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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad afectan en el mundo a mas de un tercio de la poblacion, mientras
que en México tres cuartas partes de la poblacion lo padecen, haciendo de ello el principal
problema de salud publica. Dicha afeccion se desarrolla por la ruptura del balance energético
(BE), representado por el equilibrio entre el consumo de alimento (CA) y el gasto de calorias.
La regulacion del BE se lleva a cabo criticamente en el ndcleo arqueado (ARC) del
hipotdlamo donde convergen vias de sefializacion encargadas de la regulacion de la
homeostasis energética en condiciones normales de peso, como lo es el sistema de las
melanocortinas y el receptor Takeda 5 acoplado a proteinas G (TGR5) junto con la enzima
deiodinasa tipo 11 (D102). Estas vias en la obesidad disminuyen su capacidad de responder a
los estimulos metabolicos y regular el BE, promoviendo ganancia de peso corporal (PC).
Dada la poca efectividad a largo plazo de las terapias contra la obesidad, el uso de compuestos
de origen vegetal ha surgido como una estrategia para su mitigacion. Entre estos, con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas e hipoglucemiantes, se
encuentra el kaempferol (KF), un flavonoide altamente distribuido en vegetales y en algunos
tipos de hongos. Sin embargo, poco se sabe sobre la relacién de los efectos de KF y la
regulacién del metabolismo energético en el ARC. El objetivo de este trabajo fue analizar los
mecanismos hipotalamicos implicados en los efectos del KF sobre BE en ratones obesos.
Para tal objetivo, se utilizaron ratones macho adultos de la cepa C57BL/6J, los cuales fueron
sometidos a una dieta de cafeteria (CAF). Después, se evaluo el efecto agudo del tratamiento
intracerebroventricular (i.c.v.) con KF sobre el PC y CA, los niveles de glucosa en sangre y
la expresion génica de marcadores hipotalamicos de la regulacion del BE. El tratamiento con
una dosis de 5 pg de KF mostré una disminucién significativa de la ganancia de PC, sin
cambios en el CA y una reduccion de la eficiencia alimentaria. Por otro lado, no se observo
efecto sobre la sensibilidad a la insulina y las concentraciones de glucosa plasmatica. No se
observaron cambios de expresion del sistema de las melanocortinas, en cambio, se observo
un aumento significativo en la expresion de los genes Tgr5 y Dio2, asociado a un aumento
de la actividad fisica. Los datos sugieren que el KF promueve un BE negativo y pérdida de
peso a traves de un incremento de la actividad hipotalamica de la via intracelular
TGR5/DIO2.

Palabras clave: Obesidad, Kaempferol, Balance energético, Via de las melanocortinas,
Receptor TGR5 y DIO2.



ABSTRACT

Overweight and obesity affect more than a third of the world population, while in Mexico
three quarters of the population suffer from it, making it the main public health problem. This
condition develops due to the breakdown of the energy balance (EB), which consists of the
balance between energy intake and caloric expenditure. The regulation of BE is critically
carried out in the arcuate nucleus (ARC) of the hypothalamus, where signaling pathways
responsible for the regulation of energy homeostasis under normal weight conditions
converge, such as the melanocortin system and the Takeda G-protein-coupled receptor 5
(TGR5) together with the enzyme deiodinase type Il (DIO2). In obesity, these pathways
decrease their ability to respond to metabolic stimuli and regulate energy balance, promoting
body weight gain. Given the low long-term effectiveness of therapies against obesity, the use
of compounds of plant origin has emerged as a strategy for its mitigation. Among these, with
antioxidant, anti-inflammatory, anticancer and hypoglycemic properties, is kaempferol (KF),
a flavonoid highly distributed in vegetables and in some types of fungi. However, little is
known about the relationship of the effects of KF and the regulation of energy metabolism
in the ARC. The objective of this work was to analyze the hypothalamic mechanisms
involved in the effects of KF on EB in obese mice. Thus, adult male mice of the C57BL/6J
strain were used, which were subjected to a cafeteria diet (CAF). Once obese, the effect of
acute intracerebroventricular (i.c.v.) treatment with KF on body weight and food intake,
blood glucose levels, and gene expression of hypothalamic markers of EB regulation was
evaluated. The central treatment with a 5g dose of KF showed a significant decrease in body
weight gain, no change in food intake, and reduced feed efficiency. On the other hand, no
effect on insulin sensitivity and blood glucose levels was observed. The treatment did not
modify the gene expression of the melanocortin system-linked neuropeptides; instead, a
significant increase in the expression of the Tgr5 and Dio2 genes along with an increase in
physical activity was observed. The data suggest that KF promotes a negative EB through an
increase in hypothalamic activity of the intracellular TGR5/DIO2 pathway.

Keywords: Obesity, Kaempferol, Energy balance, Melanocortin pathway, TGRS receptor,
and DIO2.



INTRODUCCION

La obesidad es definida como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud (WHO, 2021). Actualmente mas de un tercio de la poblacion
mundial es afectada por el sobrepeso y obesidad. De acuerdo con la Organizacion Mundial
de la salud (WHO), més de 1900 millones de adultos y 340 millones de nifios y adolescentes
presentan esta enfermedad (WHO, 2021). Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT), en México, el 75% de la poblacién adulta presenta sobrepeso u obesidad
(ENSANUT, 2021). Dicha condicion médica es mas que un problema estético, pues esta
estrechamente relacionada con un alto riesgo cardiometabdlico, algunos tipos de cancer,
pobre salud mental y sobre todo diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (WHO, 2021).

La obesidad esta dada por un incremento en el peso corporal (PC), en su gran mayoria tejido
graso, debido a un consumo superior de calorias comparado con el gasto de éstas (Keihani
et al., 2015). Esto se da como una consecuencia de la ruptura del balance energético (BE), el
cual en condiciones normales de salud consiste de un equilibrio entre el consumo alimenticio
(CA) y gasto energético (GE) (Baltasar, 2001). La regulacion del BE se lleva a cabo en el
cerebro, mas en concreto, en el nicleo arqueado (ARC) del hipotalamo, donde se alojan dos
poblaciones neuronales con funciones antagénicas, quienes favorecen o inhiben el CA 'y el
GE (Schaeffer et al., 2014). La regulacion del BE es fuertemente alterada por el consumo de
dietas hiperlipidicas (DHL), debido al efecto inflamatorio que promueven los éacidos
saturados sobre el ARC (Andreé et al., 2017).

Por otro lado, existe en la literatura evidencia solida sobre las propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias de compuestos de origen vegetal, asociadas a efectos metabdlicos y
neuroprotectores (Lacerda et al., 2022). Sin embargo, poco se sabe de la relacién de los
efectos de estos compuestos y la regulacion del metabolismo energético en el ARC. Un
estudio previo realizado por nuestro equipo de trabajo mostré que el flavonoide kaempferol
(KF), administrado cronicamente, reduce el estado inflamatorio del ARC de ratones obesos
(Romero-Juarez et al., 2021). El estudio mostré también que la administracion por via
intracerebroventricular (i.c.v.) regula el BE, promoviendo una pérdida de PC (Romero-Juérez

et al., 2021). Estos efectos son de suma importancia en la busqueda de terapias contra la



obesidad; sin embargo, se requiere conocer los mecanismos implicados en el efecto del KF
sobre el BE, de tal suerte que el uso de este flavonoide pueda ser optimizado para combatir
esta enfermedad. En este sentido, el presente estudio tuvo como propdsito evaluar la
implicacion de las vias intracelulares hipotalamicas, dependientes del sistema de las
melanocortinas y del receptor de sales biliares TGR5 / DIO2, en los efectos metabdlicos
ejercidos por el KF, mostrados en el antecedente previamente mencionado (Romero-Juarez
etal., 2021).



MARCO TEORICO
1. Obesidad

1.1. Definicion y prevalencia de la obesidad

De acuerdo con la WHO, la obesidad se define como una acumulacion anormal o excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud (WHO, 2021). Dicha afecciéon es una
enfermedad cronica de origen multifactorial, que resulta de la interaccion entre genotipo y
ambiente (Galicia-Negrete & Falfan-Valencia, 2017).

El grado de obesidad es determinado por el indice de masa corporal (IMC), el cual se
determina a partir del PC vy la altura, usando la formula: IMC=PC/altura®. Un IMC > 25
refiere un sobrepeso, > 30 obesidad y > 40 es considerada obesidad mérbida (Dorfman &
Thaler, 2015). Aunque en los Gltimos afios se ha observado que este IMC no distingue entre
el contenido de masa grasa ni masa magra, por lo que se han incorporado nuevos indices de
medicién, como la circunferencia abdominal y otras medidas antropométricas para mostrar
la acumulacion de grasa. Los valores de referencia para la circunferencia abdominal en
hombres son de > 94 y > 80 cm en mujeres, respectivamente (Keihani et al., 2015). A pesar

de lo anterior, el IMC se sigue usando como una medida de referencia.

La prevalencia de esta enfermedad ha ido aumentando a lo largo del tiempo, pasando de un
problema poco comin a ser considerado el principal problema de salud del siglo XXI. Por lo
general, dicha enfermedad fue asociada a estratos sociales altos, lo cual contrasta con las
décadas recientes en las cuales se ha mostrado un aumento en su prevalencia en estratos
sociales altos y bajos por igual, con una alta tasa de crecimiento en paises en vias de
desarrollo (Ando et al., 2008). La WHO presenta datos alarmantes sobre la prevalencia
mundial de obesidad; en 2016 méas de 1900 millones de adultos tenian sobrepeso, de los
cuales méas de 650 millones eran obesos. Esto representa un 39% de la poblacion mundial
con sobrepeso y un 15% con un grado de obesidad (12% en hombres y 18% en mujeres).
México tiene el segundo lugar a nivel mundial en sobrepeso y obesidad, s6lo por detras de
EE. UU, de los paises asociados a la OECD. Para el afio 2030, las estimaciones no son

alentadoras pues, pese a los esfuerzos gubernamentales de disminuir la prevalencia de



obesidad, se pronostica una proyeccion en EE. UU, México e Inglaterra con una prevalencia
de 49%, 37% y 35%, respectivamente (OECD, 2019).

En México, el sobrepeso (obesidad incluida) representa un grave problema de salud publica,
ya que afecta a una gran parte de la poblacion, correlacionandose positivamente con la edad
y de manera indistinta entre sexos y por la region del pais (region urbana o rural). De igual
forma, la ENSANUT mostr6 que en 2016 el 35.6% de los infantes, el 38.4% de adolescentes
y el 75.2% de adultos padecian de algin grado de sobrepeso u obesidad (ENSANUT, 2021).

