuestra constitucion

genética fue seleccionada (Simopoulos, 2010).

La mayoria de estos cambios han sido impulsados por la emergencia de la
agricultura y de la ganaderia, y la revolucion industrial, lo que nos ha llevado a
discordancia evolutiva, 0 sea se produce sobrepeso u obesidad (Cordain et al.,
2005). EI centro para el control y la prevencion de enfermedades (CDC), en una
investigacion realizada propone que el sobrepeso y obesidad puede producir las
siguientes enfermedades: enfermedad coronaria, diabetes tipo 2, hipertension,

dislipidemia, accidente cerebrovascular, entre otras.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2018, define obesidad y sobrepeso
como una acumulacién excesiva o anormal de grasa que puede ser poco
beneficiosa para la salud. Una de las causas fundamentales de la obesidad y del
sobrepeso es el desequilibrio energético entre calorias consumidas y gastadas, que
puede deberse a factores como un aumento en el consumo de alimentos con alto
contenido caldrico, una disminucion de la actividad fisica, estilos de vida cada vez

mas sedentarios (OMS, 2018); ademas de en este momento se puede atribuir como



causas de la obesidad a la disponibilidad de comida rapida econémica, la cual se
define como a aquellos alimentos de bajo valor nutritivo, que poseen altos
contenidos de azUcares, harinas o grasas, tales como botanas, refrescos,
pastelillos, dulces o cereales refinados (Chavez, 2013); disposicion genética y a
mecanismos metabdlicos (Buchwald,2018).

La obesidad aumenta el riesgo de morbilidad, la cual se asocia con un aumento del
costo de la atencion de salud, programas preventivos y disminucion de la calidad de
vida (Publica, 2001) y la mortalidad, se vincula con la aparicion de enfermedades
cardiovasculares (hipertension arterial, ateromas, eventos cerebrovasculares),
diabetes mellitus tipo 2, algunos tipos de cancer, apnea del suefio, osteoartritis,
dislipidemias, colelitiasis, enfermedad del higado y de la vesicula, entre otros
(Flores-Lazaro et al., 2011). Entre los factores que producen el sobrepeso y la
obesidad figuran la ingesta de nutrientes con alto contenido en grasa; el
sedentarismo, conlleva una disminucion del gasto energético favoreciendo a si
mismo la obesidad.

La inestabilidad emocional, factor que se asocia al desarrollo de la obesidad, ya que
conlleva una falta de autoestima lo que comporta: aislamiento, sedentarismo e
incremento de la ingesta (Angel Aragonés Gallego, 2010). Muchos alimentos con
alto contenido calérico, como carbohidratos refinados (harina blanca, arroz, dulces,
algunos lacteos, bebidas azucaradas, entre otros), grasas saturadas (comida
chatarra, carne de pollo, cerdo y vaca, chocolate, entre otros), acidos grasos trans
entre otros, contribuyen a producir sobrepeso y obesidad (Argallo et al., 2012).

Los seres humanos somos unos de los mamiferos mas gordos, la grasa en

proporcion a la masa corporal total fluctia aproximadamente el 10% en los muy



delgados el 35% en los obesos (Behav & Schoenemann, 2004). Después de la
industrializacion, el cambio de dieta es una de las principales causas de la relacion
entre modernizacion y obesidad. Esto implica que, con la occidentalizacién de las
dietas, el consumo de fibras disminuyd y aumento el consumo de grasas y azucar,

afectando de esta manera a las dietas tradicionales (BROWN & KONNER, 1987).

Segun la RAE, la occidentalizacion se conoce como:
dotar de caracteristicas que se consideran propias de la cultura o de la forma de
vida occidentales. No solo el cambio en la dieta puede causar obesidad, sino la
predisposicion genética; los genes, en el estilo de vida, implican en la etiologia de
la obesidad, aunque los factores que interactian entre si, no se conocen a fondo
(Stunkard, AJ, 2009).

La técnica mas utilizada para medir la obesidad es el indice de masa corporal (IMC),
la OMS lo define como un indice simple de peso para la estatura que se usa
comunmente para clasificar el bajo peso, el sobrepeso y la obesidad en adulto. La
OMS define estas categorias utilizando los puntos de corte: una persona con un
IMC entre 25,0 y 30,0 se considera que tiene "sobrepeso”; un IMC superior a 30,0

se define como "obeso". Se utiliza la siguiente férmula para calcular el IMC:

IMC Estado

Por debajo de 18.5 Bajo peso

18,5-24,9 Peso normal

25.0-29.9 Preobesidad o Sobrepeso
30.0-34.9 Obesidad clase |
35,0-39,9 Obesidad clase II

Por encima de 40 Obesidad clase llI




Pesol/estatura2=IMC. Tabla de la OMS para la clasificacion peso normal, sobrepeso
y obesidad, segun el IMC:

Segun el portal web, Our World in data, la obesidad representa el 8% de las muertes
anuales en 2017; las proporciones varian significativamente en todo el mundo.
Paises de ingresos medios, en Europa del Este, Asia Central, Africa del Norte y
Ameérica Latina, el porcentaje de muertes es de 15% en 2017 y con tendencia al
aumento. En la mayoria de los paises con ingresos altos, los porcentajes de muertes
son inferiores y oscilan entre el 8% y el 10%. Valores atipicos sobre el porcentaje
de obesidad en los paises de altos ingresos son Japén y Corea del Sur, donde solo
alrededor del 5% de las muertes son por obesidad; pero en los paises de Africa
subsahariana tenemos el mismo porcentaje de muertes, estas diferencias se deben
al tipo de alimentacion y a la escasez.

En Panam@, segun la encuesta con representatividad nacional mas reciente (ERV,
2008), el 56.4% de los adultos panamefios presenta sobrepeso y el 21% obesidad.
Al comparar entre sexos, se reporta que el sobrepeso alcanza al 59.4% vy la
obesidad 23.8% en las mujeres; el sobrepeso y la obesidad en los hombres
representa, 54.0% y 16.9% respectivamente (ERV, 2008). Estos porcentajes de
obesidad y sobrepeso en la sociedad panamefia, se debe a tres habitos alimenticios
muy arraigados en la poblacién; segun el estudio PREFREC del Instituto
Conmemorativo Gorgas para Estudios de la Salud, los panamefios consumen de
manera diaria, frituras, alimentos y bebidas azucaradas y comida rapida. La
investigacion arroja, con respecto a las frituras, de las 1158 personas, 32.3%,
consumen este tipo de alimento dos y mas veces al dia; en cuanto a los alimentos

y bebidas azucaradas, la mayoria de los encuestados afirma que consume este tipo



de alimento 2 veces o0 mas al dia y un 8.6% afirma que lo consume de manera
frecuente; en cuanto a la comida rapida, de los 845 individuos, un 23.5%, consumen,
por lo menos, una vez a la semana.

Es por ello que Panam& puede considerarse un pais en plena transicion
epidemioldgica, pues presenta altas prevalencias de sobrepeso y obesidad aun en
los sectores de pobreza y pobreza extrema, asociados a patrones inadecuados de

consumo y a una baja talla (Alimentaria, 2009).

Un estudio del Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) de la Contraloria
General de la Republica revela que las enfermedades crénicas no transmisibles
relacionadas con la nutricion ocupan las primeras causas de muerte en el pais entre
2012 y 2014; enfermedades isquémicas del corazén, cerebrovasculares, diabetes
mellitus y las enfermedades hipertensivas.

El Plan Nacional de Seguridad Alimentaria y Nutricional de Panama 2017-2021,
muestra que los habitantes, entre 2007 y 2011, han incrementado el consumo de
alimentos que conllevan a sobrepeso y obesidad; por ejemplo, el consumo de
azucar de cafia aumento 4%, la carne de res 15%, la carne de cerdo 9%, la carne
de gallina 16%, el arroz 1%; en cambio, alimentos que son beneficiosos para la
salud disminuyeron, como por ejemplo: frutas como la naranja, importante por su
valor vitaminico, disminuy6 un 14%, la banana 35%, el platano 21%; alimentos como
el pescado fresco 65% y el pescado y mariscos 23%, estos ultimos son importantes
por el omega-3, el cual favorece al sistema cardiovascular, al cerebro y brinda

proteccion a la vista.



Segun otro estudio del Instituto de Nutricion de Centro América y Panama, en pais,
la obesidad ha aumentado en ambos sexos, observando este aumento con mayor
magnitud entre las mujeres, y también en las zonas urbanas, rurales e indigenas.
En 1982, la prevalencia de obesidad, con un indice de masa corporal (IMC) = 30
kg/m2, en los varones fue de 3.8% y en las mujeres el 7.6%. En 2003, en los
hombres, la prevalencia aument6 a 14.4% y en las mujeres de 21.8%. En 2008, la
prevalencia de obesidad en los hombres fue de 16.9% y en las mujeres fue de
23.8%. Sin embargo, en 2007, la percepciéon nacional de la obesidad era solo del
4% en varones y 6.7% en mujeres. Esta disparidad plantea la preocupacién de que,
si bien mas de la mitad de la poblacién adulta del pais tiene sobrepeso o es obeso,
la percepcién sobre la obesidad en la poblacion general puede ser diferente.

Entre todos estos nimeros alarmantes, Panaméa ha dado avances para combatir la
epidemia de obesidad como la aprobacion de la Ley 75 de 2017, la resolucion 49
del MINSAy lareciente Ley 570 aprobada en tercer debate en la Asamblea Nacional
que establece un impuesto selectivo al consumo de bebidas azucaradas. En vista
de esta problemética, el Ministerio de Salud crea la campafia del Dia Nacional de
Prevencion y Combate a la Obesidad, la cual cuenta con el apoyo de la Asociacion
Panamefia de Nutricionistas Dietistas y hace un llamado a la poblacion para frenar

el avance de esta epidemia.

La principal herramienta para esta campafia es la educacion y la misma debe
comenzar en casa, haciendo pequefios cambios en nuestra alimentacion diaria;
cada semana elija una tarea y conviértala en la “Meta Familiar de la Semana o de

la Quincena o del Mes”. Son preocupantes los altos niveles de obesidad y



sobrepeso en los panamefios frente a la presencia del nuevo coronavirus en

Panama, ya que este es un factor de riesgo, afirma la Caja de Seguro Social.

Sistema digestivo y sistema de ingesta y su regulacion
El sistema digestivo consiste en un grupo de 6rganos que degradan los alimentos
ingeridos hasta tamafio de moléculas mas pequefias que pueden ser usadas por
las células del cuerpo; este aparato estd compuesto por dos grupos de organos: el
tubo y los 6rganos digestivos accesorios (Tortora & Derrickson, 2018).
El aparato digestivo esta conformado por boca, la mayor parte de la faringe, el
esoéfago, el estbmago, el intestino delgado y grueso y por los érganos accesorios
como: los dientes, la lengua, las glandulas salivales, el higado, la vesicula biliar y el
pancreas (Digestologia, 2018).
El sistema digestivo contiene los alimentos desde el momento en que son ingeridos
hasta que son digeridos, absorbidos o eliminados. Las contracciones musculares
en la pared del tubo digestivo degradan fisicamente los alimentos por batido o
agitacion y los impulsan a lo largo del tubo, desde el eséfago hasta el ano (Tortora
& Derrickson, 2018).
El aparato digestivo realiza seis procesos basicos:
1. Ingestion: Este proceso implica introducir alimentos y liquidos en la boca
(comer).
2. Secrecion: cada dia, las células de la pared del tubo digestivo y de sus
organos accesorios secretan un total de 7 litros de agua, &cido,

amortiguadores y enzimas que entran en la luz del tubo.



w

Motilidad: contracciones y relajaciones alternadas del musculo liso en la
pared del tubo digestivo mezclan los alimentos y las secreciones, y los
desplazan en direccién al ano.
4. Digestion: es el proceso de degradacion de los alimentos en moléculas mas
pequefias, esta puede ser de dos tipos, quimica y mecanica.
5. Absorcion: movimiento de los productos de la digestién en la luz del tubo
digestivo para pasar a la sangre o linfa;
6. Defecacion: eliminacion del material no digerible (National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2018).
Todas las funciones digestivas globales necesitan un funcionamiento coordinado e
integrado de varios subsistemas del tubo digestivo como, por ejemplo: el epitelio
mucoso, la musculatura y las vasculaturas sanguinea y linfatica y las glandulas
anexas y con la ayuda del sistema nervioso, tanto entérico, periférico y central
(Palma & Sanhueza, 2001). La compleja red neural esta integrada por la pared del
tubo digestivo (inervacion intrinseca) y esta a su vez se comunica con el sistema
nervioso central (inervacion extrinseca); ambos son los responsables de mantener
la actividad de todos los subcomponentes del tubo digestivo integrada(Goyal &
Hirano, 1996).
La red neural intrinseca esta conformado por el sistema nervioso entérico(SNE), se
le considera la parte mas compleja del sistema nervioso periférico, este esta
constituido por células gliales y neuronas, alrededor de 80 a 100 millones de
neuronas, una cantidad mucho mayor que las presentes en la médula espinal, pero
menor que las situadas en el encéfalo; esta red compleja de neuronas y células de

sostén son capaces de generar informacion, integrarla y producir una respuesta



(Oswaldo Romero-Trujillo et al., 2012). EI SNE proviene de las células de la cresta
neural y dan origen a dos plexos nerviosos: submucoso de Meissner y mientérico
de Auerbach (Mazzone & Farrugia, 2007).

El plexo submucoso (Meissner), se localiza anatdmicamente entre la capa interna
de la capa muscular circular y la submucosa y en el intestino delgado y el colon esté
mas desarrollado. Su principal funcién es la regulacién de las funciones de digestion
y absorcién en la mucosa y de los vasos sanguineos, dependiendo de la
estimulacién producida por los nutrientes (Navarro, 2002). EIl plexo mientérico
(Auerbach) se localiza entre las capas musculares, circular y longitudinal, a lo largo
del tubo digestivo; su principal funcion es la coordinacion de la actividad de las
capas musculares. (Palma & Sanhueza, 2001).

El sistema nervioso entérico esté inervado por 4 tipos de neuronas (Fleming et al.,
2020):

1. Neuronas aferentes intrinsecas primarias (NAIP): son responsables de
responder a estimulos mecénicos y quimicos y regulan las funciones
fisiologicas del tubo digestivo, comunicando informacion a otras neuronas.
Se localizan en ambos plexos nerviosos y son neuronas colinérgicas.

2. Neuronas motoras: inervan las capas musculares del tubo digestivo, vasos
sanguineos y las glandulas; segun su funcién pueden ser excitatorias o
inhibidoras. En la funcidn excitatoria, los neurotransmisores principales son
la acetilcolina y la taquicininas y en la inhibitorias estan el 6xido nitrico,

GABA, ATP, mondxido de carbono entre otros.



3. Interneuronas: se encargan de integrar la informacion producida por las NAIP
y de enviar esta informacion a las neuronas motoras; pueden ser de dos tipos
ascendente o descendente segun el tipo de informacién que transporten.

4. Intestinofugas: son responsables de conducir sefiales eferentes y funcionan

como mecanorreceptores que detectan cambios en el volumen intestinal.