1.2. Relacion de la obesidad con otras enfermedades

La obesidad es una enfermedad de suma importancia en salud publica, debido a su alto costo
humano y econdmico. Su relevancia recae en que esta estrechamente relacionada con otras
enfermedades (Figura 1) como la hipertension, hipercolesterolemia, enfermedades
cardiovasculares y, sobre todo, DT2 (Piché et al., 2020). Ademas, est4 asociada con otros
padecimientos como la infertilidad, la apnea del suefio, la depresion, etc. (Cena et al., 2020;
Kurnool et al., 2023). La masa grasa generada en la obesidad produce cambios estructurales
y hemodinamicos en el sistema cardiaco, lo que lleva a una insuficiencia cardiaca (Carbone
et al., 2017; Kawarazaki & Fujita, 2016).

Por otro lado, la obesidad se relaciona con afecciones respiratorias y géstricas que son de
origen mecanico, por la disminucion en la capacidad residual funcional y del volumen
corriente, estos cambios reducen el estiramiento de los musculos lisos (Galicia-Negrete &
Falfan-Valencia, 2017). También aumenta el riesgo de desarrollar varios tipos de cancer (de
mama, colon, higado, entre otros) y se asocia con un peor resultado clinico de estos (Kolb
et al., 2016).
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Figura 1. Prevalencia de la obesidad y su relacion con otras enfermedades. La obesidad afecta a
maés de 1900 millones de adultos en nivel mundial, siendo México uno de los paises con mayor prevalencia.
Dicha condicion médica se asocia con una gran variedad enfermedades como son: el higado graso no alcohélico,
enfermedades cardiacas, algunos tipos de cancer y en alrededor de 90 % con diabetes mellitus tipo 2. (Figura
creada con Biorender.com)

2. Balance energético

El BE es el resultado de un equilibrio, en condiciones de salud, establecido entre el consumo
de calorias provenientes de los alimentos y el GE (Figura 2). El BE es un proceso dindmico
y existen efectos reciprocos entre el CA'y el GE (Hopkins & Blundell, 2016). Dicho balance
se encuentra regulado finamente en el sistema nervioso central, con un rol preponderante del

hipotalamo (Farias et al., 2017).

2.1. Regulacion de la ingesta de alimento

La decision de comer o0 no comer implica la interaccion del hipotdlamo y tejidos periféricos.
Luego de la deteccion en el ARC de las sefiales nutricionales provenientes del tejido adiposo



(leptina), el pancreas (insulina) y tracto digestivo (grelina, péptido similar al glucagon-1 —
GLP-1-, péptido YY —PYY—, etc.), asi como de nutrientes como la glucosa, amino&cidos y
acidos grasos se establece el estado energético en el que se encuentra el organismo,
generando respuestas que promueven un CA (si hay un déficit de energia) o la inhibicion del
mismo (si hay exceso de energia) (Farias et al., 2017). La informacién sensorial derivada de
la fase cefalica de la digestion y la sefializacion vagal aferente provocada por la presencia de
alimentos en el estomago proporciona informacion temprana al cerebro sobre la cantidad y
el contenido de nutrientes de los alimentos consumidos (Harpaz et al., 2016; Hopkins &
Blundell, 2016).

Balance energético

Balance energético © . - 1 Balance energético
estable Vg . positivo
‘ H i1
‘ ; | | i )
Calorias = Gasto energétio : Calorias > Gasto energético
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energético
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Figura 2. Regulacion del balance energético. El balance energético, a grandes rasgos, consta de dos
componentes, uno es la cantidad de calorias consumidas contra la capacidad del organismo de metabolizar las
calorias consumidas. Cuando la balanza se encuentra en equilibrio entre el consumo de calorias y el gasto
energético se tiene un peso corporal normal. Sin embargo, cuando el consumo de calorias supera la capacidad
del organismo de metabolizar el contenido caldrico, se da inicio al aumento de peso corporal. (Figura creada
con Biorender.com)



2.2. Regulacion del gasto energético

Los principales determinantes del GE son el tamafio y composicion corporal, la ingesta de
alimentos, el entorno y la actividad fisica. EI GE se puede dividir en: GE en reposo, inducido
por el ARC en el hipotdlamo (termogénesis), GE inducido por la dieta y GE inducido por la
actividad fisica (Westerterp, 2017).

2.3. Regulacion del balance energético y la actividad fisica

La regulacion del BE por actividad fisica o por los componentes del metabolismo energético
siempre se han estudiado de manera independiente, sin embargo, en los Ultimos afios se han
establecido esfuerzos que pretenden correlacionar estos dos componentes (Blundell et al.,
2015). La disminucion de la actividad fisica esta estrechamente relacionada con un aumento
en el peso corporal, asi como con la composicion corporal (pardmetros metabolicos, la
cantidad de tejido graso y la masa muscular) (Westerterp, 2018). También se ha demostrado
que el ejercicio agudo y crénico regula la secrecion de hormonas y péptidos relacionados con
la regulacion del BE (Ribeiro et al., 2007; Stensel, 2011). Estos péptidos son transportados
tanto por el nervio vago como por circulacién sistémica y posteriormente son interpretados
por el hipotdlamo (véase seccion 2.4.) (Blundell et al., 2015; Hopkins & Blundell, 2016;
Stensel, 2011). Esta estructura cerebral se ha identificado por ser una parte fundamental en
el BE, ademas se sabe que el hipotdlamo esta involucrado en la regulacion de la actividad
fisica (Benfato et al., 2017; Mavanji et al., 2022).

2.3. Regulacion hipotaldmica del BE

En el cerebro, diferentes circuitos neuronales trabajan de manera sincronizada para mantener
la homeostasis energética. Estos circuitos tienen su punto de convergencia en el hipotalamo,
donde integran estimulos externos e internos para inducir respuestas metabolicas (Schaeffer
et al., 2014). EIl hipotdlamo ha recibido una atencion significativa dada su capacidad para
influir en el comportamiento alimenticio y el GE, a través de la integracion de sefiales
nutricionales dirigidas por hormonas (leptina, insulina, grelina, etc.). EI ARC en el
hipotdlamo juega un rol central en dichos procesos, ya que en esta estructura la barrera
hematoencefalica es mas permisiva para el transporte de compuestos de la sangre. Ademas,

en este nicleo se encuentran neuronas de primer orden que detectan las sefiales hormonales,



las cuales extienden sus prolongaciones axonales a otros nucleos del hipotalamo (area
hipotalamica lateral -LHA—, nucleo ventromedial -VMN-y nucleo paraventricular —-PVN),
donde activan neuronas de segundo orden, induciendo efectos anorexigénicos (inhibicion del

apetito) u orexigénicos (induccion del apetito) (Waterson & Horvath, 2015).

2.3.1. Via intracelular del sistema de las melanocortinas en la regulacion del BE

El control del BE es muy complejo, ya que involucra una red neuronal regulada notablemente
dentro del hipotadlamo (Figura 3). En efecto, en el ARC existen dos poblaciones neuronales
con funciones antagénicas, que constituyen el sistema de las melanocortinas (Derghal et al.,
2017). Una poblacién esta conformada por las neuronas que expresan los neuropéptidos de
proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART),
las cuales reducen el CA y aumentan el GE; la segunda poblacién esta constituida por
neuronas que expresan los neuropéptidos denominados péptido relacionado con agouti
(AgRP) y neuropeptido Y (NPY), cuya actividad induce el CA 'y reducen el GE (Wilson &
Enriori, 2015). Cabe resaltar que el NPY induce la ingesta de alimento a corto plazo,
inhibiendo las neuronas POMC/CART y actuando sobre neuronas de segundo orden,
mientras que el AgRP inhibe el CA a largo plazo a través de efectos sobre neuronas de
segundo orden (Wilkinson & Imran, 2018). Los sitios secundarios de accion del sistema de
las melanocortinas son los receptores de melanocortina (MCR) presentes en las neuronas de
segundo orden. Entre los méas importantes esta el receptor de melanocortina 3 (MC3R) y el
receptor de melanocortina 4 (MC4R), que se encuentran preferencialmente en las neuronas
del PVN. La hormona estimulante de melanocitos (a-MSH), derivada de POMC, es un
potente ligando enddgeno para los receptores a melanocortina 3 y 4 (involucrados en la
reduccion del PC y el aumento en el GE); en contraparte, el AgRP sirve como el principal
péptido enddgeno que antagoniza directamente la accion de la a-MSH, compitiendo por la
union a los MCR e inhibiendo la activacion del receptor (De Jonghe et al., 2011).

El sistema de las melanocortinas recibe sefiales hormonales y nutricionales que se secretan
de la periferia en tejidos como el estomago (grelina), pancreas (insulina) y tejido adiposo
blanco (leptina). Es conocido que estas hormonas y sus fluctuaciones en los niveles de
concentracion actuan de forma catabdlica (leptina e insulina) y anabdlica (grelina). Ademas,



este balance depende de los niveles circulantes de glucosa, acidos grasos, aminoacidos y
hormonas gastrointestinales que reflejan el estado nutricional del organismo (Caron &
Richard, 2017). La leptina regula tanto las neuronas POMC/CART como NPY/AgRP, esta
hormona aumenta los niveles de los ARN mensajeros (MRNA) de POMC vy disminuye los
de NPY/AgRP, asi como despolariza (activa) las neuronas POMC, simultdneamente
hiperpolariza (desactiva) neuronas NPY/AgRP. Por otro lado, los receptores de insulina (IR)
se expresan ampliamente en el cerebro, y la evidencia es controversial, ya que los ratones
con deficiencia de este receptor en el cerebro desarrollan obesidad; sin embargo, la
eliminacidn de este receptor en el sistema de las melanocortinas, no mostro alteracion, lo cual
sugiere la activacion de diferentes subpoblaciones de POMC en la homeostasis energética
(Derghal et al., 2017). La grelina, conocida como la hormona del hambre, se sintetiza como
una preprohormona y se requieren varios procesos para su forma activa, la cual ejerce su
efecto a través de la union al receptor del secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR),
que se expresa altamente en neuronas NPY/AgRP. Ademas, la grelina eleva la concentracién
de mRNA de NPY/AgRP, y promueve una mayor actividad eléctrica. También regula

positivamente la prolilcarboxipeptidasa, enzima que degrada la o-MSH (Kim et al., 2014).

2.3.2. Via intracelular del receptor TGR5/ DIO2 y su rol en el BE

El receptor TGR5 (Receptor Takeda 5 acoplado a proteina G) es un receptor membranal con
reconocidos efectos metabdlicos y antiinflamatorios, cuyos ligandos enddgenos son las sales
biliares (Duboc et al., 2014). Se encuentra altamente distribuido tanto en tejidos periféricos
como en el cerebro (Keitel et al., 2010). Un estudio reciente, realizado por nuestro equipo de
trabajo, mostrd que la activacion de este receptor en el hipotadlamo, donde fue identificado y
caracterizado, juega un rol preponderante en la regulacion del BE y del PC (Castellanos-
Jankiewicz et al., 2021). De manera interesante, se ha demostrado que varios fitoesteroides
son agonistas exdgenos de este receptor; el acido oleanolico, el &cido betulinico y la nomilina
son ejemplos de agonistas de origen vegetal (Sasaki etal., 2017). Por otro lado, se ha
observado que la activacion de TGR5 disminuye la expresion de citocinas proinflamatorias
como interleucina la (IL-1a), interleucina 1B (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) y el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) (Guo et al., 2016). También se ha mostrado que la estimulacion

de este receptor aumenta la activacion de la enzima DIO2, via la produccién del segundo



mensajero monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) (Duboc et al., 2014). EI TGR5 se
expresa en una gran cantidad de tejidos, tales como la placenta, el bazo, los pulmones e
incluso en células del SNC, como la microglia y los astrocitos (Watanabe et al., 2006).

La enzima DIO2 juega un rol importante en la regulacion del BE (Figura 3), catalizando la
conversion de la hormona tiroidea tiroxina (T4) a triyodotironina (T3), su forma bioactiva. La
T3 no sélo estimula el gasto energético a través de la termogenesis, sino que también reduce
la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo (TA), aumenta la funcion mitocondrial,
disminuye la inflamacion y el metabolismo potencialmente sistémico (Bradley et al., 2018).
Su accion a nivel hipotalamico promueve el GE asociado a la termogénesis corporal en
tejidos periféricos (Saito et al., 2020). Lo anterior ha generado un gran interés en sus efectos
sobre el tejido adiposo pardo (BAT) y las células beige del tejido adiposo blanco (WAT). De
igual forma, se ha demostrado que T3 tiene funciones termogénicas en ambos tejidos
actuando degradando los acidos grasos y disipando calor (Yau et al., 2018). Cabe mencionar
que las células adiposas se correlacionan positivamente con el sobrepeso y la obesidad (Liu
et al., 2019). También se ha reportado que DIO2 se expresa no so6lo en tejidos adiposos, sino
también en otros tejidos como el cerebro y la glandula pituitaria; de manera interesante, el
producto de DIO2, la hormona T3, se encuentra en altas concentraciones en el cerebro
(Bernal, 2015). Estos datos sugieren que la via intracelular TGR5 / DIO2 juega un rol de

marcada importancia en el balance energético (Figura 3).
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Figura 3. Regulacién hipotalamica del balance energético. El ntcleo arqueado (ARC) del hipotalamo
juega un rol crucial en el balance energético, en dicha estructura convergen una serie de vias y sistemas
intracelulares que regulan el balance energético. Uno de los sistemas ampliamente estudiados en el ARC es el
sistema de las melanocortinas, el cual se constituye de dos poblaciones neuronales antagonicas entre si; las
neuronas que expresan POMC, las cuales incrementan el gasto energético y disminuyen la sensacién de apetito;
por otro lado, se encuentran las neuronas que expresan AGRP / NPY, éstas disminuyen el gasto energético e
incrementan la sensacion de apetito. Otra de las vias involucradas en el BE es la via TGR5 / DIO2, dicha via es
conocida por aumentar la termogénesis, un mecanismo de disipacién de energia que incrementa el gasto
energético. Dichas poblaciones neuronales reciben e interpretan sefiales nutricionales y hormonales
provenientes de 6rganos de la periferia, que comunican el estado nutricional del organismo. (Figura creada con
Biorender.com)

2.3.3. Sistemas reguladores del balance energético en la obesidad

La disminucidn de la actividad fisica (sedentarismo), estd ampliamente relacionado con el
aumento del peso corporal y una acumulacion de tejido graso (Ortega et al., 2013). Sin
embargo, los mecanismo moleculares ain no se han establecido por completo (Pojednic
et al., 2022). Esto puede deberse a que este regulador del BE solo representa entre un 20 a

un 30 % del gasto energético (Westerterp, 2018).
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En los ultimos afios, se ha hecho evidente el rol del cerebro en el desarrollo de la obesidad
(Figura 4). La mayor parte de la evidencia apunta al desacoplamiento de la regulacién del
BE debido al desarrollo de un cuadro de inflamacion en el hipotalamo, inducido por el
consumo de dietas hiperlipidicas (HFD) (Dorfman & Thaler, 2015). Diversos estudios han
demostrado que la dieta rica en grasa, en particular los acidos grasos saturados de cadena
larga (SFA), inducen dicha inflamacion (De Souza et al., 2005). De igual forma se ha
mostrado que la inflamacion hipotalamica es esencial para el desarrollo de la obesidad
(Valdearcos et al., 2011; André et al., 2017). Una inflamacion aguda aumenta la expresion
de POMC, asi como del receptor de melanocortina 4 (MC4R) (Dwarkasing et al., 2016; Jang
et al., 2010). Sin embargo, en procesos de inflamacién crénica tanto POMC como MCA4R se
ven disminuidos (Dwarkasing et al., 2014; Dwarkasing et al., 2016). Muchos de los efectos
metabolicos de las hormonas tiroideas (TH) pueden atribuirse a sus acciones directas sobre
los tejidos periféricos, donde ejercen una amplia gama de efectos sobre la fisiologia hepatica,
como el metabolismo de los lipidos, el colesterol y la glucosa. Sin embargo, existe poca
informacion sobre el papel de las TH en la regulacion del balance energético por acciones
directas en el sistema nervioso central (SNC) (Wu et al., 2016). Un estudio mostré datos
controversiales donde el consumo de una HFD provoco la activacién de la Cinasa c-Jun N-
terminal (JNK) en la glandula pituitaria anterior, lo cual aumenta la expresion de DIO2, y
con ello se produce una disminucion del gasto de energiay el desarrollo de obesidad, ademas
se ha reportado que en pacientes obesos los niveles de hormonas pertenecientes al eje
hipotalamo-pituitaria-tiroides son normales, a excepcion de la T3 (Kokkoris & Pi-Sunyer,
2003; Vernia et al., 2013). Un determinante clave de la accion de las TH en el cerebro es la
deiodinasa tipo 3 (DIO3), que cataliza la conversion de T4 y T3 en metabolitos inactivos y
en ratones con deficiencia de DIO3 atenla la ganancia de peso corporal (Wu et al., 2016).
Por ultimo, el sistema de sefializacion de TGR5 ha sido estudiado recientemente a nivel
central por nuestro equipo de trabajo. En particular, se demostrd su participacion en la
regulacion hipotalamica del BE, por lo cual representa una diana terapéutica innovadora para
el tratamiento de la obesidad (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021). Sin embargo, en procesos
de obesidad la accion reguladora de este receptor no se comprende del todo, algunos estudios

indican que puede ser una alteracién en la reabsorcion de sus ligandos enddgenos (sales
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biliares), asi como en la interaccion de estos con la microbiota intestinal (Chavez-Talavera
etal., 2017).

Grasas saturadas de
cadena larga tienen la
capacidad de cruzar la
barrera hematoencefaélica.
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Figura 4. Dietas altas en grasas saturadas modifican el correcto funcionamiento de los sistemas
reguladores del balance energético. Las dietas altas en grasas saturadas generan una inflamacion a nivel
central (incluso antes de percibir un fenotipo obeso). Los acidos grasos de cadena larga activan la respuesta
inflamatoria a través del receptor tipo tol 4 en células microgliales, las cuales liberan al medio citocinas
proinflamatorias que inhiben el correcto funcionamiento neuronal a través la disminucion en la liberacion de
POMC (proopiomelanocortina) a los nucleos paraventriculares para transmitir la sefial de saciedad. De igual
forma, la inflamacion central genera una resistencia a la leptina (hormona reguladora del sistema de las
melanocortinas). Finalmente, las dietas altas en grasas disminuyen la cantidad de sales biliares en el ARC, por
lo cual existen pocos y deficientes agonistas de TGR5. SFA: acidos grasos esterificados; CAF: dieta de
cafeterfa; IL-1B: interleucina 1B, IL-6: interleucina 6; IL-12: interleucina 12; TNFa: factor de necrosis tumoral
a; iNOS: 6Oxido nitrico sintasa inducible; NPY: neuropéptido Y; AGRP: proteina relacionada con agouti.
(Figura creada con Biorender.com).
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3. Kaempferol

El KF es un compuesto polifendlico de color amarillo y de bajo peso molecular (PM 286.23
g/mol), con una estructura policiclica y rodeado de grupos hidroxilos, cuyo nombre de
acuerdo a la IUPAC es 3,5,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona, que se
encuentra comunmente en alimentos (frutas y verduras) y en plantas de la medicina
tradicional. En plantas acta como un fitoestrégeno con funciones antioxidantes que brindan
proteccion a la planta, ademas de intervenir en las relaciones planta-microorganismos
(Mierziak et al., 2014). Su sintesis en plantas es muy compleja; al igual que otros flavonoides,
el KF se sintetiza a partir de un difenilpropano, cuya reaccion es catalizada por varias enzimas
hasta la union de varios azlcares como: glucosa, ramosa y rutinosa para formar glucésidos
(Calderon-Montano et al., 2011).

Este compuesto se encuentra ampliamente distribuido en el reino vegetal (Figura 5). En
varios estudios se ha determinado la cantidad de este flavonoide; entre los alimentos en los
gue se encuentra mayormente presente tenemos el nopal, el brécoli, la cebolla, la papaya, la
guayaba, las moras, el té verde, el té negro, en bayas comestibles, etc. (Miean & Mohamed,
2001).

3.1. Kaempferol y su rol en la regulacion del metabolismo energético

Ademas de los efectos inhibidores de la proliferacion celular en el cancer, el KF presenta
acciones importantes en la regulacion del metabolismo energético (Figura 5). Varios
estudios han reportado que dietas ricas en polifenoles, entre ellos el KF, tienen un efecto
antiobesogénico, atenuando el aumento del PC, asi como las concentraciones de metabolitos
sanguineos (glucosa, triglicéridos, etc.). En efecto, el consumo de un extracto de té (Sanglan
tea), rico en KF y quercetina, suprime la expresion de genes claves de la lipogénesis y
adipogénesis en higados de ratones obesos (Guruvaiah etal., 2018). Estos datos son
consistentes con otro estudio en raton en el que se implementd una dieta con KF, la cual
disminuyé el estado de obesidad, reduciendo la adiposidad, los niveles plasmaticos de
lipidos, y produjo una mejora en la resistencia a la leptina y a la insulina (Zang et al., 2015).
Los efectos del KF descritos arriba han sido observados igualmente en células aisladas, donde
se observo la disminucion en la acumulacion celular de lipidos (Gomez-Zorita et al., 2017).
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Estudios en diferentes modelos experimentales, como ratones y cultivos celulares, han
mostrado un aumento de la expresion de los genes involucrados en el catabolismo de lipidos
(Torres-Villarreal et al., 2019).