En el aparato digestivo tiene una doble inervacion extrinseca por medio del sistema
parasimpatico y simpatico. Ambos sistemas poseen fibras aferentes, sensoriales
que comunican informacion al sistema nervioso central y fiboras motoras eferentes
que inervan los érganos efectores (Phillips & Powley, 2007)

Las neuronas del SNE pueden funcionar de manera independientemente, pero
estan sometidas a regulaciones provenientes del sistema nervioso auténomo. El
nervio vago (X) provee de fibras parasimpaticas a la mayoria del tracto digestivo,
exceptuando la ultima mitad del intestino grueso, la cual es inervada por fibras
parasimpéaticas de la médula espinal sacra (Tortora & Derrickson, 2018).

Las neuronas parasimpaticas preganglionares del nervio vago o nervios esplacnicos
pélvicos forman sinapsis con neuronas parasimpéaticas posganglionares situadas en
los plexos mientérico y submucoso. A su vez otras neuronas parasimpaticas
posganglionares forman sinapsis con neuronas del SNE y otras inervan al mdsculo
liso y a las glandulas localizadas en la pared del tubo digestivo (Toro, 2005).

El estimulo de la parte de los nervios parasimpaticos que inervan el tubo digestivo
incrementa la secrecion y la motilidad al elevar la actividad de las neuronas del SNE;
los nervios simpaticos que inervan el tubo digestivo vienen de las regiones toracica

y lumbar superior de la médula espinal, estas neuronas simpaticas forman



conexiones neuronales con el SNE (Roa & Meruane, 2012). Los nervios simpéticos
que inervan el aparato digestivo producen una disminucién de la secrecion y la
motilidad gastrointestinal porque inhiben las neuronas del SNE (National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2018).

En todo el mecanismo de fibras preganglionares simpaticas y parasimpaticas el
principal neurotransmisor es la acetilcolina. La inervacién posganglionar simpaticas
tiene como neurotransmisor a la noradrenalina y las parasimpéticas a acetilcolina.
Estas fibras de las terminaciones ganglionares y posganglionares de los
mediadores mencionados coexisten con otros péptidos como: VIP, SP, dinorfina,
CGRP, los cuales actian como moduladores de la neurotransmision (Palma &
Sanhueza, 2001).

Todos estos mecanismos neuronales son activados por el simple gesto de tener el
pensamiento de comer, por lo cual el proceso de la alimentacion es transversal en
la vida del ser humano, el cual estd medido por componentes fisiolégicos y
ambientales (Forero & Gomez, 2021). La accidn de comer es un conjunto de formas
complejas y diferentes de conducta; por lo tanto, la regulacién del apetito y de la
ingesta se ve afectada por numerosas sefales hormonales y neuronales,
incluyendo el ambiente y cambios en la dieta y el ejercicio (Carranza, 2016).

En la fisiologia del apetito y de la ingesta una de las regiones importantes para
entender este proceso es el hipotdlamo, ya que este posee conexiones reciprocas
entre los centros corticales superiores, como las vias limbicas emparentadas con la
recompensa, y el tronco cerebral; la regulacion del hipotalamo se basa en dos
componentes: la homeostasis y el control hedonista (Suzuki et al., 2014)

Hace sentido definir antes de continuar, ¢Qué es hambre, apetito y saciedad?



La necesidad fisiol6gica de consumir alimentos se le conoce como hambre, en
cambio apetito es el deseo psicoldgico de comer ya que esté ligado a experiencias
sensoriales y a la parada de la alimentacion cuando se produce el alto del aparato
digestivo se considera saciedad (Blundell et al., 2015).

Segun (Vasquez-Machado & Ulate-Montero, 2010), la ingesta de los alimentos es
el comienzo de un complejo proceso de seiales cerebrales en respuesta a
estimulos externos; el proceso de ingestion o alimentacion tiene como comienzo un
incentivo de alcanzar la meta alimentaria, por medio de las siguientes fases:

1. Fase de inicio: comienza con cambios en la corteza cerebral, que permite la
seleccion de un programa motor Optico, toda ingestion de alimentos
comienza con la visualizacion de estos.

2. Fase de consumo: se comienza con la secrecion de saliva, acido clorhidrico,
insulina, otras respuestas reguladoras.

3. Fase de término: accién de las sefiales de llenado gastrico y saciedad.
Como se menciond anteriormente, la ingesta de los alimentos es regulada por un
complejo mecanismo en el que participa el hipotalamo, el cual regula las sefiales de
hambre y saciedad. Estas sefalizaciones permiten alcanzar la homeostasis de la
energia, a través del nacleo lateral (produce la sensacion del hambre) y el nlcleo
ventromedial (control y manejo de la sensacion de saciedad durante el consumo de
los alimentos). En cambio, los nucleos paraventriculares, dorsomediales y
arqueados aportan a la regulacion de la ingesta de alimentos y contribuyen con la
produccion de hormonas tiroideas, suprarrenales, insulina y glucagon, como

también grelina y leptina. Con lo explicado anteriormente se da la regulacion de la



ingesta y el balance energético a corto, mediano y largo plazo (Gonzalez-Jiménez
& Schmidt Rio-Valle, 2012).

Los ensayos experimentales donde se dafian los nucleos hipotalamicos
ventromedial y paraventricular, se ha producido hiperfagia y obesidad, en cambio si
el dafio se efectla hipotalamo lateral produce anorexia severa y pérdida de peso
corporal. Por lo tanto, se llego a la conclusion de que el nacleo ventromedial es el
centro de la saciedad y que hipotalamo lateral es considerado el centro del hambre

(Schwartz et al., 2000).

Para comprender con mayor brevedad la ingesta y la saciedad, hay considerar dos
términos: orexigénico y anorexigénico; el primero se entiende por un farmaco,
hormona o compuesto que aumenta el apetito (ingesta), entre las hormonas se
encuentran la grelina, orexina o el neuropéptido Y, proteina Agouti (AgRP) entre
otros; la grelina actia en la regulacién anabdlica a corto y largo plazo de la ingesta
(Diepvens et al., 2008). Los compuestos anorexigénicos (saciedad) son farmacos u
hormonas que disminuyen la ingesta de alimento, por ejemplo: pro-
opiomelanocortina (POMC), a-hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH) y
el péptido relacionado a la cocaina y anfetamina (CART); la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la leptina (Lor
et al., 2005). La regulacion que llevan estas dos clases de hormonas se da a corto,

mediano y largo plazo.

Regulacién anabdlica a corto plazo de la ingesta (orexigénico)



La regulacién a corto plazo es simplemente dar inicio y fin a una comida. El inicio
puede estar ligado a la observacién de los alimentos, si son agradables a la vista,
se activara el sensor de gusto, mientras si sucede lo contrario no se dara el deseo
de comerlos. Esta regulacion estd medida por factores sensoriales, factores
gastrointestinales, factores metabdlicos, sefales moleculares periféricas y sefiales
moleculares centrales.

El instante previo a cada alimento, 10 a 15 minutos antes, participan multiples
factores que incentivan a la ingesta de alimentos, por ejemplo: A. factores
neurosensoriales: la ingesta de alimento implica la existencia de circuitos
neuronales que se comunican entre si, el hipotdlamo, el tdlamo, la amigdala, el
hipocampo y varias areas de la corteza cerebral, donde proyectan aferencias sobre
neuronas productoras de sefiales moleculares centrales que integran la conducta
alimentaria (Blundell et al., 2015). a. Receptores externos: son sensitivos que
comunican con el medio externo, son determinantes en la seleccion de los
alimentos. Participan en la estimulacion e inhibicion de la ingesta de alimentos
(Leibowitz, 1992). b. Vision: a consumir un alimento hay dos factores concluyentes
a la hora de comer, el aspecto y color de los alimentos lo que induce a consumirlos
0 no. c. Olfato: para el comportamiento alimentario es el esencial este sentido,
funciona para localizar la comida, palatabilidad, la conservacion, toxinas y
elementos extrafios. d. Gusto: influye con mayor relevancia en la conducta
alimentaria, en su mayoria se prefieren los alimentos dulces, salados y agrios, en
vez de amargos, el cual se asocia con sustancias toxicas (Leibowitz, 1992).

B. Factores gastrointestinales: generan la sensacion de hambre por medio la

contraccion ritmica gastrica (Oswaldo Romero-Trujillo et al., 2012).



C. Factores metabdlicos: a. Nivel de glucemia: un descenso de glucemia del 12%
(10-15 mg/dL) antes de la sensacion de hambre es ocasionado, al parecer, por el
incremento de la insulina plasmética, ayudada por el nervio vago, generando una
respuesta a una sefal central proveniente de las células glucosensibles del
hipotalamo lateral y del nacleo ventromedial, que al detectar el nivel de glucemia
bajos comienzan a descargar con mayor frecuencia (Gonzalez-Jiménez & Schmidt
Rio-Valle, 2012).

D. Sefiales moleculares periféricas

Dentro de estas sefiales estan las compuestas por la hormona grelina, la cual es
producida predominantemente en el estbmago y estimula el apetito a corto y largo
plazo; los efectos de esta hormona se presentan en la regulacion a largo plazo
mayormente; esta abre el apetito para la posterior ingesta (Tataranni et al., 1996).
Las hormonas tiroideas también participan en la estimulacion del metabolismo basal
produciendo un balance energético negativo, el cual se asocia con la pérdida de
grasa corporal y la disminucion de los niveles de leptina e insulina. Los
glucocorticoides por su parte incrementan el consumo de alimento y tienen un papel
antagonista frente a la insulina y leptina sobre los péptidos anorexigenos
hipotaldmicos; esta hormona tiene una accién anabdlica en el SNC y catabdlica en
organos y tejidos periféricos (Tataranni et al., 1996).

E. Sefales moleculares centrales

Estas sefiales estdn mediadas por neurotransmisores, por ejemplo, la serotonina,
que se produce en los nucleos caudales del tallo cerebral y posee efectos
anorexigenos, especialmente, en los alimentos ricos en carbohidratos. Esta

hormona participa en la fase terminal de alimentacion actuando de manera sinérgica



con sefiales periféricas postprandiales con la consecuente elevacion de los niveles
de colecistocinina en el hipotalamo (Chambers et al., 2013). La noradrenalina (NA),
es otra hormona que participa en la sefializacion moleculares centrales, se produce
en el tallo cerebral en las neuronas del complejo dorsal del vago y del locus
coeruleus. La NA actua con acciones anabdlicas sobre los receptores a2
adrenérgicos situados en el nacleo paraventricular, estimulando el apetito con

referencia hacia los carbohidratos (Holub, 2020).

Regulacién catabdlica a corto plazo de la ingesta (anorexigénicos)

La porcién de los alimentos ingerida en cada comida y la fase de culminacién de la
alimentacion estan controladas a corto plazo por la sefializacién de llenado y
saciedad y a largo plazo por la leptina. El sistema nervioso central recibe
informacién sobre el aumento en las reservas de grasa, la sefial de saciedad de
colescistocinina se hace mas efectiva para la producir el término de la alimentacion
y disminuir la ingesta de alimentos, y pasa todo lo contrario cuando el cerebro recibe

sefiales de disminucion de la adiposidad (Rolls, 2006).

Regulacién de la ingesta a medio plazo

El apetito es regulado a mediano plazo por la hormona conocida como péptido YY;
es un péptido de 36 aminoacidos, perteneciente al mismo grupo del polipéptido
pancreatico y neuropéptido Y, esta se sintetiza en las células L del

intestino(Simpson et al., 2012); se ha comprobado que el péptido YY tiene la



capacidad de disminuir un 36% el volumen de alimentos ingeridos de manera
inmediata y un 33% el volumen total en 24 horas. Por lo antes mencionado se le

considera un regulador a mediano plazo de la ingesta (Suzuki et al., 2014)

Regulacion de la ingesta a largo plazo

En cuanto a la regulacion a largo plazo, lo primordial es mantener el peso corporal
del individuo, con mayor atencion en las reservas de tejido adiposo (Residente et
al., 2014). Esta regulacién tiene lugar a expensas de sefiales periféricas de
adiposidad y neurotransmisores centrales (Moss et al.,, 2012). Estas sefiales
periféricas de adiposidad se integran por dos moléculas de origen hormonal, la
leptina y la insulina. La secrecién de ambas se regula en funcion del volumen graso
organico total. Estas actlan inhibiendo los procesos anabdlicos y estimulando los

catabdlicos (Jéquier, 2002).

Sistema anabodlico de regulaciéon a largo plazo (orexigénico)

La ingesta esté regulada, junto con otros compuestos, por el neuropéptido Y (NPY),
el cual estd conformado por 36 aminoacidos y se sintetiza en el nlcleo arqueado
del hipotalamo (Schwartz et al., 2000). Las inervaciones se proyectan a distintas
areas del hipotalamo involucradas en el control de la ingesta. Las restricciones a la
ingesta activa mecanismo que incluyen el aumento del NPY y de la
inmunorreactividad en el ndcleo NPV y aumento en la expresion de su ARNm en el
nacleo arcuato (Sahu et al., 1988). Ademas de estimular la ingesta de comida, NPY
participa en el almacenamiento de grasa y aumento de peso y actia como un factor

opresor del deseo sexual, la locomocion y el gasto de energia en el cuerpo; los



niveles del NPY a lo largo del tiempo y su relacion con los periodos de alimentacién
y ayuno, ha contribuido a la formacién de una estrecha conexion entre el NPY, el
hipotdlamo y la consumo de alimentos, lo cual manifiesta un papel fundamental
para el NPY en el control del apetito a largo plazo (Minor et al., 2009).

La proteina Agouti (AgRP) es una molécula con un gran potencial orexigénico,
conformada por 132 aminoéacidos y se produce principalmente en el nlcleo arcuato,
esta proteina tiene efectos orexigénicos en particular para las dietas ricas en grasas
y sacarosa; ademas disminuye la termogénesis en el tejido graso pardo y condiciona
un aumento de peso. La Agouti aumenta en periodos de ayuno, cuando las
concentraciones de leptina son bajas, lo cual inhibe la accion de la leptina y en
cambio aumenta el consumo de alimentos (Sohn, 2015).

La regulaciéon de la ingesta también es llevada por las orexinas A y la B; estas se
han identificado en el hipotdlamo, como también en el estbmago, intestino delgado
y el pancreas. La funcién de este compuesto es modular la secrecién de insulina y
poseen acciones integradoras del eje cerebro-intestinal, que regula el apetito.
Ambas son moduladas por la leptina (Residente et al., 2014). Otra hormona
importante en la regulacion anabdlica de la ingesta es la grelina, de la cual se habl6

anteriormente.