Otros datos de la literatura muestran al KF como una molécula capaz de regular la via de
sefializacion de la tiroides, induciendo GE dependiente de la termogénesis (da-Silva et al.,
2007). En estudios recientes con cultivos celulares de musculo esquelético, se observo que
el KF aumenta el GE al regular genes termogénicos y metabdlicos (McAninch & Bianco,
2014). Ademas, aumenta la produccién y tiempo de vida media de la DIO2, traduciéndose
en un aumento de la activacion de la hormona tiroidea, es decir el paso de T4 a T3 (da-Silva
etal., 2007). Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento intraperitoneal con KF
incremento la expresion del mMRNA de POMC en el hipotdlamo, en un modelo de depresion
(Park et al., 2010).

Pese a todos estos estudios realizados, ain se desconoce si en modelos in vivo el KF puede
activar la via de la termogénesis en el ARC del hipotadlamo. Como antecedente directo al
presente trabajo, recientemente nuestro equipo de trabajo mostré que el tratamiento cronico
via intraperitoneal (i.p.) con KF mejora la homeostasis de la glucosa y disminuye el PC, sin
cambios en el CA y una reduccion de la eficiencia alimentaria, probablemente debido a una
induccién del GE (Romero-Juarez etal., 2021). Dado que los efectos anteriores son
regulados criticamente en el hipotadlamo, se procedi6 a analizar los efectos agudos de la
administracion i.c.v. del KF sobre el BE. Dicha administracion central reprodujo los efectos
observados con la administracion i.p. (Romero-Juarez et al., 2021), sugiriendo que el KF
ejerce sus efectos metabdlicos a nivel hipotalamico. Consistente con ello, el mismo estudio
mostré que la atenuacion del fenotipo obeso por el tratamiento i.p. se asocié con una
disminucion de la activacion de la microglia (disminucién de la inflamacion) inducida por
una dieta HFD a nivel del ARC (Romero-Juarez et al., 2021). Considerando lo mencionado
anteriormente, si el KF ejerce sus efectos metabolicos actuando a nivel del hipotalamo, se
espera que involucre vias intracelulares ligadas a dicha estructura cerebral. En ese sentido, el

presente trabajo plantea analizar la activacion de componentes del sistema de las
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melanocortinas y de la via de TGR5 / DIO2 en respuesta a la administracion i.c.v. de KF en
ratones obesos.

Hasta el momento no se han reportado estudios donde evalten el efecto del kaempferol a
nivel central sobre la actividad fisica. Sin embargo, se ha reportado que la combinacion de

una dieta alta en polifenoles o resveratrol y un régimen de actividad fisica mejora el estado
metabdlico del organismo (Da Fonseca Cardoso et al

, 2021). De igual forma se ha
establecido que la suplementacion con polifenoles antes y después de la actividad fisica

mejora la recuperacion muscular en atletas de alto rendimiento a través de mecanismos

antiinflamatorios (Bowtell & Kelly, 2019). Dentro de estos polifenoles, el KF mostrd una

capacidad para mejorar la funcion motora en ratones con fatiga muscular a través de una
disminucion del estrés oxidativo (Shibuya et al., 2022)
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Figura 5. Distribucién y propiedades del kaempferol. EI KF es un flavonoide altamente
distribuido en el mundo vegetal e incluso se ha reportado en algunos tipos de hongos. Este flavonoide ha
mostrado propiedades antiinflamatorias, hipoglucemiantes y es un inductor de la lip6lisis. También ha
demostrado la capacidad de aumentar la POMC (proopiomelanocortina) e incrementar la expresion de
Dio2 (deiodinasa 2). Ademas, se ha reportado un efecto sobre la microbiota intestinal que se traduce en
un aumento de las sales biliares circulantes. (Figura creada con Biorender.com)
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JUSTIFICACION

La obesidad es uno de los problemas de salud més devastadores en el mundo; en 2016 més
de 1900 millones de adultos y 340 millones de nifios y adolescentes presentaban esta
enfermedad. En México, el sobrepeso (obesidad incluida) representa actualmente el mayor
problema de salud publica, ya que afecta a una gran parte de la poblacion (35.6% de los
infantes, 38.4% de adolescentes y el 75.2% de adultos), colocandolo como uno de los paises
con mayor prevalencia. También se ha estipulado que la obesidad y sus comorbilidades
representan alrededor del 60% del gasto total en salud del pais. Ademas, se encontré que las
personas obesas tenian costos médicos que eran aproximadamente un 30% mayores que las
personas no obesas. Pese a las estrategias gubernamentales para disminuir la incidencia de
obesidad en la poblacién, la prevalencia no dejara de aumentar (OECD), inclusive en los
estratos socioecondmicos mas bajos, por lo cual es imprescindible buscar estrategias

terapéuticas accesibles y asequibles para todo tipo de poblacién.

En este contexto, la utilizacion de compuestos de origen vegetal, los cuales poseen baja
toxicidad, ha generado un gran interés como una estrategia terapéutica. Dentro de dichos
compuestos estan los flavonoides, compuestos que provienen del metabolismo secundario de
las plantas y de algunos hongos. Dentro de estos polifenoles esta el KF, dicho flavonoide esta
altamente distribuido en el reino vegetal, también se conoce que este compuesto tiene
propiedades beneficiosas relacionadas con la inflamacion y el metabolismo, dos factores
esenciales en el desarrollo de la obesidad. En un estudio reciente realizado por nuestro grupo
de trabajo, se demostro que el KF ejerce efectos metabolicos y antiinflamatorios a nivel
central en ratones obesos expuestos a una HFD. Sin embargo, se hace imprescindible
dilucidar el mecanismo por el cual el KF ejerce su efecto antiobesogénico. En este sentido,
este trabajo planteod estudiar la implicacion de ciertas vias intracelulares hipotalamicas
relacionadas con el metabolismo y el BE, como es el caso del sistema de las melanocortinas,
la via de sefializacion de TGR5, asi como la via de la tiroides. Conocer los mecanismos
referidos, podria ayudar a dirigir estrategias terapéuticas efectivas contra la obesidad,

reduciendo su alto impacto social y econémico.
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HIPOTESIS

El kaempferol ejerce sus efectos antiobesogénicos a través de la modulacion de las vias
intracelulares hipotaldmicas implicadas en la regulacion del balance energético.

OBJETIVOS

1. Objetivo general
Evaluar los mecanismos hipotalamicos implicados en los efectos metabolicos del kaempferol

en ratones obesos inducidos por una dieta hipercalérica.

2. Objetivos especificos
I. Determinar el efecto agudo de la administracién i.c.v. de kaempferol sobre el PCy CA en

ratones obesos.

Il. Evaluar el efecto agudo del tratamiento i.c.v. con kaempferol sobre el control de la

glucemia en ratones con obesidad.

I1l. Analizar cambios en la expresion de componentes clave del sistema de las
melanocortinas, del receptor TGR5 y de la tiroides en respuesta al tratamiento i.c.v. con

kaempferol en ratones obesos.

IV. Determinar el efecto del tratamiento central con KF sobre la actividad fisica, el estrés y

la conducta tipo ansiosa.
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Figura 6. Estrategia experimental. El trabajo inici¢ con la induccion de la obesidad, para lo cual ratones
de la cepa C57BL/6J fueron sometidos por 14 semanas a una alimentacion hipercalérica basada en una dieta de
cafeteria. Una vez que el cuadro de obesidad fue establecido, los ratones fueron sometidos a una neurocirugia
para la implantacién de una canula i.c.v. en las siguientes coordenadas estereotaxicas: anteroposterior -0.5 mm;
mediolateral -1.2 mm y dorsoventral -2.1 mm, respecto del bregma. El peso corporal de los ratones se monitored
por dos semanas después de la cirugia, para verificar la correcta recuperacién. La verificacion del efecto de la
administracién i.c.v. de KF sobre el PC y el CA se realiz6 una vez los animales se encontraron totalmente
recuperados de la cirugia. Para cumplir con este objetivo los ratones se sometieron a 24 h de ayuno,
posteriormente fueron inyectados con 5 pg de KF disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO) y se evalué PC y CA.
Una semana después se realizé la prueba de sensibilidad a la insulina, para lo cual los ratones se sometieron a
un ayuno de 6 h, posteriormente se determind la glucemia en ayuno (tiempo 0 igual a glucemia basal), seguido
de esto fueron tratados con 5 pg de KF i.c.v. y se evalu6 las concentraciones de glucosa en sangre a los 15, 30,
60, 90 y 120 min. Se monitore6 la recuperacion de los ratones una semana, posteriormente se realiz6 la prueba
del campo abierto y consumo de alimento en un campo novedoso en ratones con 24 h de ayuno y tratados i.c.v.
con 5 pg de KF. Por Gltimo, se realizé la evaluacion ex vivo de la expresion de los genes reguladores del balance
energético en ratones con 24 h de ayuno, los cuales fueron tratados con 5 pg de KF de manera central y después
de 2 h se les realizé la eutanasia.
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MATERIALES Y METODOS
1. Animales

Todos los experimentos se realizaron en ratones macho de la cepa C57BI/6J, los cuales se
obtuvieron del Instituto de Neurobiologia de la UNAM (Juriquilla, Querétaro, México). Los
ratones fueron mantenidos en ciclos de luz/oscuridad de 12 h (inicio del ciclo de luz a las
07:00) y a una temperatura de 22 + 2°C, con acceso ad libitum a comida y a agua, a excepcion
de los dias de experimentacion. EI manejo de los animales se realizé siguiendo estrictamente
las pautas del reglamento nacional (NOM-062-Z00-1999) y de reglamentos internacionales
(Institutos Nacionales de Salud) para el cuidado y uso de animales de laboratorio, enfatizando

en evitar al maximo todo sufrimiento.

2. Induccion de un cuadro de obesidad

Ratones de ocho semanas de edad fueron expuestos por 14 semanas a una dieta de cafeteria
(CAF), un modelo de obesidad validado en la literatura cientifica (Bonfim et al., 2021).
Durante la exposicién a esta dieta, se ofertaron tres diferentes alimentos ultra procesados por
dia, con un menu diferente por dia (Tabla 1). La dieta estdndar para roedores se mantuvo
siempre disponible junto a la dieta CAF (Bonfim et al., 2021; Lang et al., 2019). Se realiz6
un seguimiento semanal del progreso de la ganancia de peso corporal durante las catorce
semanas. La composicion nutricional y calérica de los alimentos ofertados fueron calculados

de acuerdo con sus tablas nutrimentales, la cual es presentada en la Tabla 2.

Tabla 1. Alimentos ofertados en la dieta para la inducciéon de obesidad. La dieta consta de tres
diferentes alimentos por dia de la semana, ademas de la dieta estandar que permanece siempre.