Sistema anabdlico de regulacion a largo plazo (anorexigenos)

La principal hormona en la regulacion catabdlica de la ingesta es la leptina
sintetizada principalmente por el tejido adiposo, aunque también puede ser
producida por la hipdfisis, el hipotalamo, musculo esquelético, placenta, mucosa

gastrica y el epitelio mamario; la circulacion varia en proporcion al volumen de grasa



almacenado del individuo, esto quiere decir que la cantidad de leptina es
proporcional al volumen de acidos grasos acumulados (Robertson et al., 2008). Por
medio de esta hormona el hipotdlamo controla el estado nutricional del organismo,
modulando la ingesta y contrarrestando un potencial balance energético positivo. La
leptina provoca la activacion de sistema efectores catabolicos, esto provoca la una
reduccion de la adiposidad por medio de la inhibicion del apetito, lo cual estimula el
gasto energético e inactiva los sistemas efectores anabdlicos, como consecuencia
de esto se favorece el proceso de lipolisis del tejido adiposo (Robertson et al., 2008).
Ademas de la leptina, la insulina ayuda a la formacion de tejido adiposo e
incrementa la produccién de leptina, tiene efectos anorexigenos que disminuyen la
expresion de NPY en el NAr. La insulina activa la termogénesis al activar la actividad
del sistema nervioso simpético; de igual forma, estimula la actividad de sefiales de
saciedad con efectos catabdlicos, como son la CCK y la CRH, esto constituye una
conexion entre la regulacion del apetito y del metabolismo energético a largo plazo
(Pinheiro et al., 2008). Con relacion al péptido YY, este participa en la regulacion
de la ingesta, contiene 36 aminoacidos y se produce principalmente en las células
L del intestino, este aumenta tras comer y disminuye en periodos de ayuno.
Después de la digestion se liberan dos formas del péptido: PYY1-36 y PYY3-36, se
ha comprobado que el PYY3-36 reduce la ingesta en humanos y roedores (Penin,
2008).

El apetito también es regulado por el sistema de las melanocortinas, el cual esta
conformado proopiomelanocortina (POMC), esta se transforma
postraduccionalmente produciendo otros péptidos biolégicamente activos, por

ejemplo: ACTH, B-endorfinas y MSH qa, B y y. Estos ejercen efectos a través de los



receptores para la melanocortina (MCR); ademas antagonizan los efectos de la
AGRP (Cone, 2005). De los 5 receptores del sistema de las melanocortinas (MC1R-
MC5R), los MC3R y MC4R se expresan en regiones del sistema nervioso central
directamente relacionadas con el control del apetito (Santos, 2009). El péptido
relacionado a la cocaina y anfetamina (CART), también se relaciona con la
inhibicion de la ingesta de alimentos; la expresion del ARNm de CART se han
hallado en varias regiones del hipotalamo relacionadas con la ingesta de alimentos
como: NPV, HL, HDM, ARC, también han encontrado en la eminencia media, la
hipdfisis y la médula adrenal (Cabrera- et al., 2005). En experimentos con ratones
deficientes de leptina, se ha observado que CART media algunas de las acciones
de la leptina, donde se observa que hay disminucién en la expresion de CART, pero
se incrementa cuando se suministra un tratamiento con leptina (Aja et al., 2019).

Este sistema de regulacion, tanto anabdlico como catabdlico, se puede ver afectado
en su mayoria por los trastornos de la conducta alimentaria (TCA); constituyen un
grupo de afecciones biopsicolégicas graves, multifactoriales, con alto riesgo de
muerte (Valle & Covarrubias-esquer, 2019). Entre los TCA estan: Segun Real
Academia Espafola define a la anorexia: como el sindrome de rechazo de la
alimentacion por un estado mental de miedo a engordar, que puede tener graves
consecuencias patolégicas; de igual forma define bulimia como: sindrome de deseo
compulsivo de comer, con provocacion de vomitos y consecuencias patologicas y
por ultimo esta el trastorno evasivo/restrictivo de alimentacion (ARFID): se define
como la pérdida significativa de peso o deficiencia nutricional, con dependencia de

algun suplemento dietético (Bulik, 2015).



En estudios sobre obesidad, se han descrito alteraciones cortico-limbicos que
conllevan al consumo excesivo de calorias, como también modificaciones en la
sensacidn de saciedad y falta de control de impulsos. En el caso de los TCA se
comportan de forma inversa. En otros estudios, se ha observado que las variaciones
en los niveles de serotonina modifican la regulacion del apetito, conductas ansiosas
y comportamientos obsesivos (Volkow et al., 2011). En pacientes con anorexia, el
ayuno disminuye de manera significativa los niveles de serotonina, lo cual reduce la
sensacion de ansiedad y esto incrementa a medida que aumente la desnutricién
(Valle & Covarrubias-esquer, 2019).

En la anorexia nerviosa aun no se han determinado las bases de los mecanismos
especificos que originan esta enfermedad, pero se conoce que esta causa una
restriccién cal6rica severa, se producen procesos de neuroinflamacion promovida
por las células gliales, lo cual con lleva un impacto en el hipotalamo, ademas de
producir déficits cognitivos en regiones del hipocampo y la corteza prefrontal

determinados por medio de estudios de resonancia magnética (Reyes, 2018).

La bulimia comUunmente se asocia con una disminucién en el tono de la
neurotransmision serotoninérgica en el sistema nervioso central. Estas alteraciones
involucran tanto la liberacion de serotonina, lo cual conlleva una modificacién en la
funcién de los receptores, en especial del receptor 5-HT1Ay de sus transportadores.
Comunmente la hipofuncion serotoninérgica es mas marcada en pacientes con
bulimia; sin embargo, en comparacion de otras afecciones neurobioldgicas en la

bulimia la hipofuncion persiste pesar de la recuperacion sintomatica, lo cual sugiere



que hay una modificacion en el equilibrio entre la neurotransmisién excitatoria e

inhibitoria en los circuitos corticos-limbicos y corticos-estriatales (Kaye et al., 2005).

Mecanismo de accion de la leptina y disfunciones

La obesidad y el sobrepeso es una problematica mundial, donde su prevalencia
aumentado nivel global y ha triplicado entre 1975 y 2016; es reconocida como
enfermedad por la Asociacion Médica estadounidense y por la Organizacion
mundial de la Salud, tomando como base sus caracteristicas metabdlicas y
hormonales, como la desregulacion del apetito, el balance energético anormal,
difusién endocrina entre otras (Aguilera et al., 2019). La base de la obesidad es un
desequilibrio energético positivo, donde la ingesta energética supera al gasto
energético. El sistema nervioso es el encargado de mantener el equilibrio entre la
ingesta y el gasto de energia, este recibe informacion neural y quimica sobre el
estado energético del cuerpo, lo integra y genera una respuesta adecuada para
mantener la homeostasis (Bauer et al., 2016).

Algunas de las sefales producidas por el sistema nervioso consisten en
adipocitoquinas, las cuales son producidas por el tejido adiposo, ademas de servir
de reservorio energético también es un 6rgano endocrino activo que regula muchos
procesos metabdlicos (Basain Valdés et al., 2016). El tejido adiposo actua, en
términos de sus capacidades metabdlicas, de forma heterogéneay se ha observado
gue existen variaciones en su actividad, lo cual depende del sitio de depdsito de la
grasa, por ejemplo: subcutaneo (80%) o visceral (20%). Los depdésitos viscerales

tienen adipocitos de menos tamario y estan mayormente vascularizados, con mayor



inervacion simpética y gran numero de receptores (3 adrenérgicos, lo que le confiere
mayor actividad y relacién con la obesidad (Bertha & Robledo, 2010).

Las células del tejido adiposo se les conoce como adipocitos, los cuales se
especializan en la acumulacion de lipidos, como se ha mencionado anteriormente.
Existen dos tipos de células adiposas, las cuales se diferencian en células adiposas
blancas y células adiposas marrones o pardas; los adipocitos blancos poseen una
sola vacuola de grasa que ocupa todo el citoplasma, en cambio, los adipocitos
marrones se caracterizan por la presencia de multiples vacuolas de grasa, asi como
una gran cantidad de mitocondrias en su citoplasma (Esteve Rafols, 2014).

En el ser humano ambos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco (WAT) y
el tejido adiposo marron o pardo (BAT), presentan diferencias a nivel de su
funcionalidad, su morfologia y su distribucion. El WAT es el principal reservorio de
energia, es un 6rgano secretor de una gran cantidad de hormonas y citoquinas que
actian en el metabolismo del organismo; por otro lado, el tejido adiposo marrén o
pardo se especializa en el gasto energético por medio de la termogénesis. (Basain
Valdés et al., 2016).

El tejido adiposo blanco en exceso genera obesidad, una respuesta inflamatoria
cronica de bajo grado, esto es debido a que este tejido aumenta la secrecion de
moléculas inflamatorias, como la leptina, el factor de necrosis tumoral alfa, la
interleucina 6 y la resistina y disminuye la secrecion de la adiponectina, citocina con
accion antiinflamatoria (Franchini et al., 2010).

La leptina es una de las hormonas producidas por este tejido y sus niveles estan
relacionados con el estado nutricional y el almacenamiento de energia (Heinonen

et al., 2020). Ademas de la leptina el tejido adiposo blanco produce las siguientes



adipocinas: neuropéptido Y, adiponectina, resistina, visfatina, omentina, vaspira,

apelina, adipsina, lipoproteina lipasa entre otras (Esteve Rafols, 2014).

Descubrimiento de la leptina

Antes de la descripcion de la leptina se sospechd que los adipocitos contribuian
activamente en el control de la homeostasis energética, utilizando una sefal
hipotetizada de un adipostato para indicar la cantidad de energia almacenada en
las reservas tisulares. (Argente & Chowen, 2014). En el afio 1994 con el
descubrimiento de gen mutante encargado de la obesidad en el raton ob/ob por
Zang et al (Zhang et al., 1994). La descripcion de la nueva hormona, llamada leptina,
del griego leptos (delgado), ha sido desde su descubrimiento objeto de investigacién
desde entonces; el gen de la hormona se localiza en el cromosoma 7, esta se
produce en su mayoria en tejido adiposo, pero la leptina también se puede secretar
o producir, en niveles bajos, en otros tejidos (Green et al., 1995). En 1995 se
identific6 que el producto del gen ob tenia efectos que disminuian el peso y se
postulé como una sefial periférica importante para el control central del metabolismo
y se demostré que la proteina recombinante reducia el consumo de alimentos y el
peso corporal en ratones ob/ob, asi como en los ratones en ayunas (Rentsch et al.,
1995).

Con los experimentos realizados se demostré que la leptina, una vez producida por
el tejido adiposo, circulaba en el suero y que su expresion aumentaba en animales
obesos y disminuia en periodos de ayuno y se incrementaban en la ingesta de

alimentos. Cuando se realizaron los estudios en seres humanos se encontr6 que el



gen se incrementaba en el tejido adiposo y que los niveles séricos de leptina por

ende estaban elevados en sujetos obesos (Ogawa et al., 1995).

Fisiologia de la leptina

El gen ob en humanos, igual que en los ratones, se encuentra en el brazo largo de
cromosoma 7, este codifica una proteina de 167 amino&cidos con un peso molecular
de 16kD denominada leptina; se describié originalmente a través de la clonacion
posicional de ratones ob/ob. Esta hormona es de origen peptidico, secretada en la
sangre y es producida principalmente por el tejido adiposo blanco, en menor medida
por la placenta, el estbmago y las células estelares del higado y los niveles estan
correlacionados positivamente con la cantidad de grasa corporal del individuo
(Considine, 1996) (Gonzélez Jiménez Emilio et al., 2010).

En 1995 el receptor de la leptina fue descrito por primera vez por Tartaglia et al, por
medio de la utilizacién de leptina marcada e identificando su existencia en los plexos
coroideos de ratdn. Existe una gran variedad de isoformas del receptor en humanos,
isoformas cortas y largas. El receptor de la isoforma corta se compone de una region
receptora compuesta de 816 aminoacidos y de un dominio de transmembrana de
34 aminoacidos (Morales Clavijo & Carvajal Garcés, 2010). La isoforma larga esta
compuesta por un dominio efector constituido por 303 aminoacidos y se encarga de
la activacion de sefales intracelulares. Hoy dia se conoce que la isoforma larga
predomina en el hipotdlamo y su funcién principal es mediar el efecto de la leptina
a nivel del SNC. (Farooqi et al., 2007).

En estudios en humanos y roedores se demostro que el receptor de la leptina se

expresa en casi todos los tejidos, pero la mayoria de estos corresponden a



isoformas intracelulares pequefias del receptor; en cambio, los niveles elevados de
la isoforma larga se expresan en el hipotalamo, tanto en roedores como en humanos
(Funahashi et al., 2003). Ademéas de las &reas hipotaldmicas se ha observado la
expresion de la isoforma larga en el hipocampo, tdlamo, tronco cerebral, cerebelo,
tracto olfatorio, sustancia nigra y cortex piriforme; esta distribucion nos sugiere que
la leptina tiene numerosos efectos sobre el sistema nervioso central (Cottrell &
Mercer, 2012). En las é&reas hipotalamicas, la isoforma larga del receptor se
encuentra en los ndcleos arcuato, ventromedial, paraventricular y dorsomedial,
areas que estan estrechamente vinculadas con el control del apetito y del
metabolismo (Burguera et al., 2000).

La leptina tiene su efecto en la regulacion de la ingesta de alimentos al unirse a
receptores especificos (ObR o LepR) expresados en el cerebro y los tejidos
periféricos; este receptor tiene varias isoformas, por ejemplo, se cree que las
isoformas Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Re (formas cortas del receptor de la leptina)
desempeiian un papel importante en el transporte de leptina por medio de la barrera
hematoencefélica, ademés de la regulacion del sistema inmune (Bjgrbaek et al.,
1998).

En cambio, la isoforma Ob-Rb (forma larga del receptor de la leptina) actia en la
transduccion de sefiales y se expresa con gran magnitud en el hipotalamo, el cual
se sabe que regula la homeostasis energética y la funciéon neuroendocrina. La unién
de la leptina a esta isoforma activa varias vias de transduccion de sefiales, donde
se incluye Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription-3 (JAK-
STAT3), este es de suma importancia para la regulacion de la homeostasis

energética, Phosphatidylinositol 3-Kinase ( PI3K), el cual regula la ingesta de



alimentos como de la homeostasis de la glucosa (Niswender et al., 2001). La
isoforma soluble, Ob-Re, se conoce que puede regular la concentracion de leptina
en el suero y sirve como proteina transportadora que lleva la hormona a los
receptores de la membrana y es capaz de traducir la sefial a la célula (Popko et al.,
2010).

La leptina es producida principalmente por el tejido adiposo blanco y sus niveles son
proporcionales a la cantidad de energia total almacenada como grasa en cuerpo.
Los niveles de esta hormona estan regulados, secundariamente, por varios factores,
particularmente sensibles a cambios agudos, que involucran la ingesta de
alimentos, periodos de ayuno y la cantidad de tejido adiposo. La leptina tiene su
mayor efecto en el cerebro y secundariamente en la periferia (Perakakis et al.,
2021). Las regiones adiposas donde la produccion de leptina es mayor son: el tejido
adiposo subcutaneo, retroperitoneal, omental y en tejidos grasos adyacentes de las
vias linféticas (Frihbeck, 2004).

Al igual que otras hormonas, la leptina presenta un ritmo de secrecion pulsatil,
aunque condicionado a variaciones diurnas, donde la mayor secrecion es durante
las primeras horas de la mafana, para ir disminuyendo poco a poco hacia el medio
dia; su patrén de secrecion a pesar, de lo antes mencionado, es similar a otras
hormonas, como la prolactina, la tirotropina, la melatonina o los acidos grasos libres
(Flier, 1998); lo contario pasa con el cortisol o la hormona adrenocorticotropa. En el
caso de las mujeres, niveles pulsatiles de la leptina son similares a los de la hormona
luteinizante y el estradiol.

Al hacer una comparacion entre sexos, observaremos que los niveles leptina son

diferentes en mujeres y hombres, esto debido a las reservas de tejido adiposo y las



concentraciones circulantes de leptina. Normalmente las concentraciones de
leptina son mayores en el sexo femenino que en el masculino con independencia
de su correlacién con los valores en el indice de masa corporal, el porcentaje de
grasa corporal y el grosor de los pliegues de la piel o la edad (Shi et al., 2020a).
Esta diferencia entre sexos se justifica en varios aspectos, entre los que destacan
una produccion de leptina por unidad de masa grasa mayor en mujeres (75%) que
en los hombres. Los niveles elevados de esta hormona, en mujeres, esta
relacionado con la acumulacion de grasa a nivel subcutaneo, teniendo en cuenta
que el tejido adiposo subcutaneo es principal productor de leptina; se puede concluir
que la mayor produccién de esta hormona en mujeres se debe a su mayor
composicién de grasa subcutanea (Crocker & Yanovski, 2009).

Esta hormona se transporta por medio de la barrera hematoencefélica (BBB) y actia
en algunas areas del hipotdlamo que estan protegidas por la BBB al unirse y activar
el receptor largo de la leptina (ObRb). En estudios que se han realizado se ha
demostrado que la leptina tiene accion principalmente en el nacleo arqueado del
hipotdlamo para activar las neuronas que incluyen a la pro-opiomelanocortina
(POMC), la cual produce moléculas anorexigénicas como aMSH (hormona
estimulante de melanocitos a), y para desactivar el neuropéptido Y orexigénico
(Faouzi et al., 2007).

Frente a niveles bajos de reservas energéticas los niveles de leptina disminuyen, lo
gue conlleva a una menor actividad de las neuronas POMC y una mayor actividad
de las neuronas NPY y AgRP y como consecuencias aumenta el apetito y
posteriormente la ingesta de alimentos; lo contario ocurre cuando las reservas

energéticas son abundantes, en sujetos sin obesidad los niveles de leptina estan



elevados, lo cual resulta en una disminucion de la ingesta energética al actuar a
nivel del hipotalamo, pero en sujetos obesos se produce una condicion llamada
hiperleptilemia (Broberger et al., 1998).

Fuera de las areas hipotalamicas la leptina interactda con el sistema de dopamina
mesolimbico, que involucra la motivacion y la recompensa de la alimentacion, y el
nacleo del tracto solitario del tronco encefélico para ayudar con la saciedad

(Bjorbeek et al., 1998).

Funcion neuroendocrina de la leptina

En el tejido adiposo y en el plasma los niveles de leptina se reducen rapidamente
durante el ayuno. En estudios con sujetos obesos los niveles de leptina circulante
caen solo después de que se logra un balance energético negativo con el ejercicio
y la restriccién calérica (Park & Ahima, 2015). Los bajos niveles de leptina durante
el ayuno desencadenan respuestas metabdlicas y hormonales en ratones y
humanos, antes y fuera de proporcion con cualquier cambio en la masa grasa, lo
cual desencadena la respuesta neuroendocrina a la privacion aguda de energia; en
ratones y humanos, esta respuesta incluye la disminucibn de hormonas
reproductivas, disminucion de los niveles de hormonas tiroideas que causa una
ralentizacion de la tasa metabdlica, ademas aumenta los niveles de la hormona
del crecimiento que pueden movilizar las reservas de energia y la disminucion del

factor de crecimiento similar a la insulina (Chan et al., 2008).

El papel de la leptina en la homeostasis energética



La hormona leptina mantiene la homeostasis energética, comunmente en el estado
de deficiencia energética, ajustando el apetito y el consumo de alimentos y el gasto
de energia. La leptina se relaciona con varias vias neuronales dentro y fuera del
hipotdlamo y con esto regula la ingesta de energia a través de neuropéptidos
orexigénicos y anorexigenicos (Dardeno et al., 2010). En el nucleo arcuato del
hipotalamo es el sitio de accién critico de la leptina y se encuentra adyacente al
tercer ventriculo e inmediatamente por encima de la eminencia media, en una zona
donde la barrera hematoencefélica esta modificada para permitir el paso de los
péptidos periféricos (leptina e insulina) a los receptores (Arora & Anubhuti, 2006).
La leptina tiene su efecto sobre las poblaciones de neuronas del nicleo arcuato; por
medio del receptor ObRb y estimula directamente a las neuronas para que
produzcan POMC, una proteina precursora que se escinde en la hormona
estimulante de melanocitos a (MSH-a); esta hormona es un neuropéptido
anorexigénicos que reduce la ingesta de alimentos por medio de la activacion de los
receptores melanocortina-4 (MC4R) y melanocortina-3 (MC3R) (Kelesidis et al.,
2010). En periodos de ayuno los niveles de leptina circulante decrecen rdpidamente;
esta caida estimula la expresion de AgRP y NPY y por ende disminuyen los niveles
de POMC Y CART, lo que conlleva a un aumento en la ingesta de alimentos y una
disminucion del gasto energético. Fuera del hipotdlamo la leptina interactta con el
sistema de dopamina mesolimbico, el cual esta involucrado con la motivacion y la
recompensa de la alimentacion y con el nucleo del tracto solitario del tronco
encefalico para cooperar con la saciedad (Shi et al., 2020).

Ademas de los efectos inmediatos a corto plazo, la administracion de la leptina a

largo plazo se ha demostrado que puede reconectar las conexiones entre las



neuronas hipotalamicas, esto quiere decir que promueve la plasticidad sinaptica.
Segun los estudios realizados en ratones con deficientes de leptina, cuando se
administra esta hormona, se ha demostrado que la leptina aumenta el nimero de
sinapsis en las células nerviosas que secretan el neuropéptido anorexigénico y
disminuye en aquellas que secretan neuropeptidos orexigenicos (Kelesidis et al.,

2010).

Obesidad y leptina

Deficiencia y resistencia de leptina en la obesidad

En individuos con deficiencia congénita completa de leptina, la cual se debe a
mutaciones del gen de la leptina homocigota, estos desarrollan obesidad extrema a
muy temprana edad, para contrarrestar esta situacion estos son sometidos a un
tratamiento con leptina humana recombinante, esto conlleva que el apetito
disminuya y el consumo de alimentos, lo que lleva a una pérdida de grasa corporal
dramatica (Farooqi et al., 2007). Estos pacientes ademas tienen distintas anomalias
neuroendocrinas, lo cual incluye el hipogonadismo hipogonadotrépico sin llegar a la
pubertad, esta condiciébn se ha notado que mejora con el remplazo de leptina.
Raramente estas mutaciones se presentan, pero hay que tener un contacto muy
estrecho con jévenes con obesidad e hiperfagia graves de aparicion temprana, ya
gue esta condicion de deficiencia de leptina congénita es facil de tratar (Ozata et al.,
2000).

La resistencia a la leptina es el resultado de los efectos de la obesidad sobre la
funcién de esta y de esta forma contribuyendo de forma mas grave a esta condicion;

y esto asuvez se debe alaincapacidad de la leptina para llegar a su célula blanco,



la reduccion de la expresion de LEP-R o la alteracion de la sefalizacién de LEP-R.
(Obradovic et al., 2021). Un estudio cientifico ha demostrado que los niveles de
leptina fueron significativamente mas altos en el grupo de personas obesas (2,53

ng/ml) en comparacion con el grupo control (1,23 ng/ml) (Ekmen et al., 2016).

Resistencia a la leptina por alimentacién en la obesidad comun

Varios tipos de células altamente especializadas forman la barrera
hematoencefélica, la cual protege al cerebro de sustancias toxicas y regulan el paso
macromoléculas y el flujo bidireccional de nutrientes y hormonas entre la sangre y
el cerebro. El consumo de alimentos y el metabolismo se regulan por diferentes
hormonas, como la leptina, cuyos niveles circulantes deben ser regulados con
precisiobn y comunmente estan alterados en sujetos obesos (Izquierdo et al., 2019).
Las hormonas que tienen como 6rgano diana al sistema nervioso central deben
atravesar la BBB a través de un transportador especifico para cada una de ellas; la
mayoria de los transportadores se ven afectados por mecanismo de saturacion,
ocasionados por los niveles de circulantes de estas hormonas, los cuales afectan
su actividad y regulacién. En situaciones de obesidad estas afectaciones pueden
generar cambios patolégicos en la integridad celular de la BBB, lo que pueden
ocasionar patologias en SNC (Banks, 2015).

En la obesidad, el consumo cronico de una dieta alta en grasas (HFD) produce
cambios considerables a nivel de la BBB, como en otras regiones del cerebro, en
especial en las regiones neuronales con altas tasas metabdlicas, como el

hipocampo (D. W. Kim et al., 2016). Las investigaciones realizadas en roedores



demostré que la alimentacion con un HFD produce pérdida neuronal en nucleo
arqueado y el hipotalamo, regiones donde la leptina tiene su efecto, ademés de
provocar disminucién en la integridad de la BBB por disminucién de los tanicitos y
transportadores a nivel de la BBB (D. W. Kim et al., 2016).

La adipocina llamaba leptina, refleja a nivel del cerebro, la cantidad de tejido adiposo
de un sujeto, al ejercer su efecto debe atravesar la BBB por medio de su
transportado especifico y saturable. Desde los primeros estudios realizados en el
afo 1994, se demostré que a medida que la adiposidad aumenta, los niveles de
leptina en el suero también lo hacen, lo que podria provocar desarrollo de
resistencia a nivel del transportador de la BBB (Banks, 2015). Lo que conlleva que
la cantidad de leptina que llega al cerebro sea menor y como consecuencias una
menor activacion de la via de sefializacion para regulacién del peso corporal (Heek
et al., 1997).

Numerosos estudios en ratones obesos han demostrado que estos son sensibles a
la administracién intracerebroventricular (ICV) de leptina, pero sucedia lo contrario
si se administraba a nivel subcutaneo o intraperitoneal, lo que podria indicar que la
falta de actividad de esta hormona se debe a la disminucién del 35% en la
permeabilidad de la BBB; en humanos obesos la proporcién de leptina sérica/liquido
cefalorraquideo es de 4 a 5 veces menor (Schwartz et al.,, 1996). Con lo
mencionado anteriormente se puede comprender que el acceso reducido al cerebro
es la base de la resistencia de la leptina en individuos con obesidad y como
consecuencia un aumento del peso corporal (Faouzi et al., 2007).

En el cerebro, la entrada de la leptina es parcialmente saturable, esto nos indica la

implicacién de un transportador de proteinas; la pérdida de isoformas OBR implica



una reduccion de la cantidad de leptina en el cerebro de los ratones obesos, lo que
puede provocar una resistencia a esta, no se tiene claro ain lo mecanismos
implicados en este efecto (Hileman et al., 2002).

Sabemos que la leptina es transportada por medio de la BBB por el receptor
especifico para esta, por lo tanto, los altos niveles de leptina circulante activan los
mecanismos de desensibilizacién y regulacion a la baja, lo cual provoca una
degradacion de estos receptores; esto conllevaria a la resistencia a la leptina en la
obesidad, debido a la saturacion de los receptores por exceso de leptina (Banks et
al., 2004).

Las concentraciones fisiologicas de leptina circulantes, segun los estudios
realizados, el transportador trabaja a 50% de la saturacion, lo que nos indica que la
leptina tiene un papel de suma importancia como reguladora del peso corporal
dentro de rangos de concentracion muy definidos y estrechos y se incluye la
obesidad progresiva se observa un fenébmeno de resistencia de doble nivel en la
BBB y en receptor de la leptina en el nicleo arcuato, donde esta surge su efecto
(Niswender et al., 2001).

Conocemos que el efecto que ejerce leptina sobre el SNC se ve reducido por las
altas concentraciones de esta y la saturacion de su receptor, esto genera a su vez
una resistencia que implica que los procesos que resultan de un estado de
obesidad, lo cual contribuye a la alteracion de los efectos de la leptina, lo que
contribuye en si mismo a la formacion de la obesidad y la obstruccion de la eficacia
de una terapia con leptina exdgena (Myers et al., 2012). Esta resistencia se produce
por la incapacidad de la leptina para llegar a sitio de accion, la reduccion de la

expresion de LEP-R o la alteracion de la sefializacion del LEP-R; la razén exacta



se desconoce pero es probable que exista una serie de mecanismos moleculares y
genéticos que pueden llevar a la resistencia a la leptina, estas alteraciones son
relativamente raras, aunque se han identificado mutaciones de pérdida de funcién
de genes que codifican la leptina y sus receptores (Friedman, 2014).

Comunmente las concentraciones de leptina dependen directamente de Ob-
transcripcion de genes, los cuales se relacionan directamente con el tamafio de los
adipocitos y el contenido de lipidos; en los estudios realizados aun no queda claro
como se relacionan mecéanicamente estos factores o como se alteran estas vias
para provocar la resistencia a la leptina; sin embargo, factores externos adicionales,
incluidos los comportamientos alimentarios y el ritmo circadiano, modulan la
expresion de leptina y pueden desempefiar el papel (Mainardi et al., 2013). Otros
estudios demuestran que la disminucion del transporte de leptina por medio de la
BBB puede inducir resistencia a la leptina; al parecer los niveles excesivos de esta
hormona en plasma pueden provocar una reduccién de la permeabilidad de la
BBB(Kenneth A. Philbrick et al., 2017).

Para lograr una explicacion més detallada sobre la resistencia a la leptina se han
propuesto dos posibles mecanismos patolégicos; el primero de ellos, son los
defectos en las vias diferenciales de sefalizacibn molecular de leptina que
contribuyen a la accion de esta y, en segundo lugar, el mal funcionamiento de los
procesos que regulan las acciones de la leptina sitios especificos del cerebro (Mark,
2013).

Todas las investigaciones realizadas tanto en seres humanos como en ratones, el
pensamiento central que se tiene o se tenia sobre la resistencia a la leptina, tal como

se observa en la obesidad, giraban principalmente a la pérdida de la capacidad de



la leptina para atravesar la BBB por medio del transportador especifico y la
saturacion de su receptor, pero las investigaciones mas recientes sugieren que

podria haber otros factores implicados (Izquierdo et al., 2019).

Métodos y materiales

e Animales
Se utilizaron ratones de ambos sexos de la cepa C57BIl/6 de la colonia de

INDICASAT AIP mantenidos bajo condiciones estandar de luz de 12 horas
diarias, temperatura de ~22°C y acceso a agua y comida ad libitum.

Después del destete (dia 21 de vida, aproximadamente 3 semanas), los
animales se mantuvieron en dieta convencional (DC) o DC con acceso a
comidas tipicas panamefias diariamente por 10 semanas, disefio modificado de
Sampey et al., 2011. En breve, los animales DC con dieta panamefia se le
presentd comida en un plato puesto en la caja diariamente (ver descripcion de

dieta a continuacion). Los grupos se dividieron en 4 grupos, 2 por Sexo: un grupo



control y un grupo experimental. Se tomo el peso de los ratones dos veces por
semana (lunes y jueves) para evaluacion del crecimiento y peso.