Ll Alimento 1 Alimento 2 Alimento 3 Alimento 4
semana
Galletas rellenas de Galletas rellenas de . Dieta
Lunes . Salchicha de res ,
crema (tipo oreo) chocolate estandar
Martes Galletas Saladitas Galletas suavicremas Salchicha D,l cta
estandar
MR Galletas de maizena Palomitas dulces Pizza D,l cta
estandar
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Panecillo relleno de , Dieta
Jueves Pan blanco Jamon ,

chocolate estandar

RLEREES Frituras de maiz Galleta de maizena Eenlujprea D,l cta
res estandar

Sabado Papas fritas Galletas rellenas de Salchicha de res D,l cta
chocolate estandar

Domingo Cheetos Galletas rellenas de Jamén D}eta
chocolate estandar

Tabla 2. Aporte calérico y datos nutrimentales de los diferentes alimentos ofertados en la
dieta CAF. Cantidades expresadas como g 0 mg por cada 100 g de alimento.

Alimentos Carbohidrat Proteina Lipido ELth Fibra
Kcal saturada

ofertados os (g) s (g) s (g) s (2) (g)
Frituras de maiz | 497.0 56.9 6.6 25.8 3.4 4.8 10.0
Galleta de 509.0 64.7 5.0 25.7 13.0 17 | 703
maizena
Hamburguesa 305.0 13.0 16.0 13.0 6.0 20 | 00
Saladitas 376.9 69.2 7.7 77 77 0.0 14i5 :
Eallee 576.0 64.0 8.0 32.0 28.0 00 | 00
suavicremas
Salchicha de 127.7 12.4 6.3 5.8 2.0 05 | 871.0
cerdo
Palomitas dulces | 383.3 70.0 3.3 10.0 6.7 13.3 296.7
Jamoén 91.3 6.7 12.0 1.9 05 00 | 961.5
Letni e i 223.0 30.5 3.7 9.8 1.9 14 | 67.0
dulce
Pastelillos 347.5 57.5 5.0 113 7.5 25 | 2125
rellenos
balgmlomis| o g 67.4 45 20.4 5.1 11 | 3480
crema (tipo oreo)
Galleta rellena de | ) , 69.6 6.6 17.9 10.3 1.9 | 2634
chocolate
Salchicha deres | 177.0 5.1 12.9 11.8 58 0.0 | 930.0
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Papas fritas 469.0 63.0 70 | 220 | 120 | 300 | 4980
Pizza 231.5 29.6 9.8 8.1 37 | 00 | 00

Cheetos 540.0 533 67 | 333 | 117 | 33 | 600.0
Total P 706 1148 | 2507 | 1232 | 620 56; 2

3. Determinacion del efecto agudo de la administracion central de KF sobre el BE
3.1. Neurocirugia para implantacion de canulai.c.v.

Para establecer la capacidad del KF de modular a nivel central el BE se usaron ratones con
14 semanas de induccién de obesidad a los cuales se les implantd estereotaxicamente una
canula de acero inoxidable (Plastics one, Inglaterra) en el ventriculo lateral derecho
(coordenadas: anteroposterior -0.5 mm; mediolateral -1.2 mm y dorsoventral -2.1 mm, del
bregma). Dicha cirugia se llevé a cabo en ratones anestesiados con ketamina (100 mg/kg)

(Sedalphorte, México) y xilazina (10 mg/kg) (Pisa, México), inyectados via i.p.

3.2. Verificacion del efecto de la administracion de KF sobre el PC y el CA

Después de dos semanas de recuperacion postoperatoria, los ratones se sometieron a un
ayuno de 24 horas, para inducir el apetito y evaluar de manera controlada el CA y cambio de
PC. Posteriormente, se realiz6 un tratamiento i.c.v., inyectando 5 pug de KF disuelto en
dimetil sulfoxido (DMSO) (n=13). Dicha dosis fue elegida con base en observaciones previas
en nuestro equipo de investigacion, las cuales mostraron un efecto sobre el BE (Romero-
Juérez et al., 2021). Después de la inyeccidn se regreso el alimento a los animales y se evalud
el CA 1, 2,4y 24 horas después de la aplicacion, asi como el PC al iniciar y 24 horas post
aplicacion, para determinar el cambio de peso corporal usando una balanza digital (Sartorius,
Alemania). La eficiencia alimentaria fue también calculada usando el consumo calorico y el
cambio de peso, con la formula: EA= (ganancia de peso corporal/calorias ingeridas) X 100.
Un grupo control (n=14), el cual recibi6 DMSO (vehiculo), también fue incluido en el
estudio.
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4. Evaluacion de la administracion i.c.v de KF sobre la glucemia

4.1. Test de sensibilidad a la insulina

Los ratones fueron sometidos a 6 horas de ayuno para homogeneizar los niveles de glucosa
en todos los animales. Posteriormente, se inyectd una dosis de KF de 5 pg (i.c.v.) (n=7) o
vehiculo (DMSQO) al grupo control (n=6), y se dejé actuar al compuesto por 1 hora.
Transcurrido este tiempo se determind la glucemia basal (punto 0). Enseguida, se les
administré de manera intraperitoneal (i.p.) una carga exdgena de insulina de 0.75 U/kg
(AMSA, Meéxico), que se disolvid en solucién salina. Posteriormente se tomaron muestras

sanguineas a los siguientes tiempos: 15, 30, 60, 90 y 120 min (Romero-Juérez et al., 2021).

4.2. Concentracion de glucosa en respuesta a la inyeccién i.c.v. de KF en ratones con 24
horas de ayuno

Los ratones se sometieron a 24 horas de ayuno, posteriormente a un grupo de ratones se les
administrd 5 pg i.c.v. de KF (n=8), mientras que otro grupo recibié una inyeccién de DMSO
(grupo vehiculo) (n=9). Después de 2 horas se realiz6 la eutanasia por decapitacion, y se
tomo6 una muestra de sangre troncal para medir la concentracion plasmatica de glucosa con

ayuda de un glucémetro (OneTouch®, México).

5. Efecto del tratamiento agudo i.c.v. con KF sobre la expresion génica de componentes

de vias hipotalamicas reguladoras del BE

5.1. Obtencion de tejido hipotalamico

Para estudiar cambios en la expresion de genes implicados en el BE, en respuesta al
tratamiento con KF, se realiz6 un muestreo de tejido fresco de hipotalamo. Para ello, a ratones
con 24 horas de ayuno se les administro via i.c.v. una dosis de 5 pg de KF. Después de 2
horas los ratones fueron eutanasiados por decapitacion. Posteriormente se recolecto el tejido
hipotalamico y se congel6 en Trizol a -30°C hasta su procesamiento (Castellanos-Jankiewicz
etal., 2021).
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5.2. Extraccion de mRNA y retrotranscripcion (RT)

Se extrajo el ARN total de los tejidos hipotalamicos con el método de Trizol — cloroformo
(Invitrogen, Camarillo, CA). Las muestras que fueron contaminadas o degradadas se
excluyeron del estudio. Un total de 2 ug de ARN, extraido por muestra, sometido a una
transcripcion en una solucion de reaccion de 15 L, que contenia 1 pL de oligo dT 500
pL/mL (PROMEGA, Camarillo, CA), 2 uL dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP ydTTP, 10 mM
cada uno (PROMEGA, Camarillo, CA), tampdn de primera hebra y 200 U de M-MLV
transcriptasa inversa, a 37°C durante 50 minutos y se inactivo la enzima con calor a 70°C
(Roque et al., 2016).

5.3. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

La qPCR se llevo a cabo en el producto de la retrotranscripcion para determinar cambios en
diferentes vias reguladoras del BE, por lo cual se emplearon los cebadores ya descritos para
la cuantificacion de los genes del sistema 1) de las melanocortinas: Pomc, AgRP y Npy; 2)
de la tiroides: Dio2 y 3) del sistema de sefializaciéon TGR5: Tgr5. Como gen de referencia se
usé Nono (proteina de union a octameros que contiene dominio no POU) (Castellanos-
Jankiewicz et al., 2021). Las secuencias de los cebadores empleados para el analisis son
presentadas en la Tabla 3. El cDNA (ADN complementario) resultante de la transcripcion
(3 UL/500 ng) se utilizd para analisis de gPCR en 10 uL de solucion de reaccion, 5 uL de
Master Mix (Affymetrix, products USB, EE. UU.), 0.9 pL cebador (Elim, 10 pM/uL) y 02
uL de agua libre de RNAasas (Mili Q). La qPCR se realiz6 durante 40 ciclos, utilizando Step
One Plus Real Time PCR (Applied Biosystems) (Roque et al., 2016). Los cambios en
expresion en respuesta al tratamiento fueron determinados usando el método comparativo 2-

AACt (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021).
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores empleados para el analisis de expresion génica.

Nombre ID del gene Iniciador directo (5°-3°) Iniciador de reversa (5’-3”)

del gen
Nono NM 023144 CTGTCTGGTGCATTCCTGAACTAT AGCTCTGAGTTCATTTTCCCATG
Pomc NM_ 008895 TGGGCGAGCTGATGACCT GCCGACTGTGAAATCTGAAAGG
Npy NM 023456 CCCCAGAACAAGGCTTGAAG TTGGAAAAGTCGGGAGAACAA
AgRP | NM 007427 CTTTGGCGGAGGTGCTAGAT AGGACTCGTGCAGCCTTACAC
Tgr5 NM 174985 CCTTTCCCTGCTTGCCAAT CCGGAGTGGCTGCAACAC
Dio2 NM_ 13371 CCACCTGACCACCTTTCACT TGGTTCCGGTGCTTCTTAAC

6. Verificacion del efecto del tratamiento central con KF sobre la actividad fisica, el
estrés y la ansiedad

6.1. Prueba de campo abierto

Los animales fueron sometidos a 24 horas de ayuno, para posteriormente ser inyectados i.c.v.
con 5 pg de KF (n=8), en caso del grupo vehiculo se usé una inyeccion i.c.v. con I1pL de
DMSO (n=8). Una hora después de la inyeccion i.c.v. se colocaron en el centro del campo
con un fondo cuadriculado y paredes oscuras con las medidas 60 cm de largo x 60 cm de
ancho x 30 cm de altura. Los ratones dentro del campo abierto fueron grabados con ayuda de
una webcam durante 10 minutos, los videos obtenidos posteriormente fueron analizados con

el programa ANY-maze (Stoelting Company, E.E.U.U.).