1. Dieta tipica panamefia

Dieta tipica panamefa: De acuerdo con el estudio Prevalencia de factores de
riesgo asociados a enfermedad cardiovascular (PREFREC) del Instituto
Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud, 2011, se evalud la ingesta
habitual de alimentos predisponentes al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares; estos alimentos se dividieron en grupos de riesgo 1,2 y 3,
respectivamente. Los grupos de riesgo 1 y 2 reportan un consumo de 1 a 2
veces por dia, el grupo de riesgo 3 fue eliminado debido a que el consumo de
estos alimentos es menos frecuente.

Los grupos estan conformados de la siguiente forma: Grupo de riesgo 1: El
consumo de frituras como tortilla, hojaldre, empanada, papas fritas, patacon,
yuca frita, salchicha frita, nuggets fritos, pollo frito, carne frita, pescado frito,
puerco frito, chuleta de cerdo frita, chicharron; Kaprichitos, Doritos, Taquitos u
otros; asi como el uso de leche de coco o aceite de coco para cocinar, formaron
parte del grupo de riesgo 1 a la salud cardiovascular. Grupo de riesgo 2: Para
este grupo de riesgo se incluyé el consumo de sodas, refrescos artificiales (tipo
Tang, Cool Aid, entre otros), la ingesta de caramelos o pastillas en cantidades
de 6 o mas al dia y el chocolate en barra, considerandose como riesgo a la salud
cardiovascular el consumo superior a una frecuencia de 2 veces al dia 0 mas
(consumo elevado). De los grupos de riegos, se tomaron algunos alimentos

representativos. Otros fueron reemplazados por un equivalente, esto por lo



complejo de acceder a estos; por ejemplo, alimentos fritos. Se opté en su lugar
por alimentos empaquetados. Los alimentos escogidos para formar la dieta

tipica panamefia se enumeran por grupo en la siguiente tabla:

Grupo de riesgo 1 Grupo de riesgo 2

1. Tortilla de 5. Kachitos 12. Maniturrén
paquete 6. Doritos 13. Chocolate en barra
(nachos) 7. Meneitos 14. Galleta Pascual (sandwich)

2. Platanitos 8. Golpe 15. Galleta Emperador

3. Yucas fritas de 9. Lays 16. Magdalenas
paquete 10. Kaprichito 17. Orejas

4. Chicharrén 11. Mafa

Durante las semanas experimentales, se le proporciond la dieta panamefia con
tres bocadillos variados diariamente, ademas, con comida estandar para ratones
ad libitum; estos bocadillos se proveyeron en exceso (~1g de cada bocadillo por
animal) durante 24 horas en platos de acero inoxidable esterilizados antes de su
uso, iniciando en el ciclo nocturno (de mas actividad) por las 10 semanas de
duracion del experimento (modificado de Sampey, et al. 2011). El alimento se
pesO antes y después del consumo. Se considerd el peso de la ratarina y
bocadillos restantes en el plato (Sampey, et al. 2011). Los grupos de bocadillos
diarios fueron obtenidos aleatoriamente de forma manual, hasta completar la
presentacion de todos los bocadillos. Una vez se utilizaron todos los items se
procedié a sortear nuevamente para obtener la combinacion diaria.

2. Toma de muestra de sangre por via retro-orbital:



Para la medicion de leptina y glucosa se tomaron muestras mediante la via retro-
orbital utilizando un anestésico inhalatorio, isoflurano. Con el isoflurano es més
facil controlar la profundidad de la anestesia (Journal of Visualized Experiments
(JOVE), 2020). EI procedimiento es el siguiente: Se colocd isoflurano al 100%,
impregnado en un algodon (sin tocar al raton mediante el uso de una rendija),
en la cAmara de anestesia, después se introdujo el raton hasta que este haya
perdido el movimiento, se retira de la cAmara y se procede a la extraccion de
sangre por la via retro-orbital (R. de Jesus, comunicacion personal, 27 de febrero
de 2020). Se colect6 sangre por via retro-orbital, una vez por semana (JoVE,
2020). Para esto, se colecté entre 124 - 158 pL (IDEXX, 2020). El procedimiento
fue copiado directamente de JoVE, 2020 y se describe a continuacion:

2.1 Preparacion y posicionamiento del animal

1. El animal fue anestesiado con isoflurano, en una camara de anestesia.

2. Una vez que el animal estaba completamente anestesiado, se retira y se
coloco en decubito lateral.

3. El ojo sobresale colocando un dedo en la parte superior de la cabezay a
lo largo de la linea de la mandibula, y tirando de la piel hacia atras y hacia
abajo.

4. Se evito aplicar presion a la traquea, ya que puede colapsar u ocluir las

vias respiratorias y causar la muerte por asfixia.

2.2 Extraccion de sangre
El microhematocrito o capilar se colocé en el canto medial del ojo y se dirigié

caudalmente en un angulo de 30-45 ° desde el plano de la nariz. Se aplicé



presion mientras se giraba suavemente el tubo de hematocrito. Esto corto las
membranas conjuntivales y romper el plexo ocular. La sangre fluyé hacia el
tubo de hematocrito por accion capilar, se evité empujar tan profundamente,
para evitar golpear el hueso en la parte posterior de la cavidad ocular; una
vez que la sangre comenzo a fluir, y se mantuvo la presion para mantener el
0jo sobresalido. Para recolectar multiples tubos de sangre, no es necesario
colocar el siguiente tubo en el plexo ocular, ya que la sangre continuara
fluyendo y puede recolectarse a medida que proviene del canto medial.

Por ultimo, para detener el sangrado, se solt6 la piel y se permitié que el ojo
regrese a la posicion normal. Apliqué presion a la oOrbita para garantizar la
hemostasia. El animal después de la extraccion se devuelve a la caja, para

Su recuperacion.

2.3. Muestras para evaluacién de leptina

Se tomaron muestras para evaluar los niveles de leptina en las semanas 3,
6 y 10 por lo que la frecuencia de colecta es de cada 3 a 4 semanas. Se
evalud a partir de la misma muestra de sangre retro-orbital obtenida para la
glucosa. De acuerdo con la informacién del manufactor, se requiere ~6-10
microlitros de suero para la evaluacién de glucosa y leptina. Las muestras
fueron evaluadas mediante immunoabsorbancia colorimétrica (ELISA); se
colectdo entre 124 - 158 pL de sangre en total (IDEXX, 2020). Parala
evaluacion de leptina se utilizé 5 ul de suero (Lin, et al. 2005).

2.4 Evaluaciéon de niveles de glucosa y Prueba de tolerancia a la
glucosa (GTT)



Los niveles de glucosa circulante de los ratones se midieron semanalmente
en horas de la tarde antes de introducir la dieta panamefa del dia. En la
semana 9 se realiz6 una prueba de tolerancia la glucosa (GTT). La carga de
glucosa (2 g / kg de peso corporal) se inyecté como un bolo intraperitoneal, y
los niveles de glucosa en sangre se determinaron en sangre caudal
muestreada a los 0, 30, 60 y 120 minutos después de la infusion de glucosa.
La concentracion de glucosa se determind usando el medidor Accu-

Chek® Active. Este protocolo fue extraido y modificado de Higa et al. 2014.

. Sacrificio de los animales y colecta de tejido adiposo blanco

3.1 Sacrificio de los animales
En la semana 10 se llevdé a cabo el sacrificio de animales mediante la
administracion de un coéctel de xilacina y ketamina via intraperitoneal (IP)
(100 mg / kg de Ketamina, 10 mg / kg de xilacina); para la obtencién de
muestra de sangre, por puncién cardiaca, para medir los niveles séricos de
leptina y glucosa y coleccién de tejido adiposo blanco (eWAT) y cerebro.
3.2. Colecta de tejido adiposo blanco
Se identificd y se colecté el tejido adiposo blanco (grasa) de las siguientes
regiones: grasa abdominal subcutdnea, grasa alrededor de los érganos
reproductores (grasa perigonadal), la grasa que rodea el ridn y las glandulas
suprarrenales (grasa perirrenal) (Bagchi et al. 2019); estas muestras se
pesaron y congelaron en OCT utilizando isopentano: posteriormente el tejido
se sometié a técnicas histolégicas usando la tincion hematoxilina — eosina,

como lo indica el manual de técnicas histoldgicas (Montalvo et al., 2010). Se



evalué y cuantificd la infiltracion por macrofagos como la aparicion de
inclusiones morfolégicas con estructura de coronas utilizando microscopia de
luz en 20 y 40x magnificacion.

Congelacion de tejido adiposo blanco fresco en OCT utilizando

Isopentano

Se prepard una suspension de hielo seco de isopentano para congelar los
tejidos. Lentamente (para minimizar la ebullicién violenta) se agrego hielo
seco al isopentano. Se agregé suficiente hielo seco, para que la mezcla
alcanzara aproximadamente -78 ° C; llegada esta temperatura se pudo
agregar mas trozos de hielo seco, lo cual no iba inducir un burbujeo fuerte (la
temperatura se puede controlar con un termémetro).

Se coloco el tejido en criomoldes, debidamente identificados, se le agregd
OCT vy utilizando un par de pinzas, se coloco este en la suspensiéon de hielo
seco de isopentano, manteniéndolo nivelado durante el movimiento para
evitar la pérdida de OCT y el movimiento de la muestra. Una vez colocado el
criomolde en la solucién, se dejaba reposar, siempre manteniendo sujeto con
las pinzas, para que el isopentano no inundara la parte superior del OCT
fresco durante la congelacion, ya que esto podia promover la presencia de
burbujas en el blogue.

Una vez completamente congelado, se levanto el criomolde de la suspension
de hielo seco de isopentano y colocé en papel toalla, para permitir que el
exceso de isopentano se drene y se evapore. La muestra se mantuvo en hielo

seco mientras se procesaban otras.



Cada muestra se envolvio, congelada en criomoldes individuales, en papel
de aluminio. Esto mantenia las muestras limpias y separadas, y minimiza la
deshidratacion en el congelador a -80 ° C. Se minimiz6 el tiempo que cada
muestra pasa lejos del hielo seco mientras se envuelve para minimizar los
cambios de temperatura. Se etiquetd cuidadosamente el exterior del papel
de aluminio antes de envolver cada muestra. Se transfirieron las muestras a
una caja criogénica preenfriada y almacénela a -80 ° C.

Basado en: Roberts & Tuck, 2019.

Almacenamiento y centrifugacion de muestras de sangre para
evaluacién de leptina

Después de recolectar sangre completa, como lo indica el numeral 3.3, se
permitié que la sangre se coagulara dejandola sin molestias a temperatura
ambiente, generalmente de 15 a 30 minutos. Los coagulos se retiraron
centrifugando a 4000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada.
El sobrenadante resultante fue el suero que se usé para immunoabsorbancia
colorimétrica (ELISA); posteriormente se transfirié inmediatamente el suero
a un tubo de polipropileno limpio con una pipeta Pasteur; identificandolo de
la siguiente forma: Caja AH1 (H= sexo del animal y el nUmero por la marca
de la cola del animal). Se transporto y almacend las alicuotas de suero a —20
° C 0 menos.

Preparacion de la gelatina e impregnacion de los portaobjetos con la
gelatina.

6.1 Preparacion de la gelatina



Se pesaron 2.5 g gelatina, 25 mg CrK (S04)2 y se medié 50 ml ddH20
(agua destilada) con una probeta. Posteriormente, se procedié a agregar
la gelatina en solo 30 ml de los 50 ml de ddH20O, esta solucién se calento,
a 60°C, para que la gelatina se disolviera y la temperatura fuera
controlada con un termémetro. Una vez fresca se agregé CrK (S0O4)2 y,
por ultimo, se le adicioné los 20 ml faltantes de ddH20 vy, de esta forma,

obtuvimos la solucion de gelatina.

6.2 Lavado de los portaobjetos e impregnacién con la gelatina
Se preparé una soluciobn de Alconox, donde fueron sumergidos los
portaobjetos que se utilizaron; posteriormente, se enjuagaron con ddH20
varias veces. Nuevamente se enjuagaron, pero esta vez con EtOH al 70
% vy secaron cada portaobjetos con un kimwipes. Ya secos se
sumergieron los portaobjetos limpios en la solucion de gelatina, se
dejaron secar en kimwipes durante toda la noche.
En algunas ocasiones, los portaobjetos se colocaron en un horno a 60 °C
durante una hora para que se secaran. Después de secados se
transfirieron a una caja de portaobjetos.

7. Tejido adiposo seccionado en parafina
7.1 Preparacion de las laminillas
Antes de empezar se prepararon soluciones de etanol al 70% y 75%, de la

siguiente manera:



Se mezclé 750 mL de etanol absoluto con 250 mL de agua destilada
(75%). Y de ultimo se mezclé 500 mL de etanol al 75% con 35 mL de
agua destilada (70%).

Después se preparo 1 L de tampon fosfato salino (PBS) 1X, afiadiendo
800 mL de agua destilada a un frasco aforado de 1 L. Después se
mezclo 8 g de NaCl, 200 mg de KCI, 1.44 g de NazHPOa4y 240 mg de
KH2POa4. Se ajusto el pH a aproximadamente 7.4 utilizando 1N NaOH.
Y, por ultimo, se afiadio agua destilada hasta llevar a un volumen total
del1lL.

Se prepard 1L de solucion de agua corriente de Scott (1% sulfato de
magnesio, 0.07% bicarbonato de sodio), afladiendo 100 g de sulfato
de magnesio a un matraz aforado de 1L, después se afadié 700 mg
de bicarbonato de sodio al mismo matraz aforado; lo siguiente fue
afadir agua destilada como solvente hasta debajo de la linea de
aforado; se ajusté el pH de la solucion, utilizando NaOH 1N hasta
alcanzar un pH de 8.0y se llevo a la marca de aforado de 1L con agua
destilada.

Se preparé una solucion acidificada de etanol (0.125% HCI en 96.25%
etanol); A 96.25 mL de etanol absoluto se le afiadié 338 uL de &cido
clorhidrico al 37%. Afada 3.41 mL de agua destilada. Para mayor
seguridad se realiz6 este procedimiento en una camara de extraccion

de gases.



e Para la preparacion de 1 L de soluciéon de formalina al 4%, se

realizaron los pasos a continuacion y se realizaron dentro en una

camara de extraccion de gases:

a)

b)

d)

f)

Se afiadieron 800 mL de PBS 1X a un vaso quimico y
se llevo a aproximadamente 60°C revolviendo
moderadamente con la ayuda de una barra agitadora.
Se evitd que la solucion hirviera.

Una vez alcanzada la temperatura indicada, se afiadio
40 g de paraformaldehido a la solucién.

Se siguidé revolviendo la solucién usando la barra
agitadora y se fue afadiendo lentamente NaOH 1N
utilizando una pipeta de transferencia de vidrio. Se
afadid solo la cantidad suficiente para disolver
completamente el paraformaldehido.

Una vez disuelto todo el paraformaldehido, se retir6 el
vaso quimico del plato caliente y se dejé que la solucion
llegue a temperatura ambiente.

Se ajustd el pH de la solucién de formalina utilizando
soluciones de HCI 1N y NaOH 1N como sea nhecesario
para alcanzar un pH de 7.4. Se midi6 el pH utilizando
tiras indicadoras.

Se procedio con la filtracion de la solucion y llevandola a

un volumen final de 1 L afiadiendo PBS 1X.



9)

Manteniendo a 4°C y se utilizé la solucion lo méas pronto
posible. De ser necesario, prepard alicuotas de menor
volumen y se almacenaron a -20°C por un periodo de

hasta un afio.

e Prelavado de los portaobjetos:

a)

b)

Se colocaron los portaobjetos que se utilizaron en un
recipiente con una solucion de Alconox al 0.2% a una
temperatura de 80°C. y se lavdé cada portaobjetos
utilizando una esponja.
Se enjuagd bien con agua caliente y se colocaron los
portaobjetos en un escurridor de portaobjetos y el mismo
procedimiento se realizd, pero con agua destilada a
temperatura ambiente.
Se elimin6 el exceso de agua utilizando papel toalla.
Después se colocaron los portaobjetos en una solucion
de alcohol &cido que se preparo de la siguiente forma:
a. Se afadieron 70 mL de etanol absoluto en un
matraz volumétrico de 100 mL, después se
afadieron 5 mL de HCL 37%; todo este
procedimiento se hizo dentro de la campana
de extraccion de gases. Y, por ultimo, se llevo
la solucién a la marca de 100 mL utilizando

agua destilada.



d) Después se golped delicadamente cada portaobjetos
contra un pedazo de papel toalla para retirar el exceso
de liquido.

e) Se coloc6 cada portaobjetos en un recipiente con
acetona pura y se golped delicadamente cada
portaobjetos contra un pedazo de papel toalla para
retirar el exceso de liquido y se permiti6 que cada

portaobjetos se secara en un area libre de polvo.

7.2 Procedimiento de sustitucion
Se afadié 125 mL de agua destilada a un vaso quimico y se llevo a 65°C y
se tuvo mucho cuidado de no exceder esta temperatura. Una vez se alcanz6
una temperatura estable de entre 60°C y 65°C y se afiadié 750 mg de gelatina
y se permiti6 que esta se disolviera por completo utilizando un agitador
magnético. Luego de haber logrado una disolucién completa, se retird del
calor y se permitié que la solucion se enfriara hasta llegar a temperatura
ambiente. Al alcanzar temperatura ambiente se afladié 75 mg de sulfato de
cromo potasico (alumbre de cromo, KCr (S0O4)2), manteniendo la agitacion.
Se calentdé la solucion de gelatina a una temperatura de 40°C. Se
sumergieron los portaobjetos lavados en la solucion de gelatina por 1 minuto.
Se retiré cada portaobjeto con cuidado, evitando crear burbujas. Se seco el
exceso de liquido utilizando papel toalla y se colocaron un ambiente seco y

sin polvo.



7.3 Protocolo
a) Se disecciono el tejido adiposo y se incubaron las muestras
en formalina al 4% por 24 h.
b) Las muestras se lavaron 3 veces con PBS estéril y después
se colocaron estas en casetes de inclusion e incube a estos

en etanol al 70% hasta que se procedi6 al uso de los tejidos.

Procesamiento del tejido
El procesamiento se realizd6 manualmente o utilizando una maquina de
procesamiento de muestras histologicas.

c) Los casetes se incubaron en etanol al 75% por 3 min,
después se hizo el mismo procedimiento, pero en etanol al
95% por 75 min. Se repitid este paso una segunda vez
utilizando etanol al 95% fresco.

d) Se realiz6 la incubacién de los casetes en etanol al 100%
por 60 min. Se repiti6 este paso una segunda y tercera vez
utilizando etanol al 100% fresco cada vez.

e) Los casetes se volvieron a incubar, pero en xileno por 60
min. Se repitid este paso por segunda vez con xileno fresco.

f) Después los casetes se incubaron en parafina derretida por
60 min a 60°C hasta el siguiente dia.

g) Los casetes se transfirieron a parafina derretida fresca y se

incubaron a 60°C por 60 min.



h) Se retiraron los casetes de la parafina y se colocaron en un

)

k)

plato caliente precalentado a 60°C y se colocé el molde de
metal de inclusién en el plato caliente a 60°C.

Se rellenaron hasta % el molde de metal de inclusion con
parafina derretida fresca.

Las muestras se retiraron de los casetes y se colocaron
dentro del molde de metal de inclusion con la parafina
derretida, teniendo la seguridad de que el tejido permanezca
en la orientacion deseada.

Se colocé el molde de metal de inclusion en una superficie
y esta estaba a 0°C por algunos segundos.

Se coloc6 el molde de metal de inclusion en una superficie
gue se encontraba 0°C por algunos segundos, hasta que la
parafina se solidifico lo suficiente para mantener el tejido en
la orientacion escogida. Se colocé el molde de inclusion de
vuelta en el plato caliente a 60°C y se posicioné el casete de

inclusiéon dentro del molde.

m) Después rapidamente se vertid parafina derretida en el

molde que contiene el casete de inclusién hasta llenar el
molde. Lo siguiente fue transferir inmediatamente el molde
con el casete a un plato congelado y se dejé hasta que la
parafina se haya endurecido completamente.
Alternativamente, se coloco el molde a -20°C hasta que la

parafina se haya terminado de solidificar. El paso siguiente



p)

Q)

fue remover cuidadosamente el blogue de parafina del

molde.

Utilizando un micrétomo rotativo, se cortaron secciones de

parafina de 4 ym y con cuidado, se transfirio las secciones

a un bafio maria fijado a 37°C. Las secciones debieron

haber formado un listén sin pliegues ni arrugas.

Se transfiri6 cada seccion de parafina a un portaobjetos,

tratado con gelatina, sumergiendo el portaobjetos en el bafio

maria, colocando el portaobjetos justo debajo de la seccién
flotante. Se saco el portaobjetos del agua, de modo que la
seccion se adhiera a este mientras es retirado del agua.

Se incubaron las laminillas conteniendo el tejido adiposo a

40°C hasta el dia siguiente para asegurarse de que se

hubieran adherido adecuadamente al portaobjetos.

Se incubaron las laminillas secas en xileno por 20 segundos

para disolver la parafina. Y se repitié este paso tres veces

mas, utilizando xileno fresco cada vez.

Se rehidrat6 el tejido seccionado mediante incubaciones

secuenciales en etanol de la siguiente manera:

1. Se incubaron las laminillas en etanol al 100% por 20
segundos. Y se repitid este paso una segunda vez
utilizando etanol al 100% fresco. Nuevamente se hizo
otra incubacion de las laminillas en etanol al 95% por 15

segundos.



2. Después se realizd otra incubacion de las laminillas en
agua destilada por 15 segundos. Las laminillas se
trataron con hematoxilina de Mayer por 15 segundos. Y
se repiti6 este paso cuatro veces mas utilizando
hematoxilina fresca cada vez. Las laminillas en agua
fueron sumergidas en agua destilada por 45 segundos.

3. Se incubaron las laminillas en la solucion de etanol
acidificado por 15 segundos y se sumergieron en agua
destilada por 15 segundos.

4. Después se incubaron las laminillas en agua corriente
de Scott por 15 segundos.

5. Las laminillas se sumergieron en agua destilada por 15
segundos, después se incubaron las laminillas en
Eosina Alcohdlica Y por 15 segundos. Estas se
sumergieron esta vez en etanol al 95% por 15 segundos.
Se repitid6 este paso una segunda y tercera vez con
etanol al 95% fresco cada vez.

6. Se sumergieron las laminillas en etanol al 100% por 15
segundos. Después se incubaron las laminillas en xileno
por 45 segundos. Se permitio que las laminillas se
secaran y se colocaron en un cubreobjetos utilizando

medio de montaje (DPX).



La visualizacion de las imagenes se realizd utilizando un microscopio vertical
modular Olympus BX43. Las muestras fueron observadas a 10X y 40X y las
imagenes fueron capturadas utilizando el software CellSens de Olympus utilizando
las opciones “live” y “capture” del software. Las imagenes obtenidas fueron
procesadas con el software ImageJ, el cual se utilizé para calcular en area y realizar

el conteo de los adipocitos presentes en las imagenes.

8. Immunoabsorbancia colorimétrica (ELISA) para leptina

8.1 Preparacién y reconstitucién de reactivos

Se mantuvieron los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.
Se dejaron reposar todos los componentes durante un minimo de 15
minutos con agitacion suave después de la reconstitucion inicial. Las
diluciones de trabajo se prepararon y usaron inmediatamente. Reactivo
diluyente concentrado 2 (10X).

Se necesitd 1% de BSA en PBS, se diluy6 1:10 en agua desionizada.
Ademas, se requirié 0.1% BSA en TBS, se diluyd 1: 100 con tampdn Tris
+ 0.05% Tween 20, pH 7.2-7.4.

Se mezclaron los reactivos de color A y B en volumenes iguales dentro
delos 15 minutos de uso. Se requirieron 100 uL de la mezcla resultante

por pocillo. Se protegi6 de la luz.

Tampon de lavado 1X: si se formaban cristales en el concentrado, se
calentd a temperatura ambiente y mezclé suavemente hasta que los

cristales se hayan disuelto. Ademas, se afiadid 20 ml de tampon de



lavado concentrado a 480 ml de agua desionizada o destilada para
preparar 500 ml de tampon de lavado 1X.
Estreptavidina-HRP B: 2,0 mL de estreptavidina conjugada con
peroxidasa de rabano picante. Se diluyé la concentracion de trabajo
especificada en la etiqueta del vial usando reactivo diluyente.
Se reconstituyd cada vial con 0,5 ml de PBS y se diluyo en PBS sin
proteina transportadora hasta la concentracion de trabajo indicada en la
C de A. Se reconstituy6 cada vial con 1.0 mL de diluyente de reactivo y
se diluyé en diluyente de Reactivo a la concentracion de trabajo indicada
enla C de A.
Se reconstituyé cada vial con 0,5 ml de diluyente de reactivo. Por
recomendacion se hizo una curva estandar de siete puntos con diluciones
en serie de 2 veces en diluyente de reactivos. Se prepar6é 1000 uL de
estandar alto por placa ensayada a la concentracion indicada en la C de
A.

8.2 Determinacion de soluciones de trabajo
Se calcul6 el nimero de pozos a usar, para determinar el volumen final
de los reactivos a utilizar; captura, deteccién, estandar y estreptavidina.
Se reconstituyé el contenido de cada uno de los viales de los reactivos
mencionados, menos estreptavidina, con PBS para captura, y con
reactivo diluyente para deteccion y estandar. Obtuvimos el volumen inicial
de cada uno de los reactivos antes mencionados, menos estreptavidina,
mediante el volumen final, la concentracion inicial y final de los reactivos.

Esta ultima fue la concentracion del trabajo. También se determinod el



volumen de PBS y de reactivo de diluyente a usar para obtener la solucion

de trabajo.

8.3 Preparacion del plato

Se diluyo el anticuerpo de captura a la concentracién de trabajo en
PBS sin proteina transportadora. @ Ademas, se recubrio
inmediatamente una microplaca de 96 pocillos con 100 uL por pocillo
del anticuerpo de captura diluido. Por ultimo, se sell6 la placa y se

incubo durante la noche a temperatura ambiente

R. Captura Concentracion de trabajo | Diluyente Volumen | Alicuota
total
240 pg/mi 2.00 pg/mL PBS 3900 uL 32.5 pL+3867.5 uL

A dia siguiente se aspirdé cada pocillo y se lavé con Wash Buffer,
repitiendo el proceso dos veces para un total de tres lavados. Se
procedié a lavar llenando cada pocillo con tampdn de lavado (400 pL)
utilizando una botella rociadora, un distribuidor de distribucién o una
lavadora automatica. La eliminacién completa del liquido en cada paso
fue esencial para un buen desempefo. Después del ultimo lavado, se
retir6 cualquier tampon de lavado restante aspirando o invirtiendo la
placa y frotandola contra toallas de papel limpias. El bloqueado de las
placas se hizo agregando 300 pL de diluyente de reactivo a cada

pocillo. Para después incubar a temperatura ambiente por un minimo




de 1 hora. La aspiracion/lavado se repiti6 como en el paso 2. Las

placas estaban ahora listas para la adicion de la muestra.

9. Procedimiento de ensayo

Se adicion6 100 pL de muestra o estandares en diluyente de reactivo, o0 un

diluyente apropiado, por pocillo. Se cubri6é con una tira adhesiva para incubar

2 horas a temperatura ambiente. Se repitid la aspiracion /lavado como en el

paso 2 de preparacion de la placa.

R. Deteccion | Concentracion de | Diluyente Volumen | Alicuota
trabajo total
12000 ng/ml | 200 ng/mL PBS 3900 pL 65 puL+3865 pL

Después se anadieron 100 uL del anticuerpo de deteccion, diluido en

diluyente de reactivo, a cada pocillo y nuevamente se cubrié con una nueva

tira adhesiva, para incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Se repitié la aspiracion / lavado como en el paso 2 de preparacion de la placa

y se afiadio 100 ul de la dilucion de trabajo de estreptavidina-HRP a cada

pocillo. Para cubrir la placa e incubar durante 20 minutos a temperatura

ambiente. Se evitd colocar la placa a la luz directa. Nuevamente se repitio

la aspiracién / lavado como en el paso 2; se Agregé 100 uL de solucion de

sustrato a cada pocillo; para incubar durante 20 minutos a temperatura

ambiente. Reiteradamente se evitd exponer la placa a la luz directa.




Por ultimo, se afadio 50 uL de solucion de parada a cada pocillo. Se golped
suavemente la placa para asegurar una mezcla completa.

Para saber el resultado se determind la densidad éptica de cada pocillo
inmediatamente, utilizando un lector de microplacas ajustado a 450 nm. Si la
correccion de la longitud de onda esté disponible, configurela en 540 nm o
570 nm. Si la correccién de la longitud de onda no esta disponible, reste las
lecturas a 540 nm o0 570 nm de las lecturas a 450 nm. Esta resta corrigio las
imperfecciones opticas de la placa. Las lecturas realizadas directamente a

450 nm sin correccion pueden ser mas altas y menos precisas.



Resultados

1. Peso de los animales

Peso

(@)

Evaluamos el peso promedio de las hembras y machos experimentales y
controles con un ANOVA de medidas repetidas de 2 vias. Los pesos de los
animales entre los dos grupos mostraron diferencias significativas, F (3, 24)
= 32.99, p= 0.0001; a diferencia de los machos. El analisis post-hoc Tukey
reveld diferencias significativas entre las hembras CAF y CHOW, p= 0.0442;
machos CAF y hembras CAF, p= 0.0001; machos CHOW y hembras CHOW,
p= 0.0001; pero no se encontro significancia entre los machos CAF y CHOW,
p= 0.3450. Encontramos que la respuesta en animales control es
significativamente diferente entre hembras CHOW y CAF, machos CAF y
hembras CHOW y entre machos y hembras CHOW, sin embargo, estas

diferencias se pierden en condiciones entre los machos CAF y CHOW.

Peso animales (g)
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Graéfica #1: Peso total de los animales en el tiempo.