6.2. Prueba de consumo de alimento en un ambiente novedoso

Los ratones que fueron sometidos a la prueba del campo abierto e inyectados i.c.v.
previamente con 5 ug de KF (n=8) o DMSO (n=8), se colocaron en un segundo campo con
fondo cuadriculado y paredes oscuras con las medidas 60 cm de largo x 60 cm de ancho x 30
cm de altura, en el cual se coloc6 una porcién de alimento (pizza) al centro del campo, el cual
conto con una iluminacion extra de 40 limenes respecto a la luz ambiental, esto con ayuda
de lampara Olympus LG-PS2 (Olympus corporation, Japon). Los animales se colocaron en

la esquina inferior del campo al inicio de la prueba. Posteriormente se grabo el
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comportamiento de los sujetos de prueba durante 5 minutos los videos obtenidos
posteriormente fueron analizados con el programa ANY-maze (Stoelting Company,
E.E.U.U.). También se evallo el consumo de alimento en el campo (consumo de alimento en
un ambiente novedoso) y el consumo en la caja de alojamiento (consumo de alimento en un

ambiente familiar).

7. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando las pruebas: 1) t de Student para la comparacion de
medias entre dos grupos y 2) analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para comparar
grupos considerando los factores tratamiento y tiempo (TSI). Valores de p<0.05 fueron
considerados como significativos. Todos los analisis se realizaron usando el programa
estadistico GraphPad Prism 6 (La Jolla, California, EE. UU).
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RESULTADOS

1. Induccion de la obesidad

Para la induccién de la obesidad, 28 ratones de la cepa C57BL/6J fueron alimentados con
una dieta CAF (la composicion esta representada en las Tabla 1 y Tabla 2), durante 14
semanas. Durante ese tiempo se midio el PC semanalmente. Como se esperaba, los datos
obtenidos mostraron un aumento de PC semanal constante hasta llegar al doble de su peso
inicial. (Figura 7A). Los pesos después de las catorce semanas de induccion fueron
significativamente mayores al peso inicial (Figuras 7B y 7C).
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Figura 7. Induccion de la obesidad. Ratones de 8 semanas de edad fueron alimentados con dieta
CAF durante 14 semanas, mostrando un incremento practicamente del doble de su peso inicial (A).
Se evaluo el PC inicial versus el PC a la semana catorce, donde se observd un aumento significativo
(B). El cambio de PC en porcentaje con respecto al PC inicial también fue calculado (C). n=28, los
datos se analizaron usando la prueba estadistica t de student, ****p<0.0001.
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2. Verificacion del efecto agudo del tratamiento i.c.v. con KF sobre el BE

El BE es sumamente complejo en su regulacion. A grandes rasgos, el fenotipo de éste
involucra la cantidad de calorias consumidas y la capacidad del organismo de responder a
ellas. Uno de los parametros que cambia al tener un BE positivo es la ganancia de PC, por lo
cual este parametro fue evaluado. De igual forma se evalu6 el CA, pues éste refleja la
cantidad de calorias consumidas y como el organismo responde a ella. En conjunto, estos dos
pardmetros reflejan la eficiencia alimentaria, por lo cual en el presente estudio evaluamos
dichos parametros para verificar el estado energético de ratones sometidos a 24 horas de
ayuno y posteriormente tratados i.c.v. con 5 pg de KF contenidos en 1 uL. de DMSO o bien
1 pL de DMSO sin KF (vehiculo).

2.1 Evaluacion del tratamiento i.c.v. agudo con kaempferol sobre el PC

Para verificar el efecto del tratamiento central con KF sobre el BE, se midi6 el cambio en el
PC. Interesantemente, en el cambio del PC se observa una disminucion significativa de
ganancia de peso en los animales tratados con KF en comparacién con el grupo vehiculo
(Figura 8A). En términos porcentuales, el grupo que recibid solamente el vehiculo gand
alrededor de 5.5% de PC durante 24 h de realimentacion (Figura 8B). La ganancia de PC en

los ratones tratados con KF fue significativamente reducida (alrededor de 2.7%).
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Figura 8. Evaluacion del efecto agudo del tratamiento i.c.v. con KF sobre el PC. Los animales
con 24 h de ayuno fueron tratados con 5 g de KF y se determind el cambio de PC en gramos (A) y
en porcentaje (B). n=13 para el grupo KF y n=14 para el grupo vehiculo. Los datos fueron analizados
con una prueba t de Student. **p < 0.01.
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2.2 Evaluacion del efecto agudo del tratamiento i.c.v. de kaempferol sobre el CAy la
eficiencia alimentaria

De igual forma, se midio el CA, en el cual se observé que el tratamiento con KF no cambi6
el CA respecto al grupo vehiculo en ninguno de los tiempos en que se midié (1 h,2h,4hy
24 h post tratamiento) (Figura 9A). EI CA acumulado en 24 horas después del tratamiento
no muestra cambios significativos en los ratones inyectados con KF respecto al grupo
vehiculo (Figura 9B). La preferencia alimentaria no muestra cambios significativos entre
ambos grupos (KF versus vehiculo); ambos grupos prefieren en su mayoria pizza y en menor
cantidad la dieta estandar (Figura 9C). La eficiencia alimentaria mostré una disminucion
significativa en los animales tratados con KF (Figura 9D). Estos datos sugieren que el

cambio en el peso corporal se debe a una disminucion de la eficiencia alimentaria.
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Figura 9. Efecto del tratamiento agudo i.c.v. con KF sobre el CA y la eficiencia alimentaria. Los
ratones sometidos a 24 horas de ayuno fueron inyectados con 5 pg de KF y realimentados con una
dieta CAF. El CA acumulado fue determinado a las 1, 2, 4 y 24 h (A). EI consumo acumulado en 24
h es presentado en (B). En el panel (C) se presentan las preferencias alimenticias de los animales
tratados con KF y el vehiculo. La eficiencia alimentaria fue calculada y presentada en el panel (D).
n=13 para el grupo KF y n=14 para el vehiculo. Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos
vias (A), ANOVA de una via (C) y una prueba t de Student. (B y D). **p < 0.01.
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3. Evaluacion del efecto agudo de la administracion i.c.v. de KF sobre la sensibilidad a
la insulina y la glucemia

Una de las alteraciones en parametros bioquimicos que se presentan durante la obesidad es
la elevacion de glucosa en sangre y una disminucion en la sensibilidad a la insulina,
alteraciones relacionadas con la DT2. Por lo anterior verificamos si el tratamiento agudo con
KF tiene efecto sobre dichos parametros. Los datos del analisis no mostraron un cambio sobre
la prueba de sensibilidad a la insulina (Figura 10A y 10B). De igual forma, la glucosa basal
a diferentes horas de ayuno y en respuesta al tratamiento i.c.v. con KF no mostré diferencias

significativas entre los grupos (Figura 10C y 10D).

-e- Vehiculo
300- -=- Kaempferol

N

(=]

o
]

100~

Glucosa en sangre
(mg/dL)

T T T T T T
basal 15 30 60 90 120

Tiempo (min)
Cc D

300+

w

1500+
Wl Vehiculo

150 - B33 Kaempferol
== —_

1000 =

200+ 100

6 h ayuno
(mg/dL)
(mg/dL)

500 100

(unidades arbitrarias)
2
1

Area bajo la curva
Glucosa en sangre
Glucosa en sangre

24 h de ayuno

0- 0 0

Figura 10. Evaluacion del efecto agudo de la administracion i.c.v. de KF sobre la sensibilidad a
la insulina y la glucemia en ayuno. Ratones en 6 horas de ayuno fueron administrados con 5 pg de
KF de manera i.c.v. disuelto en DMSO. Posteriormente se inyect6 insulina (0.75 U/kg) y se evaluaron
los niveles de glucosa en sangre en diferentes tiempos (A). El area bajo la curva de los datos obtenidos
es presentada en (B). En (C) y (D) se presentan los niveles de glucosa en sangre en ratones con 6 y
24 de ayuno, respectivamente, y tratados con KF. n=8 ratones/grupo. Los datos fueron analizados con
una prueba ANOVA de dos vias (A) y t de Student (B, C y D).
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4. Analisis del efecto del tratamiento agudo i.c.v. con kaempferol sobre la expresion
génica de marcadores de la regulacion hipotalamica del BE

4.1. Andlisis del efecto del tratamiento con kaempferol sobre la expresion génica del
sistema de las melanocortinas en el hipotalamo

Para analizar el efecto de un tratamiento central con KF sobre la expresion de genes
reguladores del BE dependientes del sistema de las melanocortinas, se analizo la expresion
de los genes Pomc, Npy y Agrp. Los datos obtenidos por gPCR no mostraron efectos sobre
la expresion relativa ni de Pomc (Figura 11A), ni de Npy (Figura 11B) ni de Agrp (Figura
11C). Estos datos nos sugieren que KF no actta sobre el sistema de las melanocortinas, lo
cual coincide con la ausencia de efectos sobre el CA.
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Figura 11. Analisis del efecto agudo del tratamiento i.c.v. con KF sobre el sistema de las
melanocortinas. Ratones con 24 horas de ayuno, fueron inyectados con 5 pg de KF de manerai.c.v. y 2 horas
post tratamiento se realizé la eutanasia de estos. Los datos presentan la expresion relativa del mMRNA de Pomc
(A), de Npy (B) y de Agrp (C). n=6 animales/grupo. Los datos fueron analizados con una prueba t de Student.

4.2. Analisis del efecto agudo del tratamiento con KF sobre la expresion génica de la via
TGR5/ DI02 en el hipotalamo

La via regulada por las sales biliares ha despertado un gran interés para su investigacion, ya
que recientemente se demostrd que el receptor TGR5 se expresa en el hipotalamo, donde

ejerce efectos sobre BE, promoviendo una induccidon del gasto energético. Dicho esto, en este
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estudio nos interesd demostrar la capacidad de KF de modular esta via intracelular. Los
resultados muestran que el tratamiento i.c.v. con KF aumenta significativamente la expresion
de Tgr5 en el hipotdlamo (Figura 12A). Interesantemente, el tratamiento también aumento
la expresion de Dio 2 (Figura 12B). Los datos obtenidos sugieren que KF actla regulando

positivamente la via intracelular que relaciona TGR5 y vias abajo DIO2, promoviendo un

BE negativo.
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Figura 12. Analisis del efecto agudo del tratamiento i.c.v. con KF sobre la via TGRS / DIO2 en
el hipotalamo. Ratones con 24 horas de ayuno, fueron inyectados con 5 pg de KF de manera i.c.v. y 2 horas
post tratamiento se realizo la eutanasia de estos. Los datos obtenidos muestran un aumento significativo en la
expresion relativa de mRNA de Tgr5 en el grupo KF en comparacion con el grupo vehiculo (A). El tratamiento
también aument6 la expresion del mMRNA de Dio2 de manera significativa en el grupo tratado con dicho
flavonoide respecto al grupo vehiculo (B). n=6 animales/grupo. Los datos fueron analizados con una prueba t
de Student. *p<0.05, **p<0.01.
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5. Efectos agudos de la administracion i.c.v. de 5 ng de KF sobre parametros de
actividad fisica, estrés y ansiedad

5.1. Efectos agudos de la administracion i.c.v. de 5 pug de KF sobre la actividad fisica
Los ratones tratados con KF no mostraron cambios significativos en los parametros de la

velocidad media, velocidad méaxima y la distancia recorrida respecto a los ratones vehiculos
inyectado con DMSO (Tabla 4). Interesantemente en el tiempo de movilidad de los animales
tratados con KF fue significativamente méas alto comparado con el grupo vehiculo, por
consiguiente, el tiempo de inmovilidad disminuyo de manera significativa en grupo KF

versus el grupo vehiculo (Tabla 4).

Tabla 4. Efectos agudos de la administracion i.c.v. de 5 pg de KF sobre la actividad fisica en
ratones obesos.

Parametro Vehi_culo Kaem_pferol Valor de p
n=8 n=8
Velocidad media (m/s) 94.125 £ 6.48 109 +7.12 0.1446
Velocidad maxima (m/s) 59425 +27.34 658.13 £51.54 0.2921
Distancia recorrida (m) 56381.12 + 3882 65270.12 £ 4275 0.1460
Tiempo de movilidad (s) 415.11 £12.32 45581 + 13.95* 0.0116
Tiempo de inmovilidad (s) 183.67 + 13.20 142.94 + 13.92* 0.0109

5.2. Efectos agudos de la administracion i.c.v. de 5 pug de KF sobre el estrés y la ansiedad
El estrés puede afectar el comportamiento normal de los ratones, por lo cual se propuso

evaluar este parametro en la prueba del campo abierto. Lo anterior con la finalidad de
descartar que el cambio en el PC esté dado por un aumento en el estrés de los ratones tratados
con KF. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que los ratones con el tratamiento
agudos i.c.v. con KF realizaron significativamente mas entradas a la zona centro, duran
mayor tiempo en la zona media, de igual manera realizan un niUmero mayor de entradas a la
zona media e interesantemente el tiempo de estos ratones en la zona periférica (zona cerca

de las paredes) es significadamente menor a los ratones del grupo vehiculo (Tabla 5). Esto
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sugiere que los cambios mostrados en el cambio de peso y la eficiencia alimentaria no esta

relacionado con un incremento en el estrés, pues de hecho presentan una reduccion del

comportamiento relacionado con este.

En la prueba de alimentacion en un ambiente novedoso se encontr6 una tendencia a un
consumo alimento mayor en los ratones tratados con KF (p=0.0900), respecto a los animales
del grupo vehiculo (Tabla 5). Sin embargo, no se mostraron cambios significativos en los
otros parametros. Esto sugiere que los ratones con KF tienden a ser menos ansiosos que los

ratones vehiculo.

Tabla 5. Efectos agudos de la administracion i.c.v. de 5 pg de KF sobre el estrés y la ansiedad

en ratones obesos.

Kaempferol

Parametro Ve:i:; L n=8 Valor de p
Entradas zona centro 5.25+0.65 11.62 + 1.13** 0.002
Tiempo en zona centro (s) 9.74 £ 2.12 13.85+1.92 0.1720
Entradas zona media 22.62+3.82 36.86 + 4.36* 0.0275
Tiempo en zona media (s) 26.83 £5.74 42.75 £ 3.29* 0.0305
Entradas periferia 17.12 £3.51 25.75+3.38 0.0988
Tiempo en zona periférica (s) 562.17 £ 6.67 542.14 £ 4.76* 0.0284
Consumo é‘; alimento ambiente 0.10 +0.02 0.15 +0.02 0.0900
fca‘:l‘isl;‘;“(’g‘;e alimento ambiente 0.10 +0.04 0.24 +0.05 0.1689
Consumo de alimento total (g) 0.27 £0.05 0.40 £0.07 0.1310
Latencia a realimentacion (s) 25.7+£6.28 17.48 £4.99 0.1437
Entradas al centro 11.25+0.94 14.71+ 2.06 0.1331
Tiempo en el centro (s) 37.61 +£8.49 67.12+12.94 0.1658
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DISCUSION

Actualmente la obesidad representa el principal problema de salud pablica a nivel mundial,
pues se estima que en el mundo existen mas de 1900 millones de personas con sobrepeso o
un grado de obesidad (OMS, 2021). Parece ser que este problema lejos de disminuir va en
aumento afio con afo, pese a los intentos gubernamentales de frenar dicho padecimiento. Se
estima que paises como Estados Unidos de Norteamérica y México aumenten su nimero de
personas con este padecimiento en mas de 40% en los proximos afios (OCDE, 2018).

La obesidad es definida como una acumulacion anormal o excesiva de tejido graso que puede
ser perjudicial para la salud (OMS, 2021). Esta acumulacion de grasa es mas que un problema
estético, pues se sabe que esta relacionada con una gran cantidad de enfermedades como
cardiopatias, hipertension arterial, enfermedades pulmonares, trastornos metabdlicos,
algunos tipos de cancer y en mas de un 90% con DT2. Dichas patologias representan en su
conjunto la principal causa de muerte a nivel mundial por enfermedades no transmisibles
(Carbone et al., 2017; Galicia-Negrete & Falfan-Valencia, 2017; Kawarazaki & Fujita, 2016;
Kolb et al., 2016). EI comienzo de la obesidad se da por la ruptura del BE, es decir, se
quebranta la capacidad del organismo de metabolizar correctamente las calorias consumidas
en la dieta (Dorfman & Thaler, 2015; Farias et al., 2017). El BE consta de una regulacién
compleja, donde nutrientes provenientes de la dieta y hormonas secretadas en la periferia por
algunos érganos como el estdmago, el pancreas y el tejido adiposo son detectados a nivel
central, mas en concreto en el ARC del hipotdlamo (Schaeffer et al., 2014). En esta estructura
convergen una serie de sistemas que regulan dicho balance energético, como el sistema de
las melanocortinas, el cual consta de poblaciones neuronales encargadas de aumentar el gasto
energético y aumentar la sensacion de saciedad (POMC), y otra poblacién antagonista que
disminuye el gasto energético (AGRP/NPY) (Derghal etal., 2017). Recientemente, se
demostro la presencia del receptor TGRS en el hipotalamo, asi como la participacion de este
en la regulacién del BE (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021). De manera, interesante, la
activacion de este receptor estimula vias abajo la expresion de Dio2, un transcrito que
codifica la enzima DIO2; esta ultima cataliza la conversion de T4 a T3, forma bioactiva de

la hormona de la tiroides. La T3 estimula la termogénesis, un mecanismo de disipacion de
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energia, a través de la estimulacidn por nervios del sistema simpatico de BAT y WAT (Guo
et al., 2016; Lopez et al., 2013; Vernia et al., 2013).

El consumo de dietas altas en grasas y azUcares refinados es fundamental para la ruptura de
balance energético, ya que dichas dietas generan un estado crdnico de inflamacion de bajo
grado, tanto a nivel periférico como central (Thaler et al., 2012). Ademas, se ha demostrado
que a nivel central las dietas altas en grasas, sobre todo ricas en &cidos grasos de cadena larga,
elevan la cantidad de células microgliales con un fenotipo proinflamatorio. Lo anterior
sucede incluso antes de presentar un fenotipo obeso, por lo cual se ha establecido que la
activacion de estas células es fundamental para el desarrollo de la obesidad (Dorfman &
Thaler, 2015; André et al., 2017). Esta inflamacion cronica desequilibra el BE, a través de
varios mecanismos, como la resistencia a la leptina y la resistencia a la insulina. Sin embargo,
el mecanismo intracelular por el cual disminuye la actividad de los sistemas reguladores del

balance energético aun no se ha dilucidado por completo (Seong et al., 2019).

Compuestos de origen vegetal e inclusive fangicos como los terpenos, antocianinas,
carotenoides, terpenoides, flavonoides, etc., han demostrado tener propiedades antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias y antiobesogénicas, colocandolos como una potencial
estrategia terapéutica para el tratamiento de la obesidad y sus enfermedades relacionadas
(Lacerda et al., 2022; Mierziak et al., 2014). El KF es un flavonoide, de tipo flavonol, que
ha sido estudiado para el tratamiento de varios padecimientos, entre ellos los desordenes
metabolicos (Ren et al., 2019). Con base en lo anterior, ha despertado un interés particular
para ser estudiado como un potencial agente antiobesogénico. Dados estos antecedentes,
nuestro equipo de trabajo evaluo el efecto de la administracion central de KF sobre el BE en
ratones obesos. El estudio encontré que el KF promueve un BE negativo (Romero-Juarez et
al., 2021).

En este estudio evaluamos la capacidad del KF de modular centralmente 1) el BE, 2) la
homeostasis de la glucosa, 3) la expresion de genes involucrados en la regulacion del BE,
ademas de 4) la actividad fisica en ratones obesos alimentados con una dieta de CAF. Dicho
estudio mostré una disminucién significativa en la ganancia de PC y de la eficiencia

alimentaria, con un tratamiento agudo de KF a una dosis de 5 pg inyectados centralmente
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(i.c.v.). Dichos resultados replican los datos obtenidos y publicados anteriormente por el
equipo de trabajo, en el cual un tratamiento i.c.v. agudo mostro una disminucién significativa
en la ganancia de PC y una reduccion de la eficiencia alimentaria (Romero-Juarez et al.,
2021). A pesar de haberse usado dietas obesogénicas diferentes (HFD en el estudio referido),
los resultados coinciden, indicando que el KF promueve un BE negativo en condiciones de
un exceso de calorias en la dieta. Otros estudios han demostrado el efecto preventivo de este
flavonoide al alimentar ratones con dieta HFD adicionada con 200 mg/kg de KF durante 8
semanas. Dicho tratamiento mostré una atenuacion en la ganancia de peso (T. Wang et al.,
2020); sin embargo, estos resultados discrepan de lo observado por Alkhalidy et al., en el
2018, donde no se obtuvo un cambio de peso en un tratamiento de 6 semanas con KF a una
dosis 50 mg/kg/dia (Alkhalidy et al., 2018). Las diferencias se debieron probablemente a la
diferente dosis usada en el ultimo estudio, la cual puede ser baja si consideramos que fue
administrada por via oral y se sabe que este tipo de fitoquimicos sufre una absorcion marginal
a través de esta via de administracion (Barve et al., 2009). Cabe mencionar que tanto
Alkhalidy et al. (2018) como Wang et al. (2020) usaron un modelo de dieta HFD, lo que
sugiere que los efectos del KF sobre ratones obesos no dependen de la dieta, mientras ésta

sea alta en grasas saturadas.