2. Pruebadelatolerancia ala glucosa (GTT)
Al analizar la respuesta a una dosis de glucosa I.P. por medio de un ANOVA
de dos vias, se encontraron diferencias significativas en la interaccion entre
los grupos experimentales, F (3, 24) = 6.095, p=0.0031. En cambio, al
analizar la interaccidén entre el tiempo y los grupos experimentales, no se
encontraron diferencias significativas, F (9, 72) = 1.546, p = 0.1486. EI
andlisis post-hoc de Tukey identifico diferencias significativas entre los
machos CAF y las hembras controles, p= 0.0017; las hembras controles y los
machos controles, p= 0.0450; entre los demas grupos no hubo diferencias
significativas. Encontramos que la respuesta en animales controles es
significativamente diferente entre machos y hembras; sin embargo, estas

diferencias se pierden en condiciones CAF.

GTT
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Grafica #2: Niveles de la prueba de tolerancia a la glucosa



3. Leptina punto final

Leptina
(ng/ml)

Después de 10 semanas de dieta CHOW o CAF, evaluamos el estado de la
leptina circulante. El andlisis de ANOVA de medidas repetidas de dos vias
nos mostré que hay diferencias significativas entre los grupos, F (1,24) =
4.068, p = 0.0550; por medio de una prueba post-hoc de Tukey, se
encontraron diferencias significativas entre los machos CAF y las hembras
CAF, p=0.0273; machos CAF y machos CHOW, p = 0.0275; en el caso de
las hembras CAF y CHOW no hay diferencias significativas. p= 0.9933.

Encontramos que la respuesta entre los machos y las hembras CAF, machos
CAF y CHOW, hay significancia; sin embargo, estas diferencias se pierden

en condiciones entre las hembras CAF y CHOW.

Leptina punto final
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Graéfica #3: Niveles de leptina al punto final



4. Leptina en diferentes puntos

Después de las 10 semanas de tratamiento, se evaluaron los niveles de
leptina circulante en diferentes puntos, los datos fueron analizados por medio
de un ANOVA de medidas repetidas de dos vias y este nos plantea que solo
hay diferencias significativas al comprar entre los diferentes puntos (1, 2y 3)
en los cuales se tomaron las muestras de leptina, F (1.193, 28.63) = 7.862,
p=0.0064. En cambios no hay significancia entre los experimentales, F (3,24)
=1.475, p= 0.2669. Por medio de un andlisis post-hoc, prueba Tukey, se
encontraron diferencias significativas entre el punto 2 y 3, o sea, entre las
semanas 6 y 10, en los machos controles, p = 0.0140.

En la semana 3, los niveles leptina eran similares en ambos grupos; en la
semana 6, los niveles eran elevados para los machos CAF y parecidos entre
hembras CAF y machos CHOW vy bajos para las hembras CHOW, en la
semana 10, los niveles para los machos CAF eran mayores que el resto de
los grupos, pero menores en comparacion con la medicion anterior y a

comparar con los demas, estos ultimos tenian niveles parecidos.
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Grafica #4: Niveles de leptina en los diferentes puntos



5. Glucemia

Los niveles de glucemia se analizaron por medio del ANOVA de dos vias, se
encontraron diferencias significativas entre: los diferentes tiempos, F (3, 24)
=7.393, p=0.0001; y los grupos, F (3,24) = 18.38, p= 0.0001. El analisis post-
hoc de Tukey arrojo diferencias significativas entre las hembras CAF vy los
machos CAF, p= 0.0001; las hembras CAF y los machos CHOW, p=0.0001;
las hembras CHOW vy los machos CAF, p= 0.0001. Entre los machos
controles y CAF y entre las hembras CHOW vy las hembras CAF, no hubo
diferencias significativas.

Encontramos que la respuesta entre los diferentes tiempos es significativa.
Hay datos significativos entre machos y hembras CAF, las hembras CAF y
machos CHOW, las hembras CHOW y los machos CAF. Sin embargo, entre

las hembras CAF y CHOW y los machos CAF y CHOW no hubo relevancia.

Glucemia
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Grafica #5: Niveles de glucemia entre los diferentes grupos.



6. Tejido adiposo subabdominal
El peso de tejido adiposo subabdominal fue analizado por medio de un
ANOVA de una sola via, donde se encontraron diferencias significativas entre
los diferentes grupos, F (3, 24) = 4.970, p = 0.0080. Posteriormente, se
realiz6 una prueba Tukey y se encontraron diferencias significativas entre las
hembras CAF y machos CHOW, p = 0.0207; y entre los machos CAF y
CHOW, p= 0.0118; en cambio, entre las hembras de los mismos grupos no
se encontraron diferencias significativas, p= 0.9346. Se encontraron
diferencias significativas entre las hembras CAF y los machos CHOW y entre
los Machos CAF y CHOW, sin embargo, entre las hembras CAF y CHOW

estas diferencias se pierden.
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Grafica #6: Tejido subabdominal en los diferentes grupos.



7. Tejido adiposo perigenital
El peso de tejido perigenital se analizé por medio de un ANOVA de una sola
via y nos muestra que hay diferencias significativas entre los diferentes
grupos, F (3, 23) = 9.493, p = 0.0003. En un andlisis post-hoc de Tukey,
observamos diferencias significativas entre las hembras CAF y Machos CAF,
p = 0.0058; los machos, CAF y CHOW, p= 0.0022; entre los otros grupos no
hubo relevancia. Se encontraron diferencias significativas entre las hembras
CAF y los machos CAF y entre los machos CAF y CHOW; sin embargo, entre

las hembras CAF y CHOW estas diferencias se pierden.
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Grafica #7: Tejido perigenital en los diferentes grupos.



8. Consumo total de la dieta alta en grasa

El consumo total de alimentos en ambos grupos, se analizaron por medio de

un ANOVA de medidas repetidas de dos vias, se encontraron diferencias

significativas, entre el tiempo y los grupos, F (68, 136) = 1.759, p = 0.0028;

pero no entre los grupos, F (1, 2) = 12.74, p = 0.0703. Por medio de un

anélisis post-hoc, Sidak, no se encontraron diferencias significativas entre los

grupos. RESUMIR DATOS
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Grafica #8: consumo total de la dieta CAF los animales de ambos sexos



9. Tamaiio de las células adiposas
El tamafio de las células adiposas se analiz6 por medio de un ANOVA de
una via se medié el tamafio de las células adiposas, se encontraron
diferencias significativas entre los grupos, F (3, 21) = 3.486, p= 0.0339. por
medio de una prueba t, solo se encontr6 datos significativos entre los machos
CAF y CHOW, p = 0.0400; entre los demas grupos no encontraron diferencias
significativas. Los datos muestran que entre los grupos el tamafio de la célula

es significativos, pero esta solo estaba entre los machos CAF y CHOW.
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Grafica #9: tamario de las células adiposas en los diferentes grupos



10.NUumero de células adiposas

El nUmero de células adiposas se analizé por medio de una prueba ty se
demostré que hay diferencias significativas entre los machos CAF y CHOW,
p=0.0145; en cambios las hembras de los mismos grupos, no se encontraron
diferencias significativas, p= 0.4211. Al comparar todos los grupos de las
diferentes dietas, por medio de un ANOVA de una via, no hubo relevancia,
solo en los machos de ambos tipos de dieta.

Los datos significativos solo estan entre el grupo de los machos, porque entre

el grupo de las hembras esta se pierde.
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Grafica #10: Numero de células adiposas en los diferentes grupos



Discusion

En este estudio, buscamos evaluar el efecto de la dieta panamefia sobre la obesidad
y el sistema de saciedad basado en leptina. Para ello, ofrecimos diariamente a
ratones C57BI/6 comida estandar o comida estandar mas comida tipica panamefia,
aguella de alto consumo diario de acuerdo con reportes locales del estudio
Prevalencia de factores de riesgo asociados a enfermedad cardiovascular

(PREFREC) del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud, 2011.

Al comparar el peso corporal de los animales, de ambos sexos, de la cepa C57BL/6
de la colonia de INDICASAT, se encontré que habia diferencias significativas entre
las hembras CAF y CHOW, pero no entre los machos CAF y CHOW. Esta
observacion no se esperaba de acuerdo con la literatura. Por otro lado, observamos
diferencias significativas entre los machos y hembras CAF. Este efecto de sexo se
asemeja a lo antes reportado. Segun lo sustentado por (Della Vedova et al., 2016),
los C57BI/6 son muy utilizados para estudios de nutricion, porque son propensos a
desarrollar, sobre todo lo machos, obesidad, hiperinsulinemia, hiperglucemia e
hipertension. En el caso de las hembras, estas son mas resistentes a los efectos
obesogénicos (Casimiro et al., 2021).

En resultados de estudios similares, se encontrd que los machos alimentados con
una dieta CAF, mostraron un aumento importante en peso corporal y masa grasayy,
en cambio, las hembras, a pesar de que obtuvieron un pequefio aumento en el peso
corporal, pero no en la masa grasa (Oraha et al., 2022). En nuestro estudio,
observamos que, aunque no hay diferencias en peso entre machos CAF y CHOW

si hay diferencia en la masa grasa. Es posible que, con una exposicion de mas



tiempo, o bien de una dieta un poco distinta, logremos observar el cambio
significativo de peso entre los grupos. Cuando se aplica una dieta CAF, se espera
que los ratones aumenten de peso en comparaciéon con los controles, sobre todo en
los machos, pero en el caso de nuestro estudio no hubo diferencia significativa entre
esto dos grupos, podria deberse a lo expuesto por (Higa et al., 2014), donde el peso
corporal entre los ratones alimentados con CAF y HF y los controles, no era
diferente. Este autor explica que, en el caso de la dieta CAF, esta no incremento el
peso corporal posiblemente a un aumento en el gasto energético en reposo y esto
es tipico en ratones que estan bajo un régimen de dieta hipercalérica. Otro factor
relevante que podria influir en el peso corporal es la constitucion de las dietas y los
antecedentes de los animales ( Kim et al., 2011). En nuestro estudio, presentamos
de manera aleatoria tres items diarios que representan a los alimentos que consume
la poblacion panamefia, segun el estudio PREFREC, del Instituto Conmemorativo
Gorgas, pero estos alimentos se les variaba por dia, entre dulces y salados.

A manera cualitativa, observamos que los animales mostraban preferencias por
algunos alimentos. En ese sentido, tenian mas preferencias hacia los alimentos
dulces, como galletas, chocolates, orejas, magdalenas y, a salados, como: Doritos,
Lays, Kachitos, pero, en cambio, tenian muy poca preferencia a alimentos como:

Golpe (tipo de snack), tortillas, platanitos, maniturrén, mafa, chicharrén, entre otros.

La resistencia de las hembras a la obesidad se ha atribuido a los niveles de
estrogeno circulantes y sus efectos en la homeostasis de la insulina, la glucosa, la
distribucion de la grasa corporal, los marcadores proinflamatorios y a la lipogénesis

hepatica (Lena et al., 2020). En algunos estudios se realizé una ovariectomia y



como consecuencia se elimina la proteccion contra los efectos obesogénicos; las
reducciones de los niveles de estrégeno puedan provocar un eventual desarrollo de
la obesidad, donde se exponen a las hembras a dietas altas en grasas (Hong et al.,
2009). Es posible que en las hembras expuestas a la dieta CAF panamefia
observaramos aumentos significativos en condiciones en donde se practica una
ovariectomia. Se podria también argumentar que el menor peso en las hembras se
debe, a que consumen menos que los machos, pero en este estudio consumen lo
mismo. Las hembras, en general, se mantienen por debajo del peso de los machos,
y esto es consistente con la literatura (Oraha et al., 2022).

Otro estudio demostro que, en los machos alimentados con dietas altas en grasas
o CAF, se da un aumento de peso, debido a que no tienen la proteccién que genera
el estrogeno en las hembras. Aunque lo producen, no es suficiente; los ratones
macho son més susceptibles que las hembras a desarrollar hiperleptinemia, cancer
de higado y resistencia la insulina entre otros (Naugler et al., 2007).

El aumento de peso estéa correlacionado con mayor cantidad de masa grasa o tejido
adiposo. En este estudio se extrajeron de los ratones dos tipos de grasas: la
subabdominal y la perigenital. En el peso de la grasa subabdominal y la perigenital
se encontraron diferencias significativas entre los machos CHOW y CAF. La
diferencia radica en que la dieta CAF contiene una mayor cantidad de sodio, acidos
grasos saturados, acidos grasos trans, azucar y menos fibras y micronutrientes,
todo esto junto con un alto contenido de grasas, lo cual provoca la desregulacion de
la homeostasis (Buyukdere et al., 2018), ya que este tipo de dieta tiene una variedad
de alimentos densos en energia altamente palatables que se consumen

ampliamente en las sociedades occidentales (Ferreira et al., 2018). Este continuo



consumo e ingesta de energia provoca una acumulacion excesiva de grasa y aun
teniendo en cuenta la respuesta homeostética a un menor consumo de alimentos y
mayor termogénesis (Rothwell et al., 1982). Este aumento de grasa corporal,
mayormente en el tejido adiposo blanco (WAT), aunque este se puede encontrar en
otros organos. Esta acumulacion de WAT tiene una mayor prevalencia en el sexo
masculino (Romero et al., 2014) y conlleva a la obesidad y el sobrepeso, ya que
este se deposita en una serie de localizaciones, como el area subcutdnea,
perigonadal o perigenital, retroperitoneal y mesentérico (Romero et al., 2014). El
tejido adiposo blanco tiene entre sus funciones, el centro de la homeostasis
energética. Estos adipocitos son los responsables del reservorio para el
almacenamiento de grasas y la utilizacion de energia. También detectan las
demandas de energia y producen factores paracrinos, los cuales regulan otros
tejidos metabdlicos (Sun et al., 2011).

En la obesidad este tejido puede perder sus funciones y no expandirse
adecuadamente al momento de almacenar el exceso de energia; lo cual provoca
una acumulacion de grasa ectopica en otros tejidos, a este fenébmeno se le conoce
comunmente como lipotoxicidad (Reilly & Saltiel, 2017). Los efectos de esta
disfuncién del tejido adiposo son multiples, como: inflamacién, fibrosis, hipoxia,
secrecion alterada de adipocinas, como por ejemplo la leptina, y disfuncién
mitocondrial (Kusminski et al., 2016).

En nuestro estudio se observé que los ratones macho con dieta CAF, tenian los
niveles de leptina mas elevados, aumento significativo del nUmero y tamafo de los
adipocitos blancos y por ende un mayor peso corporal, en comparacion con las

hembras CAF y los controles de ambos sexos; en posteriores estudios se podria



probar con otros tipos de alimentos panamefos y exponer a los animales a mucho

mas tiempo con la dieta para ver si desarrollan otras disfunciones.

Durante la obesidad se dan condiciones extensas de balance energético positivo, lo
cual significa que un exceso de energia y en contraposicion a la poca que se gasta,
en consecuencias los adipocitos aumentan su tamafio y su nimero. Al incremento
de tamafio se le denomina hipertrofia, mientras que un aumento en el nimero de
células se le denomina hiperplasia. Ambos ocurren para compensar el mayor
almacenamiento de lipidos (Longo et al., 2019). En los ratones del estudio se
observé una marcada hipertrofia en los ratones macho alimentados con la dieta
CAF, en comparacion con los controles; entre las hembras no hubo diferencias. De
manera similar, la hiperplasia fue significativamente diferente para los ratones
macho CAF y CHOW. Estos datos son de esperar considerando que no
observamos cambios en el peso ni en los acumulados de grasa en el grupo de
hembras, pero si en los machos. El tejido adiposo fisiol6gicamente se encarga de
manejar dindmicamente las variaciones en el exceso de calorias a través de dos
mecanismos: la hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos (McLaughlin et al.,
2016).