En el presente estudio, el CA se mantuvo sin cambio alguno en ambos grupos, esto coincide
con los datos reportados por nuestro equipo anteriormente (Romero-Juarez et al., 2021). Por
otro lado, la eficiencia alimentaria tuvo una disminucién significativa, estos datos sugieren
que la atenuacion de la ganancia de PC es debida a un incremento en el gasto energético y
no a una disminucion en el consumo de alimento. Los mismos resultados fueron observados

en el estudio previo que se refiere (Romero-Juérez et al., 2021).

Una de las afectaciones que se ve en la obesidad es un alza en las concentraciones de glucosa
sanguinea, asi como una resistencia a la insulina. Por ello se establecio un protocolo para
evaluar cambios en la respuesta a la insulina en ratones tratados centralmente con KF. El
tratamiento no mostré efecto en dicha prueba, contrastando con los resultados observados en
un tratamiento crénico a una dosis de 0.5 mg/kg i.p., donde se observo una fuerte tendencia

al aumento de la sensibilidad a la insulina, asi como a la reduccion de la glucosa en ayuno
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(Romero-Juarez et al., 2021). Esta tendencia es similar a la reportada por Alkhalidy et al., en
el 2018, pero difiere del tratamiento preventivo donde si se muestra una mejora significativa
en la sensibilidad a la insulina (Wang et al., 2020). La ausencia de diferencia también puede
explicarse porque la prueba en este trabajo fue de manera aguda, sugiriendo que para alcanzar

efectos se requiere de un periodo cronico de tratamiento.

La promocion de un BE negativo sin cambios en el consumo de alimento sugiere una
induccion del gasto energético, un proceso regulado criticamente por el ARC. Dentro de los
actores que promueven el gasto energético tenemos al sistema de las melanocortinas. Para
determinar si los efectos de la administracion i.c.v. del KF dependen de la activacion de dicha
via, en este trabajo se analizé la expresion de Pomc, Npy y Agrp. El tratamiento con KF no
mostré cambios sobre la expresidn génica de ninguno de los tres neuropéptidos. La ausencia
de cambios es consistente con el resultado obtenido en el analisis del CA, el cual no fue
alterado por el tratamiento. La POMC es conocida por aumentar el gasto energético y
disminuir la sensacion del apetito desde una perspectiva clasica, sin embargo, actualmente
se propone que laPOMC mantiene una heterogeneidad a diferentes estimulos (Saucisse et al.,
2021), e inclusive en ciertas condiciones puede estimular el CA (Koch et al., 2015). Aunque
no existen estudios con un enfoque antiobesogénico del KF a nivel del hipotdlamo, en un
estudio en un modelo de depresion donde administraron por via oral (dieta) una dosis de 30
mg/kg/dia de KF y quercetina, se observo que dicho tratamiento aumento la expresion de
POMC (Park et al., 2010), de igual forma esto coincide con otro estudio con otro flavonoide
(Ibars et al., 2017). Cabe mencionar que, a diferencia del presente trabajo, dichos estudios
fueron de manera sub crénica. Aponte et al. (2011) mostro que para observar el efecto clasico
de POMC, era preciso estimularlo méas de 24 horas (Aponte et al., 2011). La expresion de los
péptidos antagonistas de POMC: AGRP y NPY, no se ve alterada pues dichos péptidos se
expresan en condiciones de déficit calorico (ayuno), por lo cual esta poblacion neuronal
induce el apetito y disminuyen el gasto energetico (Bunner et al., 2020). Los efectos de
compuestos de origen vegetal sobre neuronas AGRP / NPY son escasos; sin embargo, Ibars
et al., en el 2017, mostrd que los flavonoides proantocianidinas aumentan la expresion de
estos reguladores del balance energético en ratones inducidos a obesidad por una dieta de

cafeteria (Ibars et al., 2017). Los datos obtenidos en este estudio estdn en concordancia con
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la literatura antes mencionada, pues muestran que el tratamiento agudo i.c.v. con KF no
modifica los componentes del sistema de las melanocortinas, por lo cual el efecto sobre el

BE involucra otras vias intracelulares en el hipotalamo.

Dada la ausencia de respuesta en la expresion del sistema de las melanocortinas en respuesta
al tratamiento con KF, se exploraron otras vias. El receptor a sales biliares TGR5, representa
una diana terapéutica prometedora e innovadora que se expresa altamente en una gran
cantidad de tejidos (Watanabe et al., 2006). Recientemente se ha demostrado que TGR5 se
expresa en el hipotdlamo (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021). Dicha estructura el TGR5
participa en la regulacién del BE, lo cual fue demostrado por el uso de agonistas selectivos
de este receptor y por la inactivacion del gen. Mientras el agonista sintético (CCDC) de TGR5
promovié una pérdida de PC, la inactivacion por siRNA llevo al desarrollo de obesidad.
Ademas, la estimulacién central de este receptor aumentd la termogénesis en el BAT vy el
WAT (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021). Se ha descrito que la estimulacion de TGR5
estimula vias debajo a DIO2 dependiente de cAMP ), un regulador del metabolismo
energético que induce la termogénesis en ambos tejidos adiposos (Watanabe et al., 2006. Los
resultados obtenidos en este estudio mostraron que el tratamiento i.c.v. agudo con KF
aumenta significativamente la expresiéon de TGR5. Cabe resaltar que un estudio demostro
que un extracto de flavonoides totales de Astragalus radix aumentd la expresion de las
proteinas de FXR y TGR5 (receptores de sales biliares) en higado en un modelo de diabetes
(Wang et al., 2021), ademas varios compuestos de origen natural han demostrado un efecto
agonista sobre TGRS (Ding et al., 2021; Sasaki et al., 2017). También se ha demostrado que
usando CCDC, agonista selectivo de TGR5, administrado via i.c.v. aumenta la expresion de
Dio2 y Ucpl en tejidos adiposos, dicha interaccion ha sido observada junto con la activacion
de la via mTOR por varios grupos de investigacion, dichos componentes son ampliamente
conocidos por su participacion reguladora en el BE (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021,
Perino et al., 2014; Watanabe et al., 2006). El tratamiento agudo con KF a nivel central
también promovid el aumento significativo de Dio2, lo cual coincide con los estudios antes
mencionados, donde el KF aumentd la expresion de este gen en un cultivo celular, ademas
de incrementar el consumo de oxigeno, traduciendo esto en un aumento del gasto energetico

(da-Silvaet al., 2007). Pese al papel termogénico de esta enzima, no se han realizado muchos
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estudios para observar el efecto de los flavonoides sobre DIO2, por lo cual la informacion es
limitada. Sin embargo, los datos obtenidos en este estudio demuestran que el KF
administrado de manera aguda por via i.c.v es capaz de regular al alza los genes tgr5 y Dio2,
lo cual establece que estos dos componentes del BE estan estrechamente relacionados entre
si, ademas de que los efectos fenotipicos observados sobre la disminucion de la ganancia de
peso corporal y la eficiencia alimentaria pueden estar efectuados por la reactivacion de esta
via TGR5 / DIO2. Es probable que la activacion de dicha via intracelular conduzca a un
aumento de la termogénesis, a través de la activacion simpética del BAT y el WAT, un
proceso que ya ha sido demostrado (Castellanos-Jankiewicz et al., 2021; Lopez et al., 2013);

no obstante, estudios suplementarios deben ser realizados para probar dicha hipotesis.

Otro componente del gasto energético es la actividad fisica. En este trabajo verificamos el
efecto del tratamiento i.c.v. con KF sobre la actividad fisica. Los resultados muestran que el
KF administrado centralmente aumenta el tiempo de movilidad de ratones obesos, sugiriendo
un aumento del gasto de energia. Los datos obtenidos en este estudio coinciden con lo
reportado por Shibuya y colaboradores en 2022, en donde evaluaron varios compuestos
naturales entre ellos KF en un modelo de raton con deficiencia de la enzima superdéxido
dismutasa (SOD2) en musculo, este estudio mostro una mejora en la funcién motora de los
ratones con deficiencia de SOD2 (Shibuya et al., 2022). Sin embargo, los mecanismos por
los cuales KF u otro polifenol puedan estar ejerciendo sus efectos a nivel central se
desconocen, pues cabe mencionar que este estudio es pionero en evaluar el efecto de este
polifenol a nivel central. Se puede hipotetizar que este efecto se debe a un incremento en la
expresion de orexina (OX) en el hipotalamo, ya que se sabe que la poblaciones neuronales
OX proyectan impulsos excitatorios al nucleo del rafe dorsal y este a su vez tienes
proyecciones a la areas de control motor, como: los ganglios basales, la corteza motora, el
cerebelo y la medula espinal (Mavanji et al., 2022). Sin embargo, se necesita de mas estudios
para esclarecer los mecanismos implicados en el efecto sobre la actividad fisica observado

en este estudio.

El estrés y la ansiedad en animales de laboratorio puede causar un comportamiento erroneo,

esto puede llevar a sesgos en la interpretacion de los datos obtenidos, por lo cual se realizaron
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dos pruebas experimentales para evaluar el estrés y la ansiedad en los ratones de este estudio.
Los datos obtenidos descartan cualquier interferencia del estrés o ansiedad en los parametros
estudiados en este trabajo de investigacion, ya que las pruebas de campo abierto y preferencia

alimenticia en espacios novedosos asi lo demuestran.
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CONCLUSION

De acuerdo con el estudio previo de nuestro equipo de trabajo, el KF administrado i.c.v. de
manera aguda produce una disminucion en la ganancia de peso corporal y disminuye
significativamente la eficiencia alimentaria, esto sin cambios en el consumo de alimento. El
tratamiento agudo no modifico la sensibilidad a la insulina, pero en contraparte aumento la
actividad fisica. Los resultados sobre la expresion génica en respuesta al tratamiento con el
KF, mostraron que KF interviene en la regulacion de la expresion de los componentes del
sistema de las melanocortinas. En cambio, el tratamiento con KF llevd al aumento de la
expresion de la via intracelular de Tgr5 / Dio2. Estos resultados apuntan a una activacion de
la via TGR5 / DIO2, que inducen el gasto energético, promoviendo el BE negativo que
conllevan, a su vez, a una reduccion del PC. Sin embargo, se requieren de estudios
adicionales para evaluar otros reguladores del metabolismo energético, de tal suerte que se
obtenga una visién méas amplia de los mecanismos intracelulares que KF pueda regular en el
hipotdlamo. La actividad regulatoria del KF sobre el metabolismo a nivel central, asi los
beneficios metabdlicos asociados, demandan considerar su utilizacion como una potencial
estrategia terapéutica para el tratamiento de la obesidad, desde una perspectiva de

neuronutricion.
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PERSPECTIVAS.

1.- Analizar el efecto del tratamiento i.c.v. de KF sobre reguladores termogénicos (Dio2,
Ucpl, Adrbl, Adrb2 y Adrb3) en BAT y WAT.

2.- Redactar el articulo original para someter a la revista Nutritional Neuroscience o Brain

Research.
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