En condiciones de obesidad, la hipertrofia comienza antes de la hiperplasia para
poder acomodar la necesidad de capacidad de almacenamiento de grasa adicional,
debido a la progresion de la obesidad (Jo et al., 2009). La hipertrofia es una
respuesta adaptativa de los adipocitos en respuesta al exceso de nutrientes y
mantienen la capacidad de amortiguacion de los nutrientes del tejido adiposo y esto

conlleva una proteccion de la lipotoxicidad. Estos adipocitos hipertréficos producen



factores paracrinos, los cuales permiten el reclutamiento de preadipocitos y
promueven la diferenciacion a adipocitos maduros (Pellegrinelli et al., 2016). Esta
hipertrofia del tejido adiposo pierde su capacidad de homeostasis cuando se
encuentran en un estado crénico de balance energético positivo y el tamafio de las
células adiposas llega a su umbral critico y este pierde su capacidad de responder
dinamicamente a las alteraciones metabdlicas generadas por la obesidad. En
modelos murinos a los que se aplicé una dieta CAF, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos controles y los experimentales, de igual forma en

estudios con humanos (Choe et al., 2016).

Durante la hipertrofia, el tejido puede presentar sefiales intrinsecas que incluyen la
partida de adipocitos parecido a la necrosis e incrementada en modelos de ratones
con obesidad inducida por la dieta (Cinti et al., 2005). En otros estudios, han
sugerido que el aumento de adipocitos muertos en la obesidad provoca que las
funciones de homeostasis del WAT sean anormales y esto, a su vez, provocara

inflamacion.

Otra consecuencia es que los adipocitos hipertroficos tienen una mayor expresion y
secrecion de citocinas proinflamatorias, por ejemplo, el factor de necrosis tumoral a
(TNFa), interleucina (IL)-6, IL-8 y proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1)
(Giordano et al., 2013). Al elevarse las citoquinas proinflamatorias, esto conduce a
la fosforilaciébn de serina del sustrato receptor de insulina-1 a través del factor
nuclear kB y la sefalizacion de la quinasa N-terminal de Jun, lo cual conlleva a una
eventual resistencia de la insulina. Al provocarse la inflamacion del tejido adiposo

por parte de las citocinas proinflamatorias, por medio del reclutamiento de



macréfagos y células T, debido a la necrosis (Huh et al., 2014). En este estudio no
se encontro infiltracion de macréfagos o células inmunitarias, podria ser debido al
tipo de tincion, la cual fue H&E, aunque esta puede arrojar resultados como se
muestra en (Kusakabe et al., 2018), pero no es la mas recomendada. Estudios
futuros pudieran utilizar tinciones directas de los macrofagos para evaluar la
presencia en tejido graso, como se detalla en la literatura (Frafjord et al., 2020;Chen

et al., 2022;De Halleux et al., 1973).

La hipertrofia, durante en la obesidad, genera la hipoxia del tejido adiposo local en
consecuencia a la deficiencia relativa de la vascularizacion; cuando ocurre la hipoxia
en el tejido adiposo, aumentan los niveles de expresion de factores de angiogénicos
y genes asociados con la respuesta inflamatoria (Ye et al., 2007). El factor inducible
por hipoxia (HIF) 1a, se activa, este factor de transcripcion clave a media de las
respuestas hipoxicas, lo cual acelera la fibrosis del tejido adiposo, lo cual activa la
inflamacion del tejido; otra consecuencia de la hipertrofia es la liberacion de acidos
grasos libre, que son absorbidos por otros tejidos, como higado y musculo; o que
conduce acumulacién ectépica de lipidos y lipotoxicidad entre otras afectaciones
metabdlicas, como la resistencia la insulina (Rutkowski et al., 2015). He de
mencionar que en este estudio no se evalud la resistencia a la insulina, pero esta
previsto en futuros estudios incluir otras variables de estudio y, de esta forma,

observar el efecto de la dieta panamefia en otras afectaciones metabdlicas.

En cambio, la hiperplasia de este tejido es un mecanismo de recuperacion ante la

sobrealimentacién y cuando los adipocitos alcanzan su tamafio critico vy



sobrecargan de lipidos, la hiperplasia del tejido intenta reparar las alteraciones
metabolicas. Estudios han demostrado que cuando se presenta hiperplasia en la
obesidad, esta podria tener un papel protector contra las afectaciones metabdlicas
gue provoca la obesidad ( Jang, et al., 2016). En este estudio, los ratones macho
CAF, en comparacion con los controles, mostraron hipertrofia e hiperfasia en tejido

adiposo blanco.

Los estudios sobre obesidad han demostrado que las principales causas de esta y
su relacion con la diabetes tipo 2, se manifiesta médicamente por medio de la
hiperglucemia. Esta alteracion de los niveles normales de la glucosa es provocada
por alteracion de una transduccion de sefial defectuosa por medio de proteinas de
sefalizacion (Martyn et al., 2008).

Esta sefial deficiente da lugar a una captacion menor de la glucosa en el masculo,
una lipogénesis alterada y un aumento de produccién de glucosa por parte del
higado; lo cual provoca la destruccion de las células beta pancreaticas y la poca
produccion o deficiencia de la insulina (Mouri & Badireddy, 2022). En este estudio,
se encontrd que solo habia diferencias significativas en los grupos experimentales,
pero solo entre las hembras y machos CAF, las hembras controles y los machos
CAF; pero entre los machos CAF y los machos controles no hubo diferencias
significativas. Los niveles de glucemia en la cepa de ratones utilizado son, de 159
mg/dl para las hembras y para los machos de 158 mg/dl (Colonies, 2008). Esto
significa que ambos sexos tienen casi los mismos niveles de glucosa con peso
normal. Pero se ha demostrado que estos niveles pueden cambiar, al ser los ratones

sometidos a una dieta de cafeteria (CAF).


https://www.nature.com/articles/srep35884#auth-Hayoung-Jang

Este tipo de alimentacion hedodnica esta estrechamente relacionada con la
hiperfagia voluntaria, rapido aumento de peso, aumento en la masa grasa, la
hiperglucemia y la intolerancia la insulina (Lang et al., 2019). Mas aun, los hombres
son mas susceptibles al metabolismo alterado de la glucosa y a la diabetes tipo 2
que las mujeres (Gao et al., 2021). En ratones macho se ha reportado que existe
una menor sensibilidad a la insulina que en las hembras y, por ende, son mas
susceptibles a la obesidad y al sindrome metabdlico por medio de dietas HFD y CAF
(Menke et al., 2015).

En este estudio, se observd que las hembras, en comparaciéon con los machos,
presentan una glucemia menor. Las diferencias del metabolismo de la glucosa
dependiente del sexo, demostradas en otros estudios, sugiere que tanto en hombres
como en ratones machos son mas susceptibles al desarrollo de hiperglucemia,
movidos por cambios en los mecanismo fisioldgicos subyacentes que mueven este
dimorfismo sexual y aiin no estdn muy claros (Corsetti et al., 2000). Por ultimo, esta
proteccion fisioldgica en las hembras, segun varias investigaciones, se da por medio
de la hormonas esteroideas sexuales pospuberales, las cuales contribuyen al
dimorfismo sexual en la susceptibilidad observado en la diabetes (Tramunt et al.,
2020).

Asimismo, en este estudio, se realizé la prueba de tolerancia a la glucosa (GTT).
Esta prueba sirve para medir los niveles de azucar en la sangre antes y después de
beber o ser inyectado un liquido que contiene glucosa (CDC, 2020). En el estudio,
solo se encontraron diferencias significativas entre los machos CAF y las hembras
controles y entre los machos controles y las hembras controles. Los machos CAF

tenian la tendencia al aumento de peso en comparacion con los otros grupos, solo



igualado muy de cerca por los machos controles. En el GTT, los machos CAF
mostraban niveles elevados de glucosa a X horas/minutos de la administracion de
glucosa. Este efecto no se observo en hembras CAF. En el contexto de la literatura,
podemos proponer que las hembras acumulan mas grasa subabdominal que los
machos, pero estos a su vez acumulan mas masa grasa de tipo visceral. Aunque a
los ratones se les aplico una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT), lo cual nos da
indirectamente si tienen hiperglucemia, también seria de importancia para tener un
dato mas directo, una prueba de tolerancia a la insulina.

La leptina es una hormona peptidica que es producida por el tejido adiposo blanco
y que es codificada por el gen ob, tanto en humanos como en ratones. Clasicamente
se habla de ella, como la reguladora del apetito, pero también tiene una funcién
endocrina y en la homeostasis energética, lo cual tiene una gran influencia en varios
procesos fisiolégicos (Dornbush & Aeddula, 2022).

Al analizar los resultados, se encontré que los ratones macho alimentados con una
dieta CAF, tenian niveles significativos de esta hormona, en comparacion con los
controles y con el sexo opuesto; pero entre las hembras de ambos grupos, los
niveles de leptina se mantuvieron similares; se esperaba que los niveles de leptina
en los animales de la dieta CAF estuvieran mas elevados en comparacién con sus
pares controles. La leptina es producida en su mayoria por el tejido adiposo blanco,
en pequenas cantidades en el tejido adiposo pardo y en algunos érganos periféricos,
Cuando existe un balance energético positivo, tipico de la obesidad y debido al
aumento de la masa corporal, los niveles de esta hormona aumentan y generan
hiperleptinemia y resistencia a la leptina; lo cual nos indica una fuerte asociacion

entre los niveles de leptina en plasma y el porcentaje de masa corporal (Obradovic



et al., 2021). En este estudio, los ratones macho alimentados con la dieta CAF,
presentaron un aumento significativo de peso, mayor consumo de la dieta y un
aumento de la grasa de tipo perigenital y subabdominal. En estudios anteriores se
observé que los ratones obesos desarrollan una resistencia a la leptina que se
presenta como hiperleptinemia (Miinzberg et al., 2004).

En otros estudios, se ha observado que los ratones alimentados con una dieta CAF,
muestran niveles elevados de leptina en plasma y, ademas, aumentan con la edad
y estan correlacionados con el peso corporal. En cambio, los ratones con dieta
estandar mantienen niveles de leptina en plasma y no correlacionan con los cambios
de pesos posteriores (Ahrén, 1999). Entre los machos, no hubo diferencias
significativas, pero si una tendencia; los CAF obtuvieron niveles de leptina por
encima de los 1000 ng/ml, mientras los controles por debajo de 600 ng/ml. Pero no
hay discrepancias debido que no hubo diferencias en el peso corporal y debe haber
para poder que se presenten niveles significativos y diferenciales entre ambos
grupos. Higa et al., 2014, explica que en la dieta CAF no incrementa el peso corporal
posiblemente por un aumento en el gasto energético en reposo y esto es tipico en
ratones que estan bajo un régimen de una dieta hipercalérica. En las hembras, los
niveles de leptina no aumentaron, y esto es consistente con la resistencia que tienen
estas a la obesidad; especulamos que ambas observaciones sean atribuibles a los
estrogenos y otros factores. Es fundamental un aumento de masa grasa significativo
para que se presente la hiperleptinemia y al poseer las hembras poca, esta no se
podra presentar.

Estudios futuros deben considerar exponer a los animales a un tiempo mas

prolongado con la dieta, porque a pesar de que la literatura consultada para realizar



este estudio sugiere un tiempo de 10 semanas para ver resultados. En otras
literaturas, sugieren un tiempo mas prolongado para ver resultados (Zeeni et al.,
2015; Lewis et al., 2019). Ademas, es de suma importancia medir las calorias y cada
alimento dado a los ratones y, de esa forma, podriamos obtener las calorias que
consumen, esto lo podria hacer como trabajo adicional o complementario de este
estudio.

Este tipo de estudio, que traté de uno de los mayores problemas de la sociedad
panamefia, la obesidad, se deben continuar y profundizar de tal forma que estos
generen datos mas profundos, para poder realizar politicas de salud publica, para
mejorar el estado de las personas que sufren de obesidad en el pais y asi también
combatir otras enfermedades que tienen como raiz el sobrepeso y la obesidad. De
igual forma, agregar el estudio de las vias sefializacion de la leptina y de los
receptores de esta en el hipotalamo y sus afectaciones durante la obesidad, para
obtener de forma mas precisa como funciona esta hormona en el cerebro y otras
areas del cuerpo.

Aunque la aplicacion de una dieta CAF a los roedores para producir obesidad y sus
afectaciones metabdlicas, es muy usado en todo el mundo, en Panama no hay
estudios similares sobre las afectaciones de una dieta panamefia en mecanismo de
saciedad de la leptina. Por ende, solo tenemos estudios sobre los alimentos mas
consumidos por la poblacion del pais y sus posibles efectos en otras afectaciones
metabalicas, por ejemplo: enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2 entre

otras, pero no sobre la leptina en la obesidad.



Conclusion

En la variedad de dietas que existen en el mercado para provocar obesidad en los
roedores, la dieta de cafeteria (CAF) es una de las que produce con bastante
similitud las enfermedades metabdlicas humanas que provoca la obesidad. Este tipo
de dieta, usada en este estudio, es muy facil de aplicar y es muy bien aceptada por
los ratones, debido a sus alimentos altamente palables, altos en azlcares y en

grasas.

Al documentar la curva de crecimiento de los animales con dieta estandar (CHOW),
se obtuvo que estos no aumentaron de peso como era de esperarse, debido a que
este tipo de dieta no produce obesidad; pero en cambio, los ratones con dieta CAF,
se observo un aumento del peso corporal, en su mayoria por el aumento de la masa
grasa, sobre todo, del tipo perigenital y subabdominal. En las hembras, este
aumento de peso no se produjo debido a que estas tienen resistencia fisioldgica a
la obesidad, producida por la hormona estrégeno, se ha documentado que practicar

una ovariectomia provoca obesidad en ellas.

Al evaluar los pardmetros fisioldgicos de ambos grupos de animales, se observé
con los ratones macho alimentados con la dieta CAF presentaron altos niveles de
glucosa, de leptina en punto final y un aumento en la adiposidad, tejido
subabdominal y perigenital; en comparacion con los controles, aunque estos ultimos
en muchos de los parametros mencionados anteriormente tenian datos parecidos,
debido a que la dieta CAF puede no incrementar el peso corporal posiblemente a

un aumento en el gasto energético en reposo, a la constitucion de la dieta y a los



antecedentes de los animales. En cambio, no se encontrd infiltracion de macrofagos
en el tejido adiposo blanco, investigaciones sugieren que la leptina puede iniciar el
reclutamiento de macréfagos, pero en este caso la posible razén es que los niveles
de leptina, aunque altos en los ratones CAF, no eran los suficientes para provocar

este reclutamiento.

Las investigaciones consultadas y los resultados de este estudio demuestran que
la dieta de cafeteria es un mecanismo fiable, para provocar obesidad en los
roedores y, de esta forma, imitar las enfermedades metabdlicas producidas por esta

condicion.
